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возбудитель холеры продолжает представлять 
угрозу для общественного здравоохранения, что 
диктует необходимость разработки новых мето-
дов и средств диагностики. создание современных 
иммунодиагностических препаратов невозмож-
но без высокоактивных специфических антител. 
уникальными преимуществами обладают моно-
клональные антитела (мка) – они направлены к 
строго определенной антигенной детерминанте, 
имеют один изотип, обладают одинаковыми физико-
химическими характеристиками и сродством к анти-
гену, при наличии гибридом-продуцентов их можно 
получать по мере необходимости в неограниченном 
количестве. на сегодняшний день известно много за-
рубежных и отечественных публикаций, касающих-
ся получения моноклональных антител к различным 

поверхностным структурам холерного вибриона и 
его факторам патогенности. на основе мка скон-
струированы высокоэффективные тест-системы: 
иммуноферментные [1, 2, 4, 16, 20], иммунохрома-
тографические [11, 17, 18] и иммуносенсорные [12]. 
нами на базе ростовского-на-дону противочумного 
института получен гибридный клон H2F6, продуци-
рующий в культуральную среду мка, специфичные 
к мембранному белку OmpU и/или OmpT холерных 
вибрионов о1, о139 [5]. при оценке в иммунофер-
ментном анализе диагностической значимости мка 
H2F6 на наборе штаммов холерных вибрионов о1/
о139 серогрупп, а также гетерологичных и близко-
родственных микроорганизмов, установлено, что 
антитела взаимодействуют только с tcp+ штаммами 
V. cholerae о1 и о139. по данным референс-центра 
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по мониторингу за холерой, за период с 2007 по 
2015 год в субьектах российской Федерации из воды 
поверхностных водоемов изолированы 33 штам-
ма V. cholerae о1 ctxA– tcpA+ в ростовской области 
(2007 и 2015 гг.), республике калмыкия (2007, 2011–
2015 гг.), алтайском (2011 г.) и хабаровском (2013 г.) 
краях. такие штаммы холерных вибрионов не обла-
дают эпидемическим потенциалом, но могут вызы-
вать спорадические случаи и локальные вспышки 
[9] за счет продукции TCP, кодируемых кластером 
генов в составе острова патогенности VPI, и других 
факторов патогенности, детерминанты которых об-
наружены в их геномах в различных сочетаниях [8]. 
ежегодное выделение атоксигенных холерных ви-
брионов указывает на необходимость выявления 
потенциальных и реальных рисков контаминации 
холерными вибрионами о1/о139 серогрупп водных 
объектов и их устранения [10]. цель данной рабо-
ты – получение пероксидазного конъюгата на основе 
мка H2F6 и изучение возможности его использова-
ния для выявления tcp+ штаммов холерных вибрио-
нов о1/о139 серогрупп в прямых методах иФа.

материалы и методы

в работе использовали штаммы, полученные из 
коллекции музея живых культур института: 32 штам-
ма V. cholerae о1, 12 штаммов V. cholerae о139, 4 – 
V. cholerae не о1/не о139, 2 – E. coli, 2 – Salmonella 
spp., 4 – Aeromonas. взвеси холерных вибрионов и 
гетерологичных микроорганизмов готовили в 0,9 % 
растворе хлорида натрия (рн 7,2±0,1) по стандарт-
ным образцам мутности гиск им. л.а.тарасевича 
10 единиц (осо 42-28-85п), соответствующего года 
выпуска, эквивалентных концентрации 1·109 м.к./мл. 
взвеси культур инактивировали на водяной бане в 
течение 30 мин.

источником мка служили культуральные жид-
кости, накопленные при многократном пассировании 
in vitro гибридомы-продуцента H2F6. выделение 
иммуноглобулиновой фракции из культуральных 
жидкостей осуществляли преципитацией сульфатом 
аммония [6] с последующим диализом.

электрофорез образцов проводили по методи-
ке U.K.Laemmli [14] в пластинах 12,5 % полиакри-
ламидного геля размером 70×100×0,7 мм в денату-
рирующих условиях (SDS-PAGE) при постоянном 
напряжении на приборе Mini-Protean Tetra System 
(Bio-Rad Laboratories, inc., сШа). полусухой пере-
нос образцов из геля на нитроцеллюлозную мембра-
ну (нцм) с диаметром пор 0,45 мкм проводили на 
приборе Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad 
Laboratories inc., сШа). для окрашивания белко-
вых фракций на мембране использовали краситель 
Ponceau S (Reanal, Budapest). постановку иммуно-
блоттинга осуществляли как описано H.Towbin et al. 
[19]; мембрану обрабатывали мка, а затем инкуби-
ровали в рабочем растворе антимышиного конъюга-
та (Goat Anti-mouse IgG H+L, HRP-conjugated, MP 

Biomedicals), специфические полосы проявляли диа-
минобензидином (Aldrich).

метку мка ферментом проводили по методу 
P.K.Nakane et al. [15] в соотношении 2:1, используя 
пероксидазу хрена (пх) с RZ (Reinheitszahl – пока-
затель чистоты) не менее 3,0 (активность >250 ед/
мг, хроматографически чистая, обессоленная, для 
иммунологии, «диа-м»). очистку конъюгатов от 
несвязавшейся пероксидазы проводили путем диа-
лиза против 0,01 м фосфатного буфера. рабочее раз-
ведение пх-конъюгатов определяли методом шах-
матного титрования в двухкомпонентной реакции: 
контрольный антиген (аг) аг+мка, меченные 
ферментом.

постановку прямого твердофазного иммуно-
ферментного анализа (тиФа) в полистироловых 
планшетах осуществляли по общепринятой мето-
дике [7]. в качестве хромогена использовали 3,3’-
5,5’-тетраметилбензидин (AppliChem, германия). 
оптическую плотность измеряли на спектрофотоме-
тре BioTek EL*800 (BioTek Instruments, сШа) при 
длине волны 450 нм (референс-волна 630 нм).

для постановки дот-иФа по стандартной ме-
тодике [7] использовали нцм с диаметром пор 
0,45 мкм (Bio-Rad). после проведения реакции 
специфические пятна проявляли хромогеном диа-
минобензидином (Aldrich), активированным 0,1 мл 
3,5 % H2O2.

все исследования проводили не менее чем в 
трех повторностях. при анализе и обобщении ре-
зультатов планшетного иФа использованы методы, 
описанные и.п.ашмариным [3].

результаты и обсуждение

на первом этапе работы для приготовления 
препаративных количеств мка клетки гибридомы 
H2F6, стабильно продуцирующей специфические 
иммуноглобулины, тиражировали in vitro в чашках 
петри и культуральных матрасах. оценку интенсив-
ности антителопродукции проводили с помощью 
тестирования в тиФа образцов среды из лунок с 
гибридомой. после накопления культуральной жид-
кости (кж) гибридомы H2F6 проводили выделение 
мка с помощью метода сульфатного осаждения 
(при 50 % насыщения). в полученных препаратах 
определили содержание белка равное 5–8 мг/мл и 
методом непрямого тиФа установили специфиче-
скую активность, которая составляла 1:4000–1:8000.

эпитопную направленность мка определяли 
в иммуноблоттинге, используя лизаты клеток хо-
лерных вибрионов (рис. 1). в результате обработки 
мембраны мка H2F6 cпецифические белковые по-
лосы обнаружены на уровне маркерных белков 38–
42 кда у штаммов V. cholerae cholerae, V. cholerae El 
Tor (tcp+) и V. cholerae о139 (tcp+), что соответствует 
мембранным белкам OmpU и/или OmpT холерного 
вибриона.

затем очищенные специфические моноклональ-
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ные иммуноглобулины H2F6 конъюгировали с перок-
сидазой хрена, в результате чего получено две серии 
препаратов. для каждой серии конъюгатов проверя-
ли способность связываться со специфическим ан-
тигеном и возможность неспецифической сорбции. 
методом прямого тиФа определили максимальное 
разведение конъюгатов, при котором наблюдалось 
положительное взаимодействие клеток холерного 
вибриона с мка, а именно, препараты титровались 
до разведения 1:64–1:128. для дальнейших экспери-
ментов использовали их в рабочем титре 1:32 при от-
сутствии неспецифической сорбции.

специфичность полученных конъюгатов оце-
нивали на наборе штаммов холерных вибрионов, 
а также близкородственных и гетерологичных ми-
кроорганизмов. подобраны культуры V. cholerae о1 
и о139 с генотипами tcp+ и tcp–. в таблице приведе-
ны результаты прямого тиФа, которые подтверж-
дают установленную в предыдущих опытах [5] 
специфичность мка н2F6 в отношении tcp+ штам-
мов V. cholerae о1, о139. кроме того, исследуемые 
антитела взаимодействуют как с клетками El Tor 
штаммов, так и классических холерных вибрионов, 
что указывает на сходство у этих биоваров антиген-
ной структуры мембранного порина, к которому на-
правлены мка н2F6.

конъюгаты пх-мка н2F6 также исследовали 
в прямом дот-иммуноферментном анализе (рис. 2). 
результаты дот-иФа показали, что препараты взаи-
модействуют только с холерными вибрионами о1 и 
о139 серогрупп, имеющими ген tcp. положительная 
реакция на нитроцеллюлозной мембране проявляет-
ся в виде четко окрашенных коричневых пятен-дотов. 
отрицательная реакция (отсутствие окрашенных пя-
тен или еле заметные пятна) зарегистрирована в от-
ношении tcp– штаммов V. cholerae о1, о139, близко-
родственных и гетерологичных микроорганизмов.

результаты проведенной работы показывают, 
что из культуральной жидкости гибридомы H2F6, 
накопленной при пассировании in vitro, возможно 
выделить специфические моноклональные имму-
ноглобулины, на основе которых могут быть при-
готовлены пероксидазные конъюгаты с титром 
1:64 для постановки прямого тиФа и дот-иФа. 
экспериментальные серии препаратов разливали 
на аликвоты и хранили при -20 °с. часть препара-
тов стабилизировали путем лиофильного высушива-
ния, в качестве криопротектора добавляли 1 % бса 
(Albumin bovine, Amresco). результаты испытаний 
препаратов после хранения их в лиофилизирован-
ном состоянии в течение 12 месяцев показали, что 
они сохраняют специфическую активность на ис-
ходном уровне.

таким образом, полученные моноклональные 
пероксидазные конъюгаты на основе мка н2F6 
имеют диагностическую значимость, т.к. способ-
ны выявлять в прямых методах иФа tcp+ штаммы 
V. cholerae о1, о139, в том числе и нетоксигенные. 
как известно, наличие пилей адгезии у нетокси-
генных штаммов холерных вибрионов создает по-
тенциальную возможность адсорбции на них фага 
CTXφ, в результате чего может произойти форми-
рование нового клона. адгезируясь на клетках тон-
кого кишечника с помощью tcp-пилей, холерные 
вибрионы образуют микроколонии с филаментоз-
ным матриксом, который окружает бактериаль-
ные клетки и защищает их от антибактериальных 
компонентов [13]. в связи с этим штаммы ctx– tcp+ 
могут обладать определенным патогенетическим 

рис. 1. иммуноблоттинг клеточных лизатов холерных вибрио-
нов с мка H2F6:
1–3 – штаммы Vibrio cholerae cholerae: 1401, 10353, 13571; 4–6 – штам-
мы Vibrio cholerae El Tor (tcp+): 13020, 18895, 18780; 7–9 – штаммы Vibrio 
cholerae о139 (tcp+): 16064, 16485, 17916

Взаимодействие холерных вибрионов о1/о139 серогрупп  
с пероксидазным конъюгатом H2F6 в прямом Тифа

бактериальные штаммы  
(обеззараженные  

кипячением)

количество 
исследуемых 

штаммов

количество штаммов,  
положительно  

взаимодействующих  
в тиФа с пх-мка н2F6

V. cholerae cholerae tcp+ 8 8

V. cholerae El Tor tcp+ 16 16

V. cholerae El Tor tcp– 8 0

V. cholerae о139 tcp+ 6 6

V. cholerae о139 tcp– 6 0

E. coli 2 0

V. cholerae не O1/не O139 4 0

Aeromonas spp. 4 0

Salmonella spp. 2 0

рис. 2. дот-иФа исследуемых культур с пх-мка н2F6: 
Штаммы микроорганизмов: 1–13 – V. cholerae El Tor tcp+, 14–21 – V. chol-
erae El Tor tcp–, 22–26 – V. cholerae cholerae tcp+, 27–29 – V. cholerae не 
O1/не O139, 30 – E. coli, 31–34 – Aeromonas spp., 35–40 – V. cholerae о139 
tcp+, 41–43 – V. cholerae о139 tcp–
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потенциалом и возможностью выжить в условиях 
кишечника хозяина.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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