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РЕЗЮМЕ	 АКТУАЛЬНОСТЬ. Применение российских диагностических препаратов для оценки каче-
ства вакцин, поиск альтернативных методов, в том числе серологических исследований 
(испытаний), особенно актуальны в современных условиях санкций.
ЦЕЛЬ. Показать возможность применения для оценки качества вакцины бруцеллезной 
живой и вакцины туляремийной живой по показателю «Подлинность» в серологических 
исследованиях (испытаниях)  альтернативных методов: иммуноферментного анализа 
(ИФА), реакции агглютинации (РА), реакции непрямой гемагглютинации (РНГА).
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Применяли фармакопейный стандартный образец (ФСО) мут-
ности бактериальных взвесей 10  МЕ; вакцину бруцеллезную живую  (вакцинный штамм 
Brucella abortus 19  BА)  — ФСО и две коммерческие серии; вакцины туляремийные жи-
вые (вакцинный штамм Francisella tularensis 15 НИИЭГ) — ФСО и образец кандидата в ФСО. 
Все ФСО аттестованы ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России. Использовали российские 
коммерческие диагностические препараты для серологических исследований: сыворотки 
диагностические — поливалентную бруцеллезную сухую для РА и туляремийную сухую 
для РА; диагностикум эритроцитарный туляремийный иммуноглобулиновый жидкий; 
тест-системы диагностические для выявления в ИФА возбудителей бруцеллеза и туля-
ремии. Статистический анализ ИФА проводили в программе Microsoft Excel (P=0,95), РА 
и РНГА оценивали качественно.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Получены положительные результаты для всех исследуемых серий: вакцины 
бруцеллезной живой — в РА, вакцины туляремийной живой — в развернутой РА. Во всех 
испытаниях в РНГА вакцины туляремийной живой (концентрация 6,25×106 м.к./мл, как в по-
ложительном контроле) наблюдалась гемагглютинация. Во всех испытаниях методом ИФА 
значения оптической плотности (D) обеих вакцин и положительного контроля были при-
ближены: для вакцины туляремийной живой и вакцины бруцеллезной живой (цельные, 
концентрацией 1,0×109 м.к./мл) D=2,133±0,273 (в контроле 1,942±0,056) и D=0,127±0,013 
(в контроле 0,123±0,007) соответственно. Результаты свидетельствуют о наличии в образ-
цах бруцеллезного или туляремийного микроба, что подтверждает подлинность вакцин.
ВЫВОДЫ. Серологические испытания методами ИФА, РА и РНГА с использованием рос-
сийских диагностических препаратов показали возможность их применения для оценки 
качества вакцины бруцеллезной живой и вакцины туляремийной живой по показателю 
«Подлинность». Простой визуальный учет результатов, невысокая стоимость, экономия 
времени и относительно большой срок годности диагностических препаратов позволя-
ют рекомендовать РА с российскими диагностическими сыворотками как альтернатив-
ный метод для оценки качества вакцины бруцеллезной живой и вакцины туляремийной 
живой по показателю «Подлинность». Вследствие трудоемкости и неэкономичности ме-
тодов ИФА и РНГА рекомендовать их для оценки качества вакцин нецелесообразно. Ре-

© И.В. Касина, С.А. Алексеева, Т.И. Немировская, 2024

ТЕМА НОМЕРА: СТАНДАРТИЗАЦИЯ И КОНТРОЛЬ КАЧЕСТВА 
БИОЛОГИЧЕСКИХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ /  

ISSUE TOPIC: STANDARDISATION AND QUALITY CONTROL OF BIOLOGICALS

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.30895/2221-996X-2024-24-1-61-75&domain=pdf&date_stamp=2024-03-28


62
БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2024, Т. 24, № 1

Касина И.В., Алексеева С.А., Немировская Т.И.
Применение альтернативных методов оценки качества вакцины туляремийной живой и вакцины бруцеллезной живой...

зультаты могут служить основанием для внесения метода РА в нормативные документы 
на вакцину бруцеллезную живую и вакцину туляремийную живую в качестве альтерна-
тивного метода.
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ABSTRACT	 SCIENTIFIC RELEVANCE. The sanctions currently imposed on the Russian Federation require 
using Russian diagnostic products in vaccine quality assessments, as well as searching for al-
ternative testing methods, in particular, serological ones.
AIM. This study aimed to demonstrate the possibility of using alternative serological methods, 
including immunoenzymatic, direct agglutination, and indirect haemagglutination methods, 
for the identification of tularaemia and brucellosis vaccines in studies and quality assessments.
MATERIALS AND METHODS. This study used the established pharmacopoeial reference stand-
ard (RS) for the bacterial suspension opacity of 10 international opacity units, the established 
pharmacopoeial RS for and two commercial batches of the live brucellosis vaccine (Brucella 
abortus 19 BA), and the established and candidate pharmacopoeial RSs for the live tularaemia 
vaccine (Francisella tularensis 15 NIIEG). These pharmacopoeial RSs were certified by the Sci-
entific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products. Serological testing used Russian 
commercial diagnostic products, including dry diagnostic sera (polyvalent brucellosis and 
tularaemia sera for agglutination tests), a liquid erythrocytic diagnostic preparation of tula
raemia immunoglobulin, and enzyme immunoassay (ELISA) diagnostic kits for detecting the 
causative agents for brucellosis and tularaemia. Statistical analysis involved using Microsoft 
Excel (P=0.95) for ELISA results and qualitative evaluation for the results of direct agglutina-
tion and indirect haemagglutination tests.
RESULTS. All the tested batches demonstrated positive results. Live brucellosis vaccine batches 
showed positive results in the slide agglutination tests, while live tularaemia vaccine batches 
yielded positive results in the tube agglutination tests. All indirect haemagglutination tests 
showed haemagglutination in live tularaemia vaccine samples at the same concentration as pos-
itive control samples (6.25×106 cells/mL). ELISA tests showed similar optical density values (D)  

Kasina I.V., Alekseeva S.A., Nemirovskaya T.I. 

Application of alternative identification methods for live tularaemia and brucellosis vaccines



63

Kasina I.V., Alekseeva S.A., Nemirovskaya T.I. 
Application of alternative identification methods for live tularaemia and brucellosis vaccines

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2024, V. 24, No. 1

1	 ОФС.7.1.0018.18 Иммунобиологические лекарственные препараты. Государственная фармакопея Российской Федера-
ции. ХIV изд. Т. 2. М.; 2018.

2	 ФС.3.3.1.0019.15 Вакцина туляремийная живая. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4. М.; 2018.
3	 ФС.3.3.1.0011.15 Вакцина бруцеллезная живая. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4. М.; 2018. 

for the two vaccines and positive control samples. Live tularaemia and brucellosis vaccines 
(undiluted, 1.0×109 cells/mL) had D=2.133±0.273 and D=0.127±0.013, whereas the correspond-
ing control samples had D=1.942±0.056 and D=0.123±0.007, respectively. The results reflected 
the presence of brucellosis or tularaemia microbes in the samples, confirming the identity of 
the vaccines.
CONCLUSIONS. Serological immunoenzymatic, direct agglutination, and indirect haemagglu-
tination methods with Russian diagnostic products can be used to identify live brucellosis 
and tularaemia vaccines during quality assessment. The agglutination method with Russian 
diagnostic sera can be recommended as an alternative quality assessment method for the 
identification of live brucellosis and tularaemia vaccines, as this method offers time efficiency, 
simple visual evaluation of results, and low costs and relatively long shelf lives of diagnostic 
products. However, ELISA and indirect haemagglutination methods cannot be recommended 
for this purpose because of their labour-intensive and uneconomical nature. The results of this 
study may support the introduction of the agglutination method in the regulatory documents 
for live brucellosis and tularaemia vaccines (as an alternative method).

Keywords: 	 vaccine quality assessment; alternative methods; live brucellosis vaccine; live tularaemia vac-
cine; identity; diagnostic reagents; direct agglutination, Francisella tularensis 15 NIIEG; Brucella 
abortus 19 BA; pharmacopoeial reference standard for the bacterial suspension opacity of 10 
international opacity units; agglutination; indirect haemagglutination; enzyme immunoassay; 
ELISA; pharmacopoeial reference standard; serological testing
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Введение
Подлинность биологического лекарственного 

препарата — один из основных показателей его 
качества, который подтверждается при помощи 
различных лабораторных методов в соответ-
ствии с требованиями Государственной фарма-
копеи Российской Федерации1 (ГФ РФ). Согласно 
этим требованиям для вакцины туляремийной 
живой2 и вакцины бруцеллезной живой3 испы-
тание качества по показателю «Подлинность» 
проводится иммунофлуоресцентным методом 
при помощи коммерческих диагностических 
препаратов  — иммуноглобулинов флуоресци-
рующих. Альтернативные методы испытаний 
в ГФ РФ не предусмотрены.

В продолжение поиска перспективных 
направлений по совершенствованию экспер-
тизы качества биопрепаратов против особо 
опасных инфекционных заболеваний нами 
была предпринята попытка использова-
ния коммерческих тест-систем и диагностиче-
ских препаратов отечественного производства 

(в качестве альтернативы иммуноглобули-
нам диагностическим флуоресцирующим) 
для определения показателя «Подлинность» 
вакцины туляремийной живой и вакцины бру-
целлезной живой. Ранее нами опубликованы 
результаты успешного применения иммуно-
хроматографической тест-системы (ИХ-тест) 
для испытания качества вакцины туляремий-
ной живой по показателю «Подлинность» [1]. 
Далее был проведен анализ отечественных 
коммерческих диагностических препаратов 
и тест-систем, предназначенных для выявле-
ния и идентификации антигенов возбудителей 
туляремии (Francisella tularensis) и бруцелле-
за  (Brucella  abortus)  [2–7]. В качестве возмож-
ной альтернативы в испытаниях туляремий-
ной и бруцеллезной вакцин по показателю 
«Подлинность» выбраны коммерческие диа-
гностические препараты, основанные на ре-
акции агглютинации (РА), реакции непрямой 
гемагглютинации (РНГА) и иммуноферментно-
го анализа (ИФА) Данные препараты успешно 
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применяются в лабораторной диагностике 
бруцеллеза и туляремии [8–10].

Цель работы  — показать возможность при-
менения для оценки качества вакцины бру-
целлезной живой и вакцины туляремийной 
живой по показателю «Подлинность» в сероло-
гических исследованиях (испытаниях) альтер-
нативных методов иммуноферментного анали-
за, реакции агглютинации, реакции непрямой 
гемагглютинации.

Для выполнения поставленной цели необхо-
димо решение следующих задач:

–– выявление бруцеллезного антигена в вакцине 
бруцеллезной живой в РА и ИФА с помощью 
российских диагностических препаратов;

–– выявление туляремийного антигена в вакцине 
туляремийной живой в РА, РНГА и ИФА с помо-
щью российских диагностических препаратов.

Материалы и методы
Материалы

В этой работе авторский коллектив впервые 
для испытания вакцины туляремийной живой 
и вакцины бруцеллезной живой по показате-
лю «Подлинность» применил коммерческие 
диагностические препараты, предназначенные 
для выявления антигенов возбудителя туляре-
мии или бруцеллеза и основанные на альтерна-
тивных методах серологических исследований 
(испытаний).

В исследованиях использовали следующие 
материалы:

–– вакцина бруцеллезная живая, лиофилизат 
для приготовления суспензии для подкожно-
го введения и накожного скарификационного 
нанесения, серия О119 и О120 (АО «НПО «Ми-
кроген», Россия) на основе вакцинного штам-
ма B. abortus 19 ВА;

–– фармакопейный стандартный образец вак-
цины бруцеллезной живой, ФСО 3.2.00396  
(ОСО 42-28-396, 2021) серии 7 (далее — ФСО 
вакцины бруцеллезной) (ФГБУ «НЦЭСМП» 
Минздрава России);

–– сыворотка диагностическая поливалентная 
бруцеллезная сухая для РА по ТУ 9388-011-
01898090-2011 (далее  — сыворотка бруцел-
лезная), рег.  № ФСР 2012/13323, серия 10 
(ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский 
противочумный институт» Роспотребнадзора, 
Россия); сыворотка получена из крови кро-
ликов, гипериммунизированных культурой 
бруцеллезного микроба (вакцинный штамм 
B. abortus 19 ВА), инактивированной формали-
ном или кипячением;

–– набор реагентов «Тест-система диагностиче-

ская для выявления возбудителя бруцеллеза 
в ИФА» (ИФА-Бру-СтавНИПЧИ) по  ТУ 9398-
011-01897080-2009, рег.  №  ФСР  2010/06745, 
серия 1-21 (ФКУЗ «Ставропольский научно-ис-
следовательский противочумный институт» 
Роспотребнадзора (ФКУЗ Ставропольский 
противочумный институт Роспотребнадзора, 
Россия);

–– фармакопейный стандартный образец вак-
цины туляремийной живой ФСО 3.2.00398  
(ОСО 42-28-398), серия 011-011221 (ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России) (далее — ФСО 
вакцины туляремийной); на основе вакцинно-
го штамма F. tularensis 15 НИИЭГ;

–– кандидат в фармакопейный стандартный 
образец вакцины туляремийной живой 
ФСО 3.2.00398 (ОСО 42-28-398) серии 012;

–– фармакопейный стандартный образец 
мутности бактериальных взвесей 10  МЕ 
ФСО 3.1.00085 (ОСО 42-28-85) (ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России) (далее — ФСО 
мутности 10 МЕ) для определения мутности 
бактериальных взвесей методом визуально-
го сравнения;

–– сыворотка диагностическая туляремийная 
сухая для РА по ТУ 8852-003-01898090-2010 
(рег.  № ФСР 2011/10029) серия 203 (ФКУЗ 
«Иркутский научно-исследовательский про-
тивочумный институт» Роспотребнадзора, 
Россия); сыворотка получена из крови лошади, 
гипериммунизированной вирулентной инак-
тивированной культурой F. tularensis;

–– набор реагентов «Тест-система диагности-
ческая для выявления возбудителя туляре-
мии методом ИФА» (ИФА-Тул-СтавНИПЧИ) 
по ТУ  9398-010-01897080-2009 
(рег.  №  ФСР  2010/06744) серия  2-22 (ФКУЗ 
Ставропольский противочумный институт 
Роспотребнадзора, Россия);

–– набор реагентов «Диагностикум эритроцитар-
ный туляремийный иммуноглобулиновый жид-
кий» (РНГА-Тул-Иг-СтавНИПЧИ) по ТУ  9388-
023-01897080-2010 (рег.  №  ФСР  2011/10271) 
серия  2-22 (ФКУЗ Ставропольский противо-
чумный институт Роспотребнадзора, Россия); 
представляет собой туляремийные иммуно-
глобулины, сорбированные на активирован-
ных эритроцитах крови барана.

Оборудование
Регистрацию результатов ИФА проводи-

ли при помощи микропланшетного спектро-
фотометра SPECTROstar®  Nano производите-
ля BMG  LABTECH (Германия) при длине волны 
λ=492 нм.
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Методы
Серологические исследования (испытания) 

образцов вакцин проводили с применением аль-
тернативных методов ИФА РА, РНГА, с использо-
ванием российских диагностических препаратов 
и тест-систем в соответствии с инструкциями 
производителей. Как вакцина туляремийная жи-
вая, так и вакцина бруцеллезная живая пред-
ставляют собой лиофилизированные в стаби-
лизирующей среде взвеси живых микробных 
клеток вакцинных штаммов Francisella tularensis 
15 НИИЭГ и B. abortus 19 ВА в определенной кон-
центрации. В ходе работы их восстанавливали 
в 0,9% растворе  NaCl до нужных концентраций, 
указанных в инструкциях по применению каждо-
го диагностического набора, или использовали 
в цельном (неразбавленном) виде. Далее образ-
цы испытывали в соответствии с инструкциями.

1. Выявление бруцеллезного антигена в вакцине 
бруцеллезной живой альтернативными 
методами
1.1. Реакция агглютинации c применением россий-
ского диагностического препарата — сыворотки 
поливалентной бруцеллезной сухой. Метод осно-
ван на взаимодействии клеток бруцеллезного 
микроба с антителами, содержащимися в поли-
валентной бруцеллезной сыворотке, с образо-
ванием агглютината, видимого невооруженным 
глазом, в РА на стекле и в пробирке.

Рабочий титр сыворотки (серия 10) в РА 
на стекле — 1:25, в развернутой (в пробирках) 
РА — 1:800.

Реакцию агглютинации на стекле считают по-
ложительной при появлении в течение 2–3 мин 
агглютината, ясно видимого невооруженным 
глазом. При отрицательной реакции смесь сыво-
ротки с культурой остается равномерно мутной. 
Контроль культуры должен оставаться равно-
мерно мутным.

Результаты развернутой реакции агглю-
тинации (в пробирках) оценивают визуально 
и считают положительными, если ясно видна 
невооруженным глазом крупно- или мелкозер-
нистая агглютинация при полном просветлении 
надосадочной жидкости (картина соответству-
ет 4  крестам по 4-крестовой системе оцен-
ки4) и при легкой опалесценции надосадочной 
жидкости (3 креста). Исследуемая культура 
может быть отнесена к бруцеллам, если дает 
положительную РА не менее чем на 2  креста 

(слабая агглютинация, надосадочная жидкость 
непрозрачная) в разведении сыворотки не ме-
нее 1:800 при отрицательных контрольных ре-
акциях. В контрольных пробирках (контроль 
культуры и контроль сыворотки) не должно быть 
агглютината и хлопьев. Если в контрольной про-
бирке с культурой и 0,9% раствором NaCl обна-
руживается агглютинат, реакция оценивается 
как неспецифическая.

В описываемом исследовании использовали 
взвеси вакцины бруцеллезной цельной нераз-
веденной, приготовленной по ФСО мутности 
10  МЕ, что соответствует концентрации ми-
кробных клеток в 1 мл (м.к./мл) вакцины, рав-
ной 1,7×109 м.к./мл. Для приготовления нужных 
взвесей вакцину восстанавливали в 1 мл 0,9% 
раствора NaCl, затем разводили в 0,9% раствора 
NaCl до нужных концентраций микробных кле-
ток. Испытания проводили 3 аналитика: 3 серии 
вакцин, каждая в 3-х повторностях.
1.2. Метод иммуноферментного анализа с при-
менением тест-системы «ИФА-Бру-СтавНИПЧИ». 
Метод основан на непрямом варианте ИФА: 
при постановке опыта бруцеллезный антиген, 
содержащийся в исследуемом материале, спе-
цифически взаимодействует с бруцеллезными 
иммуноглобулинами, сорбированными на план-
шете. Образовавшийся комплекс «антиген – ан-
титело» выявляют с помощью конъюгата (бру-
целлезные антитела, иммобилизированные 
и меченые пероксидазой хрена). Тест-система 
выявляет штаммы бруцеллезного микроба 
в концентрации 1,0×106  м.к./мл и не выяв-
ляет гетерологичных штаммов в концентрации  
1,0×108 м.к./мл.

Поскольку целью ставилось подтверждение 
подлинности бруцеллезного штамма в вакцине, 
а не выявление его в минимальных концентра-
циях в диагностических целях, то для испыта-
ния готовили взвеси вакцины в 0,9% растворе 
NaCl по ФСО мутности 10 МЕ, соответствующие 
концентрациям микробных клеток (бруцелл) — 
1,7×109 и 1,0×109 м.к./мл, и взвесь цельной 
вакцины. Для приготовления нужных взвесей 
вакцину восстанавливали в 1 мл 0,9% раство-
ра NaCl, затем разводили в 0,9% раствора NaCl 
до нужных концентраций микробных клеток. 
Опыты ставили в соответствии с инструкцией 
по применению набора. Испытание проводи-
ли на 2-х образцах каждой серии вакцины, все 
в 2-х повторностях.

4	 Оценка реакции агглютинации по 4-крестовой схеме: 4 креста (++++) — полное просветление надосадочной жидкости, 
крупно- или мелкозернистая агглютинация на дне в виде зонтика; 3 креста (+++) — легкая опалесценция, неполное про-
светление и надосадочной жидкости, хорошо выраженный зонтик агглютината; 2 креста (++) — неполное просветление 
жидкости, слабая агглютинация — зонтик умеренно выражен; 1 крест (+) — следы агглютинации, надосадочная жидкость 
непрозрачная; «–» — отрицательный результат: агглютинация не наблюдается, жидкость равномерно мутная.
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Регистрацию и расчет результатов ИФА про-
водили с помощью микропланшетного спектро-
фотометра SPECTROstar® Nano при длине волны 
λ=492  нм. Длительность процедуры измерения 
оптической плотности не превышала 15 мин. 
Результаты считали положительными, если оп-
тическая плотность образцов в 2 и более раз 
превышала оптическую плотность отрицатель-
ного контроля.

2. Выявление туляремийного антигена в вакцине 
туляремийной живой альтернативными 
методами
2.1. Реакция агглютинации с применением сыво-
ротки туляремийной. Метод основан на взаи-
модействии антигенов туляремийного микроба 
с антителами, содержащимися в туляремийной 
сыворотке, с образованием агглютината, види-
мого невооруженным глазом, в развернутой РА 
(в пробирках).

Значение рабочего титра сыворотки серии 
203 в развернутой (в пробирках) РА состави-
ло 1:3200. Реакцию считают положительной, 
если ясно видна невооруженным глазом круп-
но- или мелкозернистая агглютинация (не ме-
нее, чем на 2 креста). Исследуемая культура 
может быть отнесена к туляремийному микро-
бу, если РА с сывороткой оценивается не менее 
чем на 2 креста со значениями титра до 1:3200 
или 1:1600 для данной серии. В контрольных 
пробирках (контроль культуры и контроль сыво-
ротки) не должно быть агглютината и хлопьев. 
Если в контрольных пробирках обнаруживается 
агглютинат, реакция оценивается как неспеци-
фическая.

Вакцину туляремийную живую разводили 
по ФСО мутности 10  МЕ до концентрации ту-
ляремийного микроба, равной 5,0×109  м.к./мл. 
К 0,5 мл каждого разведения сыворотки до-
бавляли по 0,5 мл вакцинной взвеси, получая 
разведения сыворотки от 1:100 до 1:3200 (ра-
бочее разведение сыворотки). Одновременно 
ставили контрольные опыты: контроль антиге-
на и контроль сыворотки. Испытания проводи-
ли 3 аналитика. Для РА развернутым методом 
(в  пробирках) каждый аналитик использовал 
3 образца каждой из 2-х испытуемых серий вак-
цины туляремийной живой (ФСО 3.2.00398 и кан-
дидат в ФСО 3.2.00398) и 3 образца сыворотки 
туляремийной серии 203.
2.2. Метод иммуноферментного анализа с при-
менением тест-системы «ИФА-Тул-СтавНИПЧИ». 
При постановке метода непрямого ИФА туля-
ремийный антиген, содержащийся в исследу-
емом материале, специфически взаимодей-
ствовал с туляремийными иммуноглобулинами, 

сорбированными на планшете. Образовавшийся 
комплекс «антиген – антитело» выявляют с по-
мощью конъюгата (туляремийные антитела, им-
мобилизированные и меченые пероксидазой 
хрена). Тест-система выявляет штаммы туляре-
мийного микроба в концентрации 1,0×106 м.к./мл 
и не выявляет гетерологичные штаммы в кон-
центрации 1,0×108 м.к./мл.

Для испытания приготовили взвеси вакци-
ны с концентрацией микробных клеток (вак-
цинный штамм F.  tularensis 15 НИИЭГ) в 0,9% 
растворе NaCl по ФСО мутности 10 МЕ, равной 
5,0×109 и 1,0×109 м.к./мл, инактивированные 
нагреванием в соответствии с инструкцией 
по применению на тест-систему, и неинактиви-
рованные. Пробы вакцины исследовали в соот-
ветствии с инструкцией по применению набора. 
Испытание каждого разведения 2-х серий вак-
цины проводили в 2-х повторностях.

Регистрацию результатов ИФА прово-
дили на микропланшетном спектрофото-
метр SPECTROstar® Nano при длине волны 
λ=492 нм. Длительность процедуры измерения 
оптической плотности не превышала 15 мин. 
Результаты считали положительными, если оп-
тическая плотность образцов в 2 и более раз 
была больше оптической плотности отрица-
тельного контроля.
2.3. Реакция непрямой гемагглютинации с при- 
менением набора «РНГА-Тул-Иг-СтавНИПЧИ».  
При постановке РНГА туляремийный антиген, 
содержащийся в исследуемом материале, спе-
цифически взаимодействует с туляремийными 
иммуноглобулинами, сорбированными на акти-
вированных эритроцитах барана. Эритроциты 
выпадают на дно лунок равномерным слоем 
в виде «зонтика», занимая не менее 2/3 диа-
метра сферической поверхности в лунке (в ряде 
случаев отмечается фестончатое оплывание 
краев агглютината). При отрицательном ре-
зультате эритроциты выпадают на дно лунки 
в виде пуговки или узкого колечка с ровным 
краем. Диагностикум выявляет в РНГА штам-
мы туляремийного микроба в разведении 
3,12×106  м.к./мл (макрометод) и в разведе-
нии 6,25×106 м.к./мл (микрометод) и не выяв-
ляет гетерологичные штаммы в разведении 
1,0×108 м.к./мл. Определение специфичности 
РНГА проводили в реакции торможения не-
прямой гемагглютинации (РТНГА). В качестве 
положительного контроля выступала прила-
гаемая к набору инактивированная взвесь 
туляремийного микроба в концентрации 
1,0×109  м.к./мл, которую перед постановкой 
испытания разводили 0,9%  раствором NaCl 
до концентрации 5,0×107 м.к./мл.



67

Kasina I.V., Alekseeva S.A., Nemirovskaya T.I. 
Application of alternative identification methods for live tularaemia and brucellosis vaccines

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2024, V. 24, No. 1

Для испытания в РНГА и РТНГА (для под-
тверждения специфичности РНГА) готовили 
взвеси вакцины туляремийной по ФСО мут-
ности 10  МЕ, соответствующей концентрации 
5,0×109 м.к./мл, затем их разводили в 0,9% 
растворе NaCl до концентрации 5,0×107 м.к./мл. 
В испытании применяли взвеси вакцины: инак-
тивированные в соответствии с инструкцией 
по применению на диагностикум и неинактиви-
рованные. Три аналитика проводили испытание 
2-х серий вакцины (ФСО 3.2.00398 и кандидат 
в ФСО 3.2.00398) на 2-х образцах (инактивиро-
ванные и неинактивированные вакцины), все 
в 2-х повторностях.

Статистическая обработка данных
Методы РА и РНГА дают качественные реак-

ции образования комплексов «антиген  –  анти-
тело», результаты оценивали визуально, поэтому 
статистическую обработку не проводили.

Результаты, полученные методом ИФА, оце-
нивали статистически при помощи программы 
Microsoft Office Excel. Определяли погрешности 
значений результатов ИФА с доверительной ве-
роятностью 95%.

Результаты и обсуждение

1. Результаты оценки качества вакцины 
бруцеллезной живой по показателю 
«Подлинность» альтернативными методами
1.1. Реакция агглютинации с применением россий-
ского диагностического препарата — сыворотки 
диагностической поливалентной бруцеллезной 
сухой. При испытании цельной (неразведенной) 
вакцины бруцеллезной живой с помощью сыво-
ротки бруцеллезной в разведении 1:25 были по-
лучены положительные результаты РА на стекле 
для всех исследуемых серий. В течение 2–3 мин 
во всех постановках появился агглютинат, ясно 
видимый невооруженным глазом. В контроле 
смесь вакцины и 0,9%  раствора NaCl осталась 
равномерно мутной (рис. 1, табл. 1).

В испытании образцов разведенных вакцин, 
соответствующих 10 МЕ по ФСО мутности, во всех 
образцах появился агглютинат, ясно видимый не-
вооруженным глазом. Однако, в отличие от опытов 
с неразведенной вакциной, РА в случаях разве-
дения прошла с большой задержкой по времени: 
положительные результаты для всех исследуе-
мых серий были получены только через 30 мин. 
Исходя из полученных результатов авторы реко-
мендуют проводить РА на стекле со взвесью не-
разведенной восстановленной вакцины (табл. 1). 
В контроле (вакцина и 0,9% раствор NaCl) смесь 
остается равномерно мутной.

При постановке развернутой РА (в пробирках) 
получены положительные результаты РА со все-
ми образцами бруцеллезной вакцины и сыво-
ротки (табл. 2). Наблюдалась крупнозернистая 
агглютинация (4 креста) при полном просветле-
нии надосадочной жидкости в титре сыворотки 
1:400, а также мелкозернистая агглютинация 
при легкой опалесценции надосадочной жидко-
сти (3 креста) в рабочем разведении сыворотки 
бруцеллезной 1:800. Как следует из инструкции 
по применению сыворотки бруцеллезной, иссле-
дуемая культура может быть отнесена к бруцел-
лам, если дает положительную РА в разведении 
не менее 1:800 при отрицательных контрольных 
реакциях.

В контрольных пробирках (контроль культу-
ры и контроль сыворотки) агглютината и хло-
пьев не обнаружено. В контрольных по сыво-
ротке опытах раствор оставался прозрачным, 
в контрольных по вакцине  — взвесь осталась 
равномерно мутной.

Фотография выполнена авторами / The photograph is taken by the authors

Рис. 1. Результаты испытания вакцины бруцеллезной жи-
вой по показателю «Подлинность» в реакции агглютинации 
на стекле. Учет через 2–3  мин. Ф.Р. и В  — контроль: 0,9% 
раствор NaCl (Ф.Р.) со взвесью восстановленной цельной 
вакцины (В), видно отсутствие агглютинации; С и В — опыт: 
взвесь восстановленной цельной вакцины (В) с диагности-
ческим препаратом сыворотки (С) бруцеллезной в разведе-
нии 1:25, наблюдается крупнозернистая агглютинация при 
полном просветлении жидкости.

Fig. 1. Results of live brucellosis vaccine identification by 
slide agglutination with examination after 2–3 min. NS+V, 
control sample (0.9% NaCl solution (NS) with undiluted re-
constituted vaccine suspension (V)); no agglutination. S+V, 
test sample (reconstituted undiluted vaccine suspension 
(V) with brucellosis serum diagnostic reagent (S) at a  di-
lution of 1:25); coarse agglutination with complete liquid  
clarification.

Ф.Р. и В
NS+V

С и В
S+V
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Таблица 1. Результаты оценки качества вакцины бруцеллезной живой по показателю «Подлинность» в реакции агглютина-
ции на стекле
Table 1. Results of live brucellosis vaccine identification by slide agglutination

Повторность*
Replicate*

Визуальная оценка РА**
Visual evaluation of agglutination**

ФСО
RS О119 О120 Контроль***

Control***

Ц
UD

10 МЕ
10 IU

Ц
UD

10 МЕ
10 IU

Ц
UD

10 МЕ
10 IU

Кц
CUD

К10 МЕ
C10 IU

1 + – + – + – – –

2 + – + – + – – –

3 + – + – + – – –

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. РА — реакция агглютинации; ФСО — ФСО 3.2.00396 вакцины бруцеллезной живой (I аналитик); О119 (II аналитик), 
О120 (III аналитик) — коммерческие серии вакцины бруцеллезной живой; Ц — восстановленная цельная (неразбавленная) 
вакцина бруцеллезная живая; 10 МЕ — взвесь вакцины, приготовленная по ФСО мутности бактериальных взвесей 10 МЕ, что 
соответствует концентрации микробных клеток (м.к.) 1,7×109 м.к./мл; Кц — контроль цельной вакцины; К — контроль разбавлен-
ной вакцины (10 МЕ); «—» — результаты РА через стандартное оценочное время (2–3 мин) не проявились (только через 30 мин). 
* в каждой повторности  — 1  образец вакцины и 1  образец сыворотки диагностической поливалентной бруцеллезной 
в разведении 1:25.
** оценка через 2–3 мин от начала опыта.
*** 0,9% раствор NaCl со взвесью вакцины бруцеллезной живой.
Note. RS, pharmacopoeial reference standard No. 3.2.00396 for live brucellosis vaccine (analyst I); O119 (analyst II) and O120 (ana-
lyst III), commercial batches of live brucellosis vaccine; UD, undiluted reconstituted live brucellosis vaccine; 10 IU, vaccine suspen-
sion prepared using the pharmacopoeial reference standard (RS) for the bacterial suspension opacity of 10 international opacity 
units (IU), which corresponds to a microbial concentration of 1.7×109 cells/mL; CUD, control, undiluted vaccine; C, control, diluted 
vaccine (10 IU); —, agglutination appeared only after 30 min, not after the standard evaluation time of 2–3 min. 
* Each replicate included 1 sample of live brucellosis vaccine and 1 sample of diagnostic polyvalent brucellosis serum at a dilution of 1:25.
** The result was evaluated after 2–3 min from the beginning of the experiment.
*** This control sample constituted of 0.9% NaCl and suspended live brucellosis vaccine.

Таблица 2. Результаты оценки качества вакцины бруцеллезной живой по показателю «Подлинность» в развернутой реакции 
агглютинации (в пробирках)
Table 2. Results of live brucellosis vaccine identification by tube agglutination

Повторность*
Replicate*

Визуальная оценка РА**
Visual evaluation of agglutination**

Контроль***
Control***

ФСО
RS О119 О120

Титр сыворотки 
Serum titre

1:
10

0

1:
20

0

1:
40

0

1:
80

0

1:
10

0

1:
20

0

1:
40

0

1:
80

0

1:
10

0

1:
20

0

1:
40

0

1:
80

0

1 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ –

2 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ –

3 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ –

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. РА — реакция агглютинации; ФСО — фармакопейный стандартный образец ФСО 3.2.00396 вакцины бруцел-
лезной живой (I аналитик); О119 (II аналитик), О120 (III аналитик) — коммерческие серии вакцины бруцеллезной живой;  
«—» — отсутствие РА.
* Для РА брали по 1 образцу вакцины бруцеллезной живой и сыворотки диагностической поливалентной бруцеллезной 
(вакцинный штамм Brucella abortus 19 ВА).
** Оценка по 4-крестовой схеме: «4+» — крупно- или мелкозернистая агглютинация при полном просветлении надосадочной 
жидкости, «3+» — легкая опалесценция надосадочной жидкости.
*** 0,9% раствор NaCl со взвесью неразбавленной восстановленной вакцины бруцеллезной живой.
Note. RS, pharmacopoeial reference standard No. 3.2.00396 for live brucellosis vaccine (analyst I); O119 (analyst II) and O120 (ana-
lyst III), commercial batches of live brucellosis vaccine; —, no agglutination.
* Experiments included 1 sample of live brucellosis vaccine and 1 sample of diagnostic polyvalent brucellosis serum (Brucella 
abortus 19 BА).
** The test used the standard 4+ agglutination grading system: 4+, coarse or fine agglutination with complete supernatant clarifi
cation, 3+, slight supernatant opalescence.
*** This control sample consisted of 0.9% NaCl and suspended undiluted reconstituted live brucellosis vaccine.
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На основе полученных результатов можно 
сделать вывод, что использование РА позволяет 
подтвердить подлинность B.  abortus в вакцине 
бруцеллезной живой.
1.2. Иммуноферментный анализ с применением 
тест-системы «ИФА-Бру-СтавНИПЧИ». В ходе 
проведения испытаний вакцины бруцеллезной 
живой методом ИФА (табл. 3) значения оптиче-
ской плотности во всех анализах практически 
совпали с результатами положительного контро-
ля, входящего в набор реагентов «Тест-система 
диагностическая для выявления возбудите-
ля бруцеллеза в ИФА» (ИФА-Бру-СтавНИПЧИ). 
Оптическая плотность исследуемых образцов 
вакцины и положительного контроля в 2 и бо-
лее раз превышала оптическую плотность от-
рицательного контроля, что свидетельствует 
о наличии в образцах бруцеллезного микроба 
и подтверждает подлинность вакцины бру-
целлезной живой. Разные исследуемые кон-
центрации бруцеллезного микроба в вакцине 
не влияют на значения оптической плотности, 
поскольку реакция качественная (подтверждает 
наличие бруцеллезного антигена, а не опреде-
ляет его концентрацию).

2. Результаты оценки качества вакцины 
туляремийной живой по показателю 
«Подлинность» альтернативными методами
2.1. Реакция агглютинации с применением диа-
гностического препарата  — сыворотки туляре-
мийной сухой. Как видно из таблицы 4, в случае 
применения РА для всех образцов вакцины в ис-
следуемой концентрации 5,0×109  м.к./мл были 
получены положительные результаты. При испы-
тании ФСО вакцины туляремийной живой в титре 
сыворотки 1:1600 всеми аналитиками наблюда-
лась крупнозернистая агглютинация при полном 
просветлении надосадочной жидкости (4  кре-
ста), в рабочем разведении сыворотки туляре-
мийной 1:3200 — мелкозернистая агглютинация 
при легкой опалесценции надосадочной жидко-
сти (3 креста). При испытании кандидата в ФСО 
вакцины туляремийной живой наблюдалась мел-
козернистая агглютинация при легкой опалес-
ценции надосадочной жидкости (3  креста)  как 
в титре сыворотки 1:1600, так и в рабочем разве-
дении 1:3200.

Согласно инструкции по применению сы-
воротки туляремийной исследуемая культура 
может быть отнесена к туляремийному микро-
бу, если выявлена положительная РА в раз-
ведении не менее 1:1600 при отрицательных 
контрольных реакциях. В контрольных пробир-
ках (контроль культуры и контроль сыворотки) 
агглютината и хлопьев не обнаружено. Образец 

в контроле сыворотки оставался прозрачным, 
в контроле взвеси вакцины в исследуемой кон-
центрации 5,0×109  м.к./мл  — равномерно мут-
ным. Соответственно, в РА была подтверждена 
подлинность туляремийного штамма в исследу-
емом образце вакцины туляремийной живой.
2.2. Метод иммуноферментного анализа с при-
менением тест-системы «ИФА-Тул-СтавНИПЧИ». 
При испытании вакцины туляремийной живой 
в ИФА (табл.  5) значения оптической плотно-
сти исследуемых образцов вакцины во всех 
анализах практически совпали с результатами 
положительного контроля, входящего в набор 
«Тест-система диагностическая для выявления 
возбудителя туляремии» (ИФА-Тул-СтавНИПЧИ). 
Оптическая плотность образцов вакцины и по-
ложительного контроля в 2 и более раз превы-
шала оптическую плотность отрицательного 
контроля, что свидетельствует о наличии в об-
разцах туляремийного микроба и подтвержда-
ет подлинность вакцины туляремийной живой. 
Результаты по инактивированной и неинакти-
вированной вакцинам не отличались, следова-
тельно, можно проводить испытания с неинак-
тивированной вакциной. Необходимо отметить, 
что изменение концентрации туляремийного 
микроба в вакцине не оказывало значительно-
го влияния на показатели оптической плотности. 
Реакция была качественной и подтвердила на-
личие в исследуемых образцах туляремийного 
антигена.
2.3. Реакция непрямой гемагглютинации с приме­
нением набора «РНГА-Тул-Иг-СтавНИПЧИ». В та-
блице 6 представлены результаты испытания вак-
цины туляремийной живой в РНГА при помощи 
набора реагентов «Диагностикум эритроци-
тарный туляремийный иммуноглобулиновый 
жидкий» (РНГА-Тул-Иг-СтавНИПЧИ) в сравнении 
с положительным контролем. Все 3 аналитика 
наблюдали положительную гемагглютинацию 
в образцах вакцины с концентрациями 2,5×107, 
1,25×107 м.к./мл, а также 6,25×106 м.к./мл (как 
в положительном контроле набора реагентов). 
Данные результаты свидетельствуют о наличии 
в исследуемых образцах туляремийного микроба, 
что, в свою очередь, подтверждает подлинность 
вакцины туляремийной живой. Специфичность 
РНГА была подтверждена постановкой РТНГА. 
В контрольных лунках был получен отрицатель-
ный результат (эритроциты выпали на дно лунки 
в виде пуговки).

Сравнительный анализ альтернативных 
методов в оценке качества вакцин

Результаты проведенных сравнительных 
серологических исследований (испытаний) 
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Та
бл

иц
а 

3.
 Р

ез
ул

ьт
ат

ы
 о

це
нк

и 
ка

че
ст

ва
 в

ак
ци

ны
 б

ру
це

лл
ез

но
й 

ж
ив

ой
 п

о 
по

ка
за

те
лю

 «
П

од
ли

нн
ос

ть
» 

м
ет

од
ом

 и
м

м
ун

оф
ер

м
ен

тн
ог

о 
ан

ал
из

а
Ta

bl
e 

3.
 R

es
ul

ts
 o

f l
iv

e 
br

uc
el

lo
si

s 
va

cc
in

e 
id

en
ti

fic
at

io
n 

by
 im

m
un

oe
nz

ym
e 

as
sa

y

О
бр

аз
ец

 
ва

кц
ин

ы
Va

cc
in

e 
sa

m
pl

e

О
пт

ич
ес

ка
я 

пл
от

но
ст

ь 
об

ра
зц

ов
, о

пт
. е

д.
O

pt
ic

al
 d

en
si

ty
 o

f s
am

pl
es

, o
pt

ic
al

 d
en

si
ty

 u
ni

ts

Ф
СО RS

О
11

9
О

12
0

К+ C+
К– C–

По
вт

ор
но

ст
ь

Re
pl

ic
at

e

1
2

Х ср
±2

S
X m

ea
n±

2S
1

2
Х ср

±2
S

X m
ea

n±
2S

1
2

Х ср
±2

S
X m

ea
n±

2S
1

2
Х ср

±2
S

X m
ea

n±
2S

1
2

Х ср
±2

S
X m

ea
n±

2S

А
0,

12
6

0,
11

3
0,

12
5±

0,
01

4 
(3

,4
70

 о
т 

К–
 /

 
re

la
ti

ve
 to

 C
–)

0,
11

2
0,

13
1

0,
12

4±
0,

01
4 

(3
,4

50
 о

т 
К–

 /
 

re
la

ti
ve

 to
 C

–)

0,
12

1
0,

13
4

0,
12

8±
0,

00
9 

(3
,6

00
 о

т 
К–

 /
 

re
la

ti
ve

 to
 C

–)

0,
12

5
0,

12
7

0,
12

3±
0,

00
7

0,
03

6
0,

03
4

0,
03

6±
0,

00
3

0,
13

2
0,

13
0

0,
12

2
0,

12
9

0,
12

7
0,

12
8

0,
11

7
0,

12
2

0,
03

8
0,

03
5

В
0,

12
1

0,
11

4
0,

12
2±

0,
00

6 
(3

,4
00

 о
т 

К–
 /

 
re

la
ti

ve
 to

 C
–)

0,
13

3
0,

12
8

0,
12

7±
0,

01
3 

(3
,5

00
 о

т 
К–

 /
 

re
la

ti
ve

 to
 C

–)

0,
12

7
0,

13
4

0,
13

2±
0,

01
2 

(3
,7

00
 о

т 
К–

 /
 

re
la

ti
ve

 to
 C

–)

–
–

–
–

0,
12

6
0,

12
6

0,
13

0
0,

11
5

0,
13

6
0,

13
2

–
–

–
–

С
0,

13
4

0,
12

2
0,

12
7±

0,
00

8 
(3

,5
00

 о
т 

К–
 /

 
re

la
ti

ve
 to

 C
–)

0,
13

0
0,

11
3

0,
12

3±
0,

01
1 

(3
,4

00
 о

т 
К–

 /
 

re
la

ti
ve

 to
 C

–)

0,
10

9
0,

11
0

0,
11

7±
0,

01
3 

(3
,3

00
 о

т 
К–

 /
 

re
la

ti
ve

 to
 C

–)

–
–

–
–

0,
12

7
0,

12
4

0,
12

5
0,

12
3

0,
12

3
0,

12
5

–
–

–
–

Та
бл

иц
а 

со
ст

ав
ле

на
 а

вт
ор

ам
и 

по
 с

об
ст

ве
нн

ы
м

 д
ан

ны
м

 /
 T

he
 t

ab
le

 is
 p

re
pa

re
d 

by
 t

he
 a

ut
ho

rs
 u

si
ng

 t
he

ir
 o

w
n 

da
ta

П
ри

м
еч

ан
ие

. Ф
СО

 —
 ф

ар
м

ак
оп

ей
ны

й 
ст

ан
да

рт
ны

й 
об

ра
зе

ц 
Ф

СО
 3

.2
.0

03
96

 в
ак

ци
ны

 б
ру

це
лл

ез
но

й 
ж

ив
ой

; О
11

9,
 О

12
0 

—
 к

ом
м

ер
че

ск
ие

 с
ер

ии
 в

ак
ци

ны
 б

ру
це

лл
ез

но
й 

ж
ив

ой
 (в

ак
ци

нн
ы

й 
ш

та
м

м
 B

ru
ce

lla
 a

bo
rt

us
 1

9 
ВА

); 
К+

 —
 п

ол
ож

ит
ел

ьн
ы

й 
ко

нт
ро

ль
 с

о 
вз

ве
сь

ю
 и

на
кт

ив
ир

ов
ан

но
й 

ку
ль

ту
ры

 B
. a

bo
rt

us
 1

9 
ВА

 и
з 

ди
аг

но
ст

ич
ес

ко
й 

те
ст

-с
ис

те
м

ы
, к

он
це

нт
ра

ци
я 

м
ик

ро
бн

ы
х 

кл
ет

ок
 

(м
.к

.) 
1,

0×
10

9  
м

.к
./

м
л;

 К
–

 —
 о

тр
иц

ат
ел

ьн
ы

й 
ко

нт
ро

ль
 с

 р
аб

оч
им

и 
ра

ст
во

ра
м

и 
ди

аг
но

ст
ич

ес
ко

й 
те

ст
-с

ис
те

м
ы

; Х
ср

 —
 с

ре
дн

ее
 з

на
че

ни
е 

по
ка

за
те

ля
 п

о 
об

ъе
ди

не
нн

ой
 в

ы
бо

рк
е,

 2
S 

—
 д

ва
 

ст
ан

да
рт

ны
х 

от
кл

он
ен

ия
 р

ез
ул

ьт
ат

ов
 и

сп
ы

та
ни

й;
 А

 —
 р

аз
ве

де
нн

ая
 в

ак
ци

на
 к

он
це

нт
ра

ци
ей

 1
,0

×1
09  м

.к
./

м
л 

(к
ак

 в
 п

ол
ож

ит
ел

ьн
ом

 к
он

тр
ол

е)
; В

 —
 в

ак
ци

на
 р

аз
ве

де
нн

ая
 к

он
це

нт
ра

ци
ей

 
1,

7×
10

9  м
.к

./
м

л 
(п

о 
Ф

СО
 м

ут
но

ст
и 

ба
кт

ер
иа

ль
ны

х 
вз

ве
се

й 
10

 М
Е)

; С
 —

 о
бр

аз
цы

 в
ак

ци
н 

це
ль

ны
х 

во
сс

та
но

вл
ен

ны
х 

ко
нц

ен
тр

ац
ие

й:
 Ф

СО
 —

 5
,5

×1
010

 м
.к

./
м

л,
 О

11
9 

—
 7

,0
×1

010
 м

.к
./

м
л,

 О
12

0 
—

 
5,

8×
10

10
 м

.к
./

м
л.

«–
» 

—
 р

аз
ли

чи
я 

в 
ре

зу
ль

та
та

х 
ко

нт
ро

ле
й 

(и
з 

на
бо

ра
 т

ес
т-

си
ст

ем
ы

) н
ич

то
ж

но
 м

ал
ы

 и
 с

та
ти

ст
ич

ес
ки

е 
не

зн
ач

им
ы

, п
оэ

то
м

у 
сч

ит
ал

и 
ре

зу
ль

та
ты

 о
ди

на
ко

вы
м

и 
дл

я 
вс

ех
 о

пы
то

в 
(д

ан
ны

е 
пр

ед
ст

ав
ле

ны
 в

 в
ер

хн
их

 я
че

йк
ах

) с
о 

вс
ем

и 
об

ра
зц

ам
и 

ва
кц

ин
ы

 б
ру

це
лл

ез
но

й 
ж

ив
ой

.
N

ot
e.

 R
S,

 p
ha

rm
ac

op
oe

ia
l r

ef
er

en
ce

 s
ta

nd
ar

d 
N

o.
 3

.2
.0

03
96

 fo
r l

iv
e 

br
uc

el
lo

si
s 

va
cc

in
e;

 O
11

9 
an

d 
O

12
0,

 c
om

m
er

ci
al

 b
at

ch
es

 o
f l

iv
e 

br
uc

el
lo

si
s 

va
cc

in
e 

(B
ru

ce
lla

 a
bo

rt
us

 1
9 

BА
); 

C+
, p

os
it

iv
e 

co
n-

tr
ol

, s
us

pe
nd

ed
 in

ac
ti

va
te

d 
B.

 a
bo

rt
us

 1
9 

ВА
 c

ul
tu

re
 fr

om
 t

he
 d

ia
gn

os
ti

c 
te

st
 k

it
 a

t a
 c

on
ce

nt
ra

ti
on

 o
f 1

.0
×1

09  c
el

ls
/m

L;
 C

–
, n

eg
at

iv
e 

co
nt

ro
l, 

w
or

ki
ng

 s
ol

ut
io

ns
 fr

om
 t

he
 d

ia
gn

os
ti

c 
te

st
 k

it
; X

m
ea

n, 
m

ea
n 

va
lu

e 
fo

r t
he

 c
om

bi
ne

d 
sa

m
pl

e;
 S

, s
ta

nd
ar

d 
de

vi
at

io
n 

fo
r t

he
 te

st
 re

su
lt

s;
 A

, d
ilu

te
d 

va
cc

in
e 

at
 a

 c
on

ce
nt

ra
ti

on
 o

f 1
.0

×1
09  c

el
ls

/m
L 

(a
t t

he
 s

am
e 

co
nc

en
tr

at
io

n 
as

 p
os

it
iv

e 
co

nt
ro

l s
am

pl
es

); 
B,

 d
ilu

te
d 

va
cc

in
e 

at
 a

 c
on

ce
nt

ra
ti

on
 o

f 1
.7

×1
09  c

el
ls

/m
L 

(a
cc

or
di

ng
 to

 t
he

 p
ha

rm
ac

op
oe

ia
l R

S 
fo

r b
ac

te
ri

al
 s

us
pe

ns
io

n 
op

ac
it

y 
of

 1
0 

IU
); 

C,
 u

nd
ilu

te
d 

va
cc

in
e 

at
 c

on
ce

nt
ra

ti
on

s 
of

 5
.5

×1
010

 c
el

ls
/

m
L 

(R
S 

N
o.

 3
.2

.0
03

96
), 

7.
0×

10
10

 c
el

ls
/m

L 
(O

11
9)

, a
nd

 5
.8

×1
010

 c
el

ls
/m

L 
(O

12
0)

.
–

 S
in

ce
 t

he
 d

if
fe

re
nc

e 
be

tw
ee

n 
th

e 
co

nt
ro

l (
te

st
 k

it
) r

es
ul

ts
 w

as
 n

eg
lig

ib
le

 a
nd

 s
ta

ti
st

ic
al

ly
 in

si
gn

ifi
ca

nt
, t

he
 r

es
ul

ts
 o

f 
al

l e
xp

er
im

en
ts

 w
it

h 
liv

e 
br

uc
el

lo
si

s 
va

cc
in

e 
sa

m
pl

es
 w

er
e 

co
ns

id
er

ed
 

vi
rt

ua
lly

 t
he

 s
am

e 
(s

ee
 t

he
 u

pp
er

 c
el

l o
f t

he
 c

or
re

sp
on

di
ng

 c
ol

um
n)

.



71

Kasina I.V., Alekseeva S.A., Nemirovskaya T.I. 
Application of alternative identification methods for live tularaemia and brucellosis vaccines

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2024, V. 24, No. 1

альтернативными методами — РА, РНГА, ИФА — 
показали принципиальную возможность при-
менения данных методов для определения по-
казателя «Подлинность» вакцины бруцеллезной 
живой и вакцины туляремийной живой, причем 
с использованием коммерческих тест-систем 
и диагностических препаратов отечественно-
го производства. Однако анализ полученных 
результатов не позволяет рекомендовать ИФА 
для определения показателя «Подлинность» 
указанных вакцин, так как данный метод трудо-
емок и менее экономичен, чем РА. Для проведе-
ния ИФА требовалось приготовление большого 
количество рабочих растворов, дополнитель-
ная сенсибилизация и инкубирование планше-
тов, использование считывающего оборудова-
ния. Метод ИФА более удобен для применения 
в лабораторной диагностике для идентифика-
ции туляремийного и бруцеллезного микробов 
в биологическом и клиническом материале, 

исследования объектов внешней среды, так 
как одновременно позволяет тестировать 46 
образцов, подозрительных на содержание 
F. tularensis и B. abortus.

Метод РНГА менее удобен, информативен 
и экономичен, чем РА, поэтому его применение 
более целесообразно в лабораторной диагно-
стике туляремийного микроба, так как одновре-
менно позволяет исследовать до 100 образцов, 
подозрительных на содержание F. tularensis.

Результаты экспериментов позволяют сде-
лать вывод, что РА может быть оптимальным 
альтернативным методом испытания по показа-
телю «Подлинность» вакцины бруцеллезной жи-
вой и вакцины туляремийной живой. Основные 
преимущества данного метода:
1) 	простота и удобство применения без ис-

пользования дополнительного оборудования 
и трудоемкой пробоподготовки, экономия 
времени;

Таблица 4. Результаты оценки качества вакцины туляремийной живой по показателю «Подлинность» в развернутой реакции 
агглютинации
Table 4. Results of live tularaemia vaccine identification by tube agglutination

Образец
Sample

Повторность*
Replicate*

Визуальная оценка РА**
Visual evaluation of agglutination**

ФСО
RS

Кандидат в ФСО
Candidate RS

Титр сыворотки 
Serum titre

1:
10

0

1:
20

0

1:
40

0

1:
80

0

1:
16

00

1:
32

00

1:
10

0

1:
20

0

1:
40

0

1:
80

0

1:
16

00

1:
32

00

I

1 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

2 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

3 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

II

1 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

2 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

3 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

III

1 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

2 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

3 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. ФСО — фармакопейный стандартный образец вакцины туляремийной живой ФСО 3.2.00398 (ОСО 42-28-398) 
серии 011-011222; кандидат в ФСО — кандидат в ФСО вакцины туляремийной живой ФСО 3.2.00398 серии 012; РА — реакция 
агглютинации.
* постановка РА: по 1 образцу вакцины туляремийной живой и сыворотки диагностической туляремийной сухой.
** оценка по 4-крестовой схеме: 4+ (4 креста)  — крупно- или мелкозернистая агглютинация при полном просветлении 
надосадочной жидкости, 3+ (3 креста ) — легкая опалесценция надосадочной жидкости.
Note. RS, pharmacopoeial reference standard No. 3.2.00398 for live tularaemia vaccine (industry reference material No. 42-28-398), 
batch 011-011222; candidate RS, candidate pharmacopoeial RS No. 3.2.00398 for live tularaemia vaccine, batch 012.
* Agglutination experiments included 1 sample of live tularaemia vaccine and 1 sample of dry diagnostic tularaemia serum.
** The test used the standard 4+ agglutination grading system: 4+, coarse or fine agglutination with complete supernatant clarifi
cation, 3+, slight supernatant opalescence.
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2)	специфичность  метода, обеспечивающая по-
лучение достоверных результатов;

3)	экономичность  — невысокая цена, длитель-
ный срок годности диагностического препа-
рата (5 лет  — для сыворотки туляремийной, 
3 года — для сыворотки бруцеллезной).

Выводы
1.	 Результаты проведенных серологических ис-

пытаний с использованием метода иммуно-
ферментного анализа, реакции агглютинации 

и реакции непрямой гемагглютинации пока-
зали принципиальную возможность примене-
ния этих альтернативных методов для оцен-
ки качества вакцины бруцеллезной живой 
и вакцины туляремийной живой по показа-
телю «Подлинность» и, что особенно важно 
в современных условиях, с применением рос-
сийских диагностических препаратов.

2. 	Реакция агглютинации на стекле или при раз-
вернутой постановке (в пробирках) с исполь-
зованием диагностического препарата  — сы-

Таблица 6. Результаты оценки качества вакцины туляремийной живой по показателю «Подлинность» в реакции непрямой 
гемагглютинации (микрометодом)
Table 6. Results of live tularaemia vaccine identification by micro-indirect haemagglutination

Аналитик
Analyst

Повтор-
ность, a/b
Replicate, 

a/b

Визуальная оценка РНГА*
Visual evaluation of indirect haemagglutination*

ФСО
RS

Кандидат в ФСО
Candidate RS

Концентрация вакцины, м.к./мл
Vaccine concentration, cells/mL К–

C–

Концентрация вакцины, м.к./мл
Vaccine concentration, cells/mL К–

C–
2,5×107 1,25×107 6,25×106 2,5×107 1,25×107 6,25×106

I 1/1 + + + – + + + –

1/2 + + + – + + + –

2/1 + + + – + + + –

2/2 + + + – + + + –

II 1/1 + + + – + + + –

1/2 + + + – + + + –

2/1 + + + – + + + –

2/2 + + + – + + + –

III 1/1 + + + – + + + –

1/2 + + + – + + + –

2/1 + + + – + + + –

2/2 + + + – + + + –

К+
C+

1 + + + Не приме-
нимо
N/A

+ + + Не приме-
нимо
N/A2 + + + + + +

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. а — номер образца вакцины; b — номер опыта; РНГА — реакция непрямой агглютинации (микрометод); ФСО — 
фармакопейный стандартный образец ФСО 3.2.00398 вакцины туляремийной живой; К– — отрицательный контроль (разво-
дящая жидкость из набора); К+ — взвесь инактивированной культуры туляремийного микроба (вакцинный штамм Francisella 
tularensis 15 НИИЭГ) с концентрацией микробных клеток (м.к.) 1,0×109 м.к./мл.
* Критерии оценки: «+» — положительный результат РНГА: эритроциты выпадают на дно лунок равномерным слоем в виде 
зонтика, занимая не менее 2/3 диаметра сферической поверхности в лунке (в ряде случаев — фестончатое оплывание краев 
агглютината); «–» — отрицательный результат РНГА: эритроциты выпадают на дно лунки в виде пуговки или узкого колечка 
с ровным краем.
Note. a, vaccine sample number; b, experiment number; RS, pharmacopoeial reference standard No. 3.2.00398 for live tularaemia 
vaccine; C–, negative control (diluent from the kit); C+, suspended inactivated culture of tularaemia microbe (Francisella tularensis 
15 NIIEG) at a concentration of 1.0×109 cells/mL; N/A, not applicable.
* Evaluation criteria: +, positive result with erythrocytes settling to the bottom of the wells as a uniform umbrella-like mat oc-
cupying at least 2/3 of the spherical well surface (in some cases, the edges can be scalloped); –, negative result with erythrocytes 
settling to the bottom of the wells as a button or a narrow ring with smooth edges.
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воротки поливалентной бруцеллезной сухой, 
а также реакция агглютинации с разверну-
той постановкой с применением сыворотки 
диагностической туляремийной сухой поз-
воляют упростить испытания по показателю 
«Подлинность» без потери качества и могут 
служить эффективными альтернативными ме-
тодами оценки качества вакцин.

3.	 Применение методов иммуноферментного 
анализа и реакции непрямой гемагглютина-
ции по сравнению с реакцией агглютинации 
менее предпочтительно по причине их неэко

номичности и трудоемкости. Рекомендо-
вать их для оценки качества по показателю 
«Подлинность» как вакцины бруцеллезной 
живой, так и вакцины туляремийной живой 
в настоящее время нецелесообразно.

4. 	Метод реакции агглютинации может быть ре-
комендован для внесения в требования нор-
мативных документов на вакцину бруцеллез-
ную живую и вакцину туляремийную живую 
в качестве альтернативного метода при про-
ведении оценки качества вакцин по показа-
телю «Подлинность».
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