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маркером эпидемической значимости холерных вибрионов является их токсигенность, поэтому большое вни-
мание в настоящее время уделяется созданию диагностических препаратов для выявления холерного токсина и 
оценки уровня его продукции. иммуносуспензионная реакция агломерации объемная, проводимая с помощью ла-
тексных диагностикумов, является аналогом реакции непрямой гемагглютинации, доступным и простым в техни-
ческом отношении методом, так как не требует наличия специального оборудования и может быть использована 
при проведении исследований в полевых условиях. целью исследования являлось конструирование полимерно-
го иммуноглобулинового диагностикума для определения холерного токсина и уровня его продукции штаммами 
вибрионов. материалы и методы. холерный токсин получали из штамма-продуцента Vibrio cholerae Classical 
569 в. кроличью сыворотку к токсину получали по подобранной авторами методике. полимерный диагности-
ческий иммуноглобулиновый антитоксический препарат получали путем сенсибилизации иммуноглобулинов из 
противохолерной антитоксической кроличьей сыворотки на поверхности полиакролеиновых микросфер разме-
ром (1±0,1) мкм. результаты и обсуждение. аналитическая чувствительность разработанного диагностического 
препарата с контрольным холерным токсином составляет 100 нг/мл. он выявляет холерный токсин у токсигенных 
штаммов холерного вибриона в титре 1:16 – 1:512, дает отрицательную реакцию с нетоксигенными штаммами 
V. cholerae O1, V. cholerae nonO1/nonO139, с образцами гетерологичных культур, препаратами лпс, жидкой пи-
тательной средой, используемой для культивирования V. cholerae. таким образом, сконструирован полимерный 
иммуноглобулиновый диагностикум для выявления и количественной оценки продукции штаммами вибрионов 
холерного токсина, установлена его аналитическая чувствительность и специфичность.

Ключевые слова: Vibrio cholerae, холерный токсин, иммуноглобулин, полимерные микросферы, диагности-
кум, аналитическая чувствительность, аналитическая специфичность.
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Abstract. A marker of the epidemic significance of Vibrio cholerae is their toxigenicity. Therefore, much attention 
is currently paid to the creation of diagnostic preparations for the detection of cholera toxin and assessment of the level 
of its production. The volumetric immunosuspension agglomeration reaction, carried out with the help of latex diagnos-
ticums, is an analogue of the indirect hemagglutination reaction, an affordable and technically simple method, since it 
does not require special equipment and can be used when conducting research in the field. The aim of the study was to 
design a polymeric immunoglobulin diagnosticum for determining cholera toxin and the level of its production by vibrio 
strains. Materials and methods. Cholera toxin was obtained from the producer strain Vibrio cholerae Classical 569 B. 
Rabbit serum to the toxin was obtained according to the method selected by the authors. A polymeric diagnostic immu-
noglobulin antitoxic drug was obtained through sensitizing immunoglobulins from cholera antitoxic rabbit serum on the 
surface of polyacrolein microspheres with a size of (1±0.1) μm. Results and discussion. The analytical sensitivity of the 
developed diagnostic preparation with control cholera toxin is 100 ng/ml. It detects cholera toxin in toxigenic strains of 
Vibrio cholerae in a titer of 1:16 – 1:512, gives negative results with non-toxigenic strains of V. cholerae O1, V. cholerae 
nonO1/nonO139, with samples of heterologous cultures, LPS preparations, liquid nutrient medium used for the cultiva-
tion of V. cholerae. Thus, a polymeric immunoglobulin diagnosticum has been constructed to detect and quantify the 
production of cholera toxin by vibrio strains, and its analytical sensitivity and specificity have been established.
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маркером эпидемической значимости холерно-
го вибриона, независимо от принадлежности к о1 
или о139 серогруппе, является его токсигенность, 
поэтому большое внимание в настоящее время уде-
ляется созданию диагностических препаратов для 
выявления холерного токсина.

на сегодняшний день для выявления холерного 
токсина применяют различные методы: иммунофер-
ментный анализ, спектроскопический анализ, метод 
масс-спектрометрии, выявление холерного токсина 
в культуре клеток, иммунофлюоресцентный метод 
с использованием ганглиозид-Gм1-содержащей 
DASS-системы, реакцию коагглютинации, латекс-
агглютинацию с антихт-сывороткой; методами по-
лимеразной цепной реакции (пцр) и секвенирования 
определяется наличие генов, кодирующих синтез хо-
лерного токсина, однако не определяется продукция 
холерного токсина. для этих целей может быть ис-
пользован анализ уровня мрнк с помощью коли-
чественной или цифровой пцр. также разработан 
иммуносенсор, основанный на комбинированном 
использовании GM1-липосом и антител к холерным 
токсинам (хт) в проточной системе с регистрацией 
сигнала специфической флуоресценции [1–10]. для 
выявления генов, отвечающих за синтез холерного 
токсина, применяется полимеразная цепная реакция, 
требующая специальных тест-систем и реагентов. 
для оценки токсинопродукции также используется 
выделение рнк с обратной транскрипцией [11–14].

в то же время существуют диагностические 
препараты для определения биологических агентов 
(антигенов или антител) на основе полимерных окра-
шенных носителей в простой и весьма экономичной 
реакции агломерации объемной, которая относится 
к экспресс-методам диагностики [15–17]. такие те-
сты характеризуются высокой чувствительностью и 
специфичностью, простотой пробоподготовки, про-
ведения анализа и учета результатов исследования.

современные технологии позволяют получать 
синтетические носители определенных размеров с 
различными реакционно-способными группами на 
поверхности частиц, способными фиксировать анти-
гены и антитела, что содействует получению стан-
дартных и стабильных диагностических препаратов. 
иммуносуспензионная реакция агломерации объем-
ная (рао), проводимая при использовании латексных 
диагностикумов, по сути, является аналогом реак-
ции непрямой гемагглютинации (рнга), доступ ным 
и простым в техническом отношении методом, так 
как не требует наличия специального оборудования 
и может быть использована при проведении иссле-
дований в полевых условиях.

цель исследования – конструирование поли-
мерного иммуноглобулинового диагностикума для 
определения холерного токсина и уровня его про-
дукции штаммами вибрионов.

материалы и методы

Культивирование холерных вибрионов. 
Штамм-продуцент холерного токсина (Vibrio chole-
rae Classical 569 в) культивировали на жидкой пи-
тательной среде акI с интенсивной аэрацией при 
температуре 37 °с в течение 24 ч.

Получение холерного токсина. культуральную 
жидкость центрифугировали при 10 тыс. об/мин в 
течение 30 мин. надосадочную жидкость перено-
сили в чистую емкость и обеззараживали мертио-
лятом натрия до конечной концентрации 1:10000 с 
экспозицией 1 ч. к обеззараженной культуральной 
жидкости добавляли сульфат аммония до 50 % насы-
щения (рн 7,0). после центрифугирования раствора 
при 12 тыс. об/мин в течение 20 мин надосадочную 
жидкость сливали. полученный осадок растворяли 
в 20 мм фосфатном буферном растворе (рн 7,0) для  
ионообменной хроматографии. хроматографиче-
скую очистку токсина проводили на FPLS Pathfinder-
Duo Flow (Bio-Rad, сШа) на колонке UNO S12 по-
вышающимся градиентом NaCl от 0 до 1 м. токсин 
элюировался с колонки единственным пиком. после 
определения концентрации белка по методу лоури 
полученный препарат разводили забуференным фи-
зиологическим раствором (зФр) и использовали для 
иммунизации.

Получение антитоксических сывороток. для 
получения антитоксических сывороток использо-
вали кроликов породы шиншилла весом 2,5–3,0 кг, 
которых иммунизировали по подобранной нами схе-
ме. все эксперименты с животными выполнялись 
в соответствии с законодательством российской 
Федерации (приказ министерства здравоохранения 
и социального развития рФ от 23.08.2010 № 708н), 
директивой европейского парламента и совета 
европейского союза по охране животных, используе-
мых в научных целях. эксперименты осуществляли 
в соответствии с сп 1.3.3118-13.

иммуноглобулины к холерному токсину из кро-
личьей сыворотки получали метаноловым методом. 
для этого четыре части сыворотки разводили двумя 
частями зФр. готовили метаноловую воду (6 мл ме-
танола с 8 мл бидистиллированной воды). стаканы 
для выделения иммуноглобулинов помещали на лед 
(0 °с), вносили в них сыворотку и хорошо переме-
шивали. затем, покачивая стакан, постепенно влива-
ли метаноловую воду и инкубировали при темпера-
туре минус 5 °с в течение 30–40 мин. после этого 
раствор центрифугировали (2 тыс. об/мин) в течение 
20 мин при 0 °с. осадок растворяли в половинном 
объеме зФр от исходного количества сыворотки.  
в полученном осадке определяли содержание белка 
по методу лоури.

полиакролеиновый микросферический но-
ситель с альдегидными группами получали путем 
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синтеза акролеина в условиях одномоментно проте-
кающей анионной и радикальной полимеризации в 
водно-щелочной среде. окрашивание частиц сфери-
ческой формы размером (1,0±0,1) мкм производили 
внесением красителя тианин в процессе синтеза.

далее полимерные микросферы сенсибилизи-
ровали антитоксическими иммуноглобулинами. для 
этого 50 мг сфер отмывали 0,1 м боратным буфером 
(рн 8,4) и центрифугировали при 3 тыс. g при ком-
натной температуре в течение 15 мин. осадок сфер 
суспендировали в 8 мл боратного буфера (рн 8,4), 
вносили 500 мкг белка иммуноглобулинов и инкуби-
ровали в течение 2 ч на электромагнитной мешалке, 
затем помещали в холодильник на 16–18 ч. после 
холодовой экспозиции к смеси добавляли 1 мл 1 % 
раствора желатозы, инкубировали в течение 2 ч на 
электромагнитной мешалке при комнатной темпе-
ратуре, отмывали трижды зФр. полученный осадок 
суспендировали в 4 мл 0,1 % раствора желатозы.  
в результате проведенных исследований получен 
диагностикум полимерный холерный иммуноглобу-
линовый антитоксический V. cholerae о1 серогруп-
пы с рабочим разведением 1:7.

для повышения стабильности свойств и уве-
личения срока хранения разработанного диагно-
стического препарата подобраны оптимальные 
условия его лиофилизации. для этого жидкий диа-
гностический препарат центрифугировали, осадок 
суспендировали в 3 % желатозо-сахарозной среде 
высушивания. перед лиофилизацией проводили 
предварительное замораживание охлаждением в 
жидком азоте при температуре минус 196 °с в тече-
ние 1–2 мин. затем флаконы с экспериментальным 
препаратом помещали в низкотемпературный шкаф 
(минус 45±5 °с) для глубокого замораживания в те-
чение 16 ч. лиофилизацию проводили в аппарате 
для лиофильного высушивания POWER-PL DRY-900 
(Thermo Scientific) при вакуумном подогреве в тече-
ние 15 ч.

в ходе подготовки к проведению реакции агло-
мерации объемной проводили подготовку реагентов. 
лиофилизированную нормальную кроличью сыво-
ротку (нкс) растворяли в 5 мл зФр, получая раз-
ведение 1:100. лиофилизированный диагностикум 
суспендировали в 3,5 мл зФр, получая разведение 
1:7. контрольный раствор холерного токсина имел 
концентрацию 1 мг/мл.

для постановки рао в каждую U-образную 
лунку 96-луночного планшета для иммунологиче-
ских реакций вносили 50 мкл нкс в разведении 
1:100. затем в первую лунку каждого ряда вносили 
50 мкл холерного токсина в концентрации 1 мг/мл, 
получая концентрацию белка 500 мкг/мл, и двукрат-
но титровали до конца ряда. диагностикум в рабо-
чем разведении вносили в объеме 25 мкл в каждую 
лунку и оставляли при комнатной температуре. для 
контроля спонтанной агглютинации в две лунки 
вносили 50 мкл нкс и 25 мкл рабочего разведения 
диагностикума. учет результатов осуществляли че-

рез 2–2,5 ч. за положительный результат принимали 
цветной голубой агломерат, равномерно выстилаю-
щий все дно лунки, или агломерат, выстилающий 
дно лунки с четко очерченными краями. в отрица-
тельных случаях и в контроле образовывалось ком-
пактное колечко или «точка» в центре лунки.

подобным образом исследовали бульонные пи-
тательные среды после культивирования в них раз-
личных штаммов холерного вибриона на наличие 
холерного токсина. для этого взвеси холерного ви-
бриона в жидкой питательной среде центрифугиро-
вали при 10 тыс. об/мин в течение 30 мин, клеточный 
дебрис автоклавировали (121 °с; 1,5 атм в течение 
часа) и удаляли, надосадочную жидкость обеззара-
живали мертиолятом натрия до конечной концен-
трации 1:10000 с экспозицией 1 ч и исследовали в 
рао с холерным полимерным иммуноглобулиновым 
антитоксическим диагностикумом. в качестве поло-
жительного контроля для определения чувствитель-
ности диагностикума использовали холерный ток-
син, выделенный и очищенный по описанной ранее 
методике.

результаты и обсуждение

кроликов иммунизировали препаратом холер-
ного токсина по следующей схеме:

- 1-я иммунизация: 50 мкг в 0,5 мл зФр (рн 7,1) 
вводили в краевую вену уха и 50 мкг белка в 0,5 мл 
зФр + 0,5 мл полного адъюванта Фрейнда подкожно 
в холку;

- 2-я иммунизация: через 14 дней 100 мкг белка 
в 0,5 мл зФр + 0,5 мл полного адъюванта Фрейнда 
подкожно в холку;

- 3-я иммунизация: через 14 дней 50 мкг в 0,5 мл 
зФр вводили в краевую вену уха и 50 мкг белка в 
0,5 мл зФр + 0,5 мл полного адъюванта Фрейнда 
подкожно в холку.

через 14 дней проводили пробный забор крови 
для определения титра антитоксических антител и 
затем забор крови для получения антитоксической 
сыворотки.

титр антитоксических антител определяли ме-
тодом Gм1-иФа [9]. титр антитоксических антител 
составил 1:16000.

полимерный диагностический иммуноглобули-
новый антитоксический препарат получали путем 
сенсибилизации иммуноглобулинов из противохо-
лерной антитоксической кроличьей сыворотки на 
поверхности полиакролеиновых микросфер разме-
ром (1±0,1) мкм в дозе 1,0 мг белка на 100 мг по-
лимерного носителя. аналитическую чувствитель-
ность разработанного диагностикума исследовали 
в рао по описанной методике. аналитическая чув-
ствительность (предел обнаружения) – минималь-
ное количество антигена в образце, которое можно 
измерить с помощью анализа. для этого препарат 
холерного токсина в дозе 1 мг белка/мл двукратно 
титровали в лунках полистиролового планшета для 
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иммунологических реакций, начиная с 500 мкг белка 
в первом разведении. последнее разведение препа-
рата, в котором фиксировали положительную реак-
цию, соответствовало 100 нг белка. таким образом, 
аналитическая чувствительность диагностикума по-
лимерного иммуногобулинового антитоксического 
составляет 100 нг/мл.

при изучении специфичности разработанного 
диагностикума в рао использовали бульонные пи-
тательные среды после культивирования различных 
штаммов V. cholerae. аналитическая специфичность 
характеризует способность диагностического препа-
рата определять специфический антиген V. cholerae. 
для определения аналитической специфичности ис-
пользованы обеззараженные мертиолятом натрия 
(1:10000) культуральные жидкости токсигенных и 
нетоксигенных штаммов V. cholerae, гетерологичные 
культуры Escherichia coli (коммерческий, нетокси-
генный штамм), Klebsiella pneumonia и Enterococcus 
faecalis. при проведении рао исследуемые об-
разцы не требовали предварительного разведения. 
отрицательным контролем служили препараты хо-
лерного липополисахарида и жидкая питательная 
среда. рао ставили по общеизвестной методике. 
результаты реакции учитывали через 2 ч (таблица).

результаты исследования токсигенности штам-
мов V. cholerae в рао показали, что разработанный 
диагностический препарат выявляет холерный ток-
син у токсигенных штаммов в титре 1:16 – 1:512, 

дает отрицательную реакцию с нетоксигенными 
штаммами и лпс V. cholerae, образцами гетероло-
гичных культур и жидкой питательной средой.

исследование контрольного препарата холерно-
го токсина в реакции агломерации объемной показа-
ло, что чувствительность разработанного диагности-
ческого препарата составляет 100 нг/мл.

используя полученные данные аналитической 
чувствительности диагностикума и титров токсина в 
рао, возможно проведение количественной оценки 
токсинопродукции холерного вибриона [18, 19].

для этого можно предложить следующую  
формулу: 

к = р·с,
где к – искомая концентрация холерного токсина; 
р – последнее разведение исследуемой жидкости, в 
котором фиксировался положительный результат; 
с – чувствительность диагностикума, нг/мл.

например, токсинопродукция V. cholerae Clas-
sical 1088 (569 в) инаба составит:

к = р·с; 64·100 = 6,4 мкг/мл.
в результате проведенных исследований скон-

струирован полимерный иммуноглобулиновый анти-
токсический диагностический препарат, позволяю-
щий определять холерный токсин и оценивать уро-
вень его продукции V. cholerae в качественном и ко-
личественном выражении в простой одностадийной 
реакции агломерации объемной с визуальным учетом 
результатов через 2 ч. аналитическая чувствитель-

определение чувствительности и специфичности холерного полимерного иммуноглобулинового антитоксического диагностикума
Determination of the sensitivity and specificity of cholera polymeric immunoglobulin antitoxic diagnosticum

наименование культуры
Name of culture

серогруппа
Serogroup

генетическая характеристика
Genetic characterization

титр холерного токсина в рао
Cholera toxin titer in VAR

V. cholerae Classical 1088 (569 в) Inaba о1 ctxа+, tcpа+ 1:64

V. cholerae Classical 1310 о1 ctxа+, tcpа+ 1:32

V. cholerae Classical 698 о1 ctxа+, tcpа+ 1:64

V. cholerae El Tor 12214 (м-878) Ogawa о1 ctxа+, tcpа+ 1:512

V. cholerae El Tor 5879 о1 ctxа+, tcpа+ 1:256

V. cholerae 16064 о139 ctxа+, tcpа+ 1:32

V. cholerae 16065 о139 ctxа+, tcpа+ 1:16

V. cholerae 16068 о139 ctxа+, tcpа+ 1:64

V. cholerae 16076 о139 ctxа+, tcpа+ 1:32

V. cholerae 16131 о139 ctxа+, tcpа+ 1:16

V. cholerae 17259 о139 ctxа+, tcpа+ 1:32

V. cholerae El Tor 17751 о1 ctxа–, tcpа+ отрицательно / none

V. cholerae El Tor 18963 (preсTX) о1 ctxа–, tcpа+ отрицательно / none

V. cholerae El Tor 14863 о1 ctxа–, tcpа– отрицательно / none

Escherichia coli – – отрицательно / none

Klebsiella pneumonia – – отрицательно / none

Enterococcus faecalis – – отрицательно / none

лпс V. cholerae El Tor
LPS V. cholerae El Tor

– – отрицательно / none

жидкая питательная среда
Liquid culture medium

– – отрицательно / none



88

Проблемы особо опасных инфекций. 2021; 4      ОРигинальнЫе статьи

ность диагностикума – 100 нг белка/мл. полученный 
диагностикум специфичен: выявляет холерный ток-
син у токсигенных штаммов V. cholerae – титр в рао 
составляет 1:16 – 1:512, при этом с нетоксигенными 
штаммами V. cholerae и гетерологичными культура-
ми реакция отрицательная.
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