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Цель. Сравнить методы определения функциональной активности антител у мышей, иммунизиро
ванных пятивалентным вакцинным кандидатом против Shigella flexneri 1b, 2a, 3a, 6, Y.
Материалы и методы. Мышей (CBA x C57 B1/6) F1 иммунизировали пятивалентным вакцинным 
кандидатом против S. flexneri 1b, 2a, 3a, 6, Y (ПФ). Через 14 дней после повторной иммуниза
ции собирали образцы сывороток и определяли в них уровень специфических IgG методом твер
дофазного ИФА. Для положительного контроля использовали сыворотки мышей, иммунизирован
ных отдельными модифицированными липополисахаридами (мЛПС), которые входят в состав ПФ. 
Отрицательным контролем служили сыворотки интактных мышей. Функциональная активность сы
вороточных антител была определена методами бактериолитического анализа сывороток (СБА) и 
опсонофагоцитарной реакции (ОПФР). Результат оценивали по проценту уничтоженных бактерий.
Результаты. Во всех опытных группах мышей наблюдается рост титра специфических IgG (р < 0,05). 
Конечный титр (КТ) антител к ЛПС S. flexneri 1b, 2a, 3a, 6, Y в группе мышей, иммунизированных 
ПФ, достоверно не отличается от КТ у групп после иммунизаций отдельными мЛПС. При этом по
казатели в опытных группах примерно в 16 раз выше, чем в контрольной. Для определения функ
циональной активности S. flexneriспецифических антител в сыворотках мышей, иммунизированных 
ПФ, были использованы методы СБА и ОПФР. Доля уничтоженных бактерий в СБА составила 54%, 
66%, 35%, 60%, 60% для S. flexneri 1b, 2a, 3a, 6, Y серотипов соответственно. При постановке 
ОПФР в группах иммунизированных мышей этот показатель был равен 37%, 55%, 27%, 56%, 53% 
для S. flexneri 1b, 2a, 3a, 6, Y серотипов соответственно.
Выводы. ПФ индуцирует выработку специфических антиЛПС IgG сравнимо с его отдельными ком
понентами. Сыворотки ПФ иммунизированных мышей содержат функциональные антитела. СБА и 
ОПФР эффективны для использования в мышиной модели. СБА является более чувствительным ме
тодом определения функциональных антител, поскольку доля уничтоженных бактерий составляет 
более 10%.

Functional and antigenspecific serum antibodies in mice after immunization 
with a candidate vaccine against Shigella flexneri 1b, 2a, 3a, 6, Y
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Objective. To determine functional antiLPS specific serum bactericidal antibody (SBA) and 
opsonophagocytic killing antibody (OPKA) activities in mice immunized with a pentavalent candidate 
vaccine against Shigella flexneri 1b, 2a, 3a, 6, Y (PF).
Materials and methods. (CBA x C57 B1/6) F1 mice were immunized with a PF. 14 days after the re
immunization, serum samples were collected and the level of specific IgG in them was determined by 
ELISA. The sera of mice immunized with individual modified lipopolysaccharides (mLPS), which are part 
of PF, were used for positive control. Serum from intact mice served as a negative control. The functional 
activity of serum antibodies was determined by the methods of SBA and OPKA assay. The result was 
evaluated by the percentage of bacteria killed.
Results. In all experimental groups of mice, an increase in the titer of specific IgG is observed (p < 0.05). 
The endpoint titer (ET) of antiLPS S. flexneri 1b, 2a, 3a, 6, Y antibodies in the group of mice immunized 
with PF does not significantly differ from ET in the groups after immunizations with individual mLPS. At the 
same time, the indicators in the experimental groups are about 16 times higher than in the control. We 
determined a functional activity of S. flexnerispecific SBA and OPRA in mice immunized with PF. The rate 
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of SBA killing was 54%, 66%, 35%, 60%, 60% for S. flexneri 1b, 2a, 3a, 6, Y serotypes, respectively. 
When OPKA killing in groups of immunized mice are 37%, 55%, 27%, 56%, 53% for S. flexneri 1b, 2a, 
3a, 6, Y serotypes, respectively.
Conclusions. PF induces the production of specific antiLPS IgG comparable to its individual components. 
The sera from PF immunized mice contain functional antibodies. Serum bactericidal and opsonophagocytic 
assay are effective for use in a mouse model.

Введение

Дизентерия – острый инфекционный колит, вызывае
мый бактериями рода шигелла. Дизентерия распростра
нена повсеместно. Ежегодно в мире регистрируется 
около 188 млн случаев шигеллёза, из них 62 млн при
ходится на детей младше 5 лет [1]. Основные группы 
 риска для шигеллёза – это дети младше 5 лет и пожилые 
люди, проживающие в неблагоприятных условиях, путе
шественники по эндемичным районам, дети в детских са
дах и детских лагерях [2–4]. В странах с низким и сред
ним уровнем дохода доминирует возбудитель Shigella 
flexneri [1]. Примерно у 90% больных дизентерией были 
выявлены серотипы/субсеротипы S. flexneri 2a, S. flexneri 
2b, S. flexneri 3a, S. flexneri 6 и S. flexneri 1b [5].

Шигелласпецифичные антитела, преимущественно 
IgG, играют важную роль в защите организма от шигел
лёза. У детей и взрослых, проживающих в эндемичных 
для шигеллёза районах, были выявлены клетки, проду
цирующие антитела, и сывороточные IgG, специфичные 
к липополисахаридам (ЛПС) и к плазмидам инвазии (Ipa) 
шигелл [6].

Нативный ЛПС (нЛПС) токсичен, поэтому использо
вание его в качестве активного компонента вакцины не
возможно. нЛПС построен из Ополисахарида, «ядра» 
и липида А. Oполисахаридная цепь нЛПС может содер
жать от 1 до 15 тетрасахаридных блоков, липид А – от 
3 до 6 остатков высших жирных кислот.  

Мы используем метод детоксикации ЛПС [7] для соз
дания пятивалентного вакцинного кандидата против ши
гелл Флекснера 1b, 2a, 3a, 6, Y (ПФ). У модифициро
ванных ЛПС (мЛПС), входящих в состав кандидатной 
вакцины, липид А содержит 3 остатка ненасыщенных 
жирных кислот, а полисахаридная цепь – 10–15 повто
ряющихся тетрасахаридных блоков. Подобные мЛПС 
S. flexneri апирогенны в модели пирогенности на кроли
ках и безопасны для вакцинации людей [7].  

Цель исследования – сравнить методы определения 
функциональной активности антител у мышей, иммуни
зированных пятивалентным вакцинным кандидатом про
тив S. flexneri 1b, 2a, 3a, 6, Y.

Материалы и методы

Иммунизация мышей
Группы мышей (CBA x C57 B1/6) F1 (5 особей в 

группе) были иммунизированы интраперитонеально ПФ 
дозой 125 мкг или отдельно каждым из его компонен
тов (мЛПС S. flexneri 1b, 2a, 3a, Y, 6) дозами по 25 мкг 
или 50 мкг. Через 2 недели мышей ревакцинировали. На 
15й день после бустерной иммунизации собирали об

разцы сывороток и определяли в них уровень специфи
ческих IgG методом твердофазного иммуноферментного 
анализа (ТИФА).

ТИФА
Нативный ЛПС S. flexneri 2а сорбировали на поли

стироловых планшетах (Greiner, Австрия) в 0,05 М рас
творе карбонатнобикарбонатного буфера с рН 9,5, 
внося по 100 мкл раствора антигена в лунку. Готовили 
двукратные разведения исследуемых сывороток, начи
ная с разведения 1:50. В качестве детектирующего ре
агента использовали меченые пероксидазой хрена козьи 
антитела к мышиным IgG (SigmaAldrich, США). Учет ре
акции производили с помощью спектрофотометра iMark 
(BioRad, США) при длинах основной/возвратной волн 
460/630 нм.

Условия культивирования S. flexneri
Культура S. flexneri 1b, 2a, 3a, Y, 6 была высеяна 

в бульон Хоттингера (ФБУН «ГНЦ ПМБ», Россия) с по
следующей инкубацией в течение 18–24 ч. при темпе
ратуре 37°С (5% CO2). Раннюю логфазу определяли 
фотометрически OD595 – 0,4 ± 0,02. Бактерии были пе
ренесены в фосфатный буферный раствор (ФБР) для 
постановки бактериолитического анализа сывороток 
(СБА) мышей или в опсонофагоцитарный буфер (ОПФБ), 
содержащий раствор Хэнкса с солями Mg и Ca + 1% же
латин + 5% ФБР, для постановки опсонофагоцитарной 
реакции (ОПФР). 

Бактериолитический анализ сывороток мышей
Инактивированные нагреванием сыворотки мышей 

в ФБР вносили по 40 мкл в лунки 96луночного план
шета. Затем в каждую лунку добавляли по 10 мкл ком
племента морской свинки («Микроген», Россия) и 10 мкл 
S. flexneri (1000 КОЕ) в ФБР. Конечный объем в лунке со
ставил 60 мкл, а рабочее разведение сыворотки – 1/15. 
Полученную смесь ставили на шейкере (200 об/мин) в 
СО2инкубатор на 30 мин. при температуре 37°С (5% 
CO2). По истечении срока инкубации 10 мкл смеси пе
реносили на КА. Подсчет КОЕ осуществлялся после 18–
24 ч. инкубирования при температуре 37°С (5% CO2).

Опсонофагоцитарная реакция
Инактивированные нагреванием сыворотки мышей в 

разведении 1/10 в ОПФБ вносили в количестве 40 мкл 
в лунки 96луночного планшета. Затем в каждую лунку 
добавляли по 10 мкл комплемента морской свинки 
(«Микроген», Россия) и 10 мкл S. flexneri (1000 КОЕ) 
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в ОПФБ и ставили на шейкере в СО2инкубатор на 
30 мин. при температуре 37°С (5% CO2). По истече
нии срока инкубации в каждую лунку планшета вносили 
по 40 мкл 2 × 105 дифференцированных диметилфор
мамидом клеток HL60 (подтверждали микроскопией по
сле окраски по Романовскому – Гимзе) и снова инкуби
ровали 60 мин. в тех же условиях. По истечении срока 
инкубации 10 мкл смеси из каждой лунки пересевали 
на чашки Петри с кровяным агаром и инкубировали в 
СО2инкубаторе в течение 24 ч. при температуре 37°С 
(5% CO2). В контрольные лунки добавляли сыворотки 
интактных мышей. 

Статистическая обработка данных
Данные по иммуногенности были оформлены с исполь

зованием GrafPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc., США). 
Показатели у групп мышей сравнивали с использованием 
Tкритерия при p < 0,05. Для методов СБА и ОПФР про
цент уничтоженных бактерий определяли по формуле  
[1  (КОЕ выживших бактерий/общее КОЕ)] × 100.

Результаты

Во всех группах мышей, иммунизированных как ПФ, 
так и его отдельными компонентами, наблюдался рост 
титра специфических IgG (р < 0,05). В группах мышей, 
иммунизированных 25 мкг мЛПС S. flexneri 1b, 2a, 3a, 6, 
Y, КТ IgG составил 1392,9 ± 979,8; 1212,6 ± 1402,9; 
1212,6 ± 438,2; 2425,1 ± 2146,6; 1212,6 ± 1043,1. 
Антительный ответ у мышей не изменялся по мере уве
личения дозы с 25 мкг до 50 мкг мЛПС. В группе мы
шей, иммунизированных ПФ, КТ IgG к ЛПС S. flexneri 
1b, 2a, 3a, 6, Y составил 1212,6 ± 438,2; 1392,9 ± 
979,8; 1055,6 ± 438,2; 2785,8 ± 2629,1; 1600,0 ± 
2359,7 соответственно (Рисунок 1). Данные результаты 

Рисунок 1. Антительный ответ у мышей после иммунизации ПФ и 
его отдельными компонентами (мЛПС 1b, 2a, 3a, 6, Y) 

  В группах мышей, иммунизированных мЛПС в дозах 
25 мкг и 50 мкг, а также в группе, иммунизированной 
ПФ, наблюдалось увеличение титра специфических 
IgG (р < 0,05) в сравнении с титрами в контрольной 
группе интактных мышей. Данные представлены как 
геометрическое среднее ± стандартное отклонение. 

Рисунок 2. Бактериолитическая активность сывороток мышей, 
иммунизированных ПФ против S. flexneri 1b, 2a, 3a, 
6, Y

Рисунок 3. Опсонофагоцитарная активность сывороток мышей, 
иммунизированных ПФ против S. flexneri 1b, 2a, 3a, 
6, Y

существенно не отличались от показателей в группе мы
шей, иммунизированных каждым из компонентов ПФ по 
отдельности. При этом показатели в опытных группах 
были примерно в 16 раз выше, чем в контрольной.

Для определения функциональной активности S. flex-
neriспецифических антител в сыворотках мышей, имму
низированных ПФ, были использованы методы СБА и 
ОПФР. При использовании СБА спонтанная нейтрали
зация S. flexneri исследуемых серотипов сывороткой ин
тактных мышей составила < 15%. После иммунизации 
ПФ регистрировалось существенное увеличение бак
териолитической активности мышиных сывороток про
тив вирулентных штаммов S. flexneri.  Доля уничтожен
ных бактерий составила 54%, 66%, 35%, 60%, 60% для 
S. flexneri 1b, 2a, 3a, 6, Y серотипов соответственно. 
Аналогичная картина наблюдалась и при постановке 
ОПФР. Спонтанное уничтожение бактерий – < 10%, в 
группах иммунизированных мышей показатели соста
вили 37%, 55%, 27%, 56%, 53% для S. flexneri 1b, 2a, 
3a, 6, Y серотипов соответственно.

Обсуждение

ЛПС является одним из главных факторов вирулент
ности бактерий S. flexneri. В свободном состоянии ЛПС 
опосредует быстрое развитие воспаления благодаря 
 липиду А. Секреция провоспалительных  цитокинов, 
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 таких как ИЛ1, ИЛ6, ИЛ8, ИЛ10 ФНОα, запуска
ется при взаимодействии липида А с TLR4 клеток макро
организма [8, 9]. В отличие от своего нативного пред
шественника, мЛПС существенно меньше активируют 
выработку провоспалительных цитокинов в лейкоцитах 
здоровых доноров и безопасны для клинического ис
пользования [7].

Для создания пятивалентной кандидатной вакцины 
были отобраны мЛПС эпидемически значимых штаммов, 
обладающие выраженной иммуногенностью. После со
офилизации мЛПС, полученных от серотипов S. flexneri 
1b, 2a, 3a, 6, Y, прирост титра IgG у мышей не стал ниже 
(Рисунок 1). Наши исследования доказали взаимосвязь 
между специфическими антиЛПС IgG и функциональ
ными антителами. Для этого сыворотки мышей, иммуни
зированных ПФ, исследовали методами СБА и ОПФР.

СБА оказался более чувствительным методом опре
деления функциональных антител, поскольку доля унич
тоженных бактерий составила более 10% (Рисунки 2 

и 3). Одной из возможных причин может быть слож
ность ОПФР, включающая опсонизацию антителами, 
связывание комплемента, фагоцитоз и уничтожение в 
отличие от активации комплемента и уничтожения бак
терий в СБА.

Антителозависимое комплементопосредованное 
уничтожение бактерий и опсонофагоцитарная актив
ность ассоциируются с защитой против бактериальных 
патогенов [10, 11]. Наши результаты подтверждают 
протективную эффективность антител у мышей после 
иммунизации ПФ.

Заключение

Полученные в исследовании данные свидетельствуют 
о высокой иммуногенности ПФ. Методы СБА и ОПФР 
могут быть эффективны для прогнозирования протек
тивной активности вакцинных препаратов на более до
ступных не патогномоничных моделях животных.
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