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Потенциал эпидемической опасности бактерий Vibrio cholerae, циркулирующих в природе, определяется способностью 
к продукции комплекса факторов патогенности, в первую очередь холерного токсина. С другой стороны, опыт вспы-
шек и эпидемий холеры указывает на то, что наиболее часто они вызываются штаммами V. cholerae серогруппы О1. 
Мембранный иммунохроматографический анализ с наночастицами золота в качестве репортеров сигнала является 
востребованным инструментом экспресс-диагностики ряда возбудителей инфекционных заболеваний, в т.ч. и особо 
опасных. На основе моноклональных антител к холерному токсину и липополисахариду V. cholerae О1 разработан 
иммунохроматографический тест (ИХТ) для одновременного выявления O1- и Тox+-маркеров V. cholerae. Проведена 
наработка экспериментальных серий ИХТ «Тест-полоска V. cholerae O1 Tox+». Представлены предварительные резуль-
таты исследования рабочих характеристик разработанного ИХТ с использованием бульонных культур 10 штаммов 
V. cholerae. Показано, что чувствительность ИХТ при определении липополисахарида V. cholerae серогруппы О1 
составила 100%, при определении холерного токсина – 87,5%. 
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The potential for epidemic danger of Vibrio cholerae bacteria circulating in nature determine by the ability to produce a complex 
of pathogenicity factors, primarily cholera toxin (CT). On the other hand, experience with cholera outbreaks and epidemics 
indicates that they most often caused by V. cholerae, which belongs to serogroup O1. Membrane immunochromatographic 
analysis with gold nanoparticles as signal reporters is a popular tool for express diagnostics of a number of infectious pathogens, 
including highly dangerous ones. Based on monoclonal antibodies to cholera toxin and to lipopolysaccharide V. cholerae O1, 
developed an immunochromatographic test (ICT) for the simultaneous detection of O1 and Tox+ markers of V. cholerae. 
Experimental batches of ICT “V. cholerae O1 Tox+ test strip” were developed. In this paper, the team of authors presents the 
preliminary results of a study of the working characteristics of 10 strains of V. cholerae strains developed by ICT using broth 
cultures of 10 strains of V. cholerae strains. It was shown that the sensitivity of ICT in the determination of LPS of V. cholerae 
serogroup O1 was 100%, in the determination of cholera toxin – 87.5%. 
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В настоящее время сохраняются эпидемиологические 
риски завоза холеры из эндемичных стран на любую 

административную территорию Российской Федерации. Кро- 
ме этого, имеются риски эпидемического проявления холеры 
на территориях субъектов Российской Федерации, находя-
щихся в условиях чрезвычайной ситуации, в связи с контакта-
ми людей с водными объектами, контаминированными холер-
ными вибрионами. Россия постоянно сталкивается с импорти-
рованными возбудителями инфекции, за счет которых форми-
руются местные очаги холеры. В условиях отсутствия эпиде-
мических проявлений холеры не исключается вероятность 
эпизодического обнаружения в пробах воды токсигенных 
штаммов О1-серогруппы вследствие неустановленных зано-
сов с неблагополучных по холере территорий [1]. По данным 
Референс-центра по холере, на территории России в послед-
ние годы холерные вибрионы были выделены из объектов 
окружающей среды на территориях Донецкой Народной 
Республики, Ростовской области, Республики Калмыкия, 
Краснодарского края, Иркутской области, Забайкальского 
края, Республик Бурятия и Коми, Хабаровского края.

Рост заболеваемости холерой в мире наблюдается с 
2021 г. С начала 2024 г. по состоянию на сентябрь 2024 г. в 
общей сложности было зарегистрировано 429 700 случаев 
холеры и 3400 случаев смерти от этого заболевания в 
31 стране в пяти регионах, наблюдаемых Всемирной органи-
зацией здравоохранения (ВОЗ) [2]. В настоящее время к 
числу стран, наиболее серьезно затронутых этим заболева-
нием, относятся Афганистан, Пакистан, Йемен, Сирия, 
Зимбабве, Замбия, Эфиопия, Мозамбик, Гаити, Демократи- 
ческая Республика Конго, Сомали, Судан, Коморские остро-
ва, Мьянма, Индия, Нигерия, Танзания. В ряде вспышек от-
мечаются высокие показатели летальности, превышающие 
пороговый уровень в 1%. Данные показатели свидетель-
ствуют о неуклонном росте количества заболевших. 

Интерес к средствам экспресс-выявления возбудителя 
холеры определяется стремлением получить результаты ис-
следования в максимально короткие сроки; возможностью 
проведения анализа с использованием нативного материа-
ла или элективных сред; высокой специфичностью, просто-
той и воспроизводимостью метода. Поэтому в последние 
годы экспресс-тесты (в англоязычной литературе: Rapid test, 
LF-test, LF-biosensor) для обнаружения холерного вибриона 
все чаще применяются при возникновении вспышек в энде-
мичных регионах Африки и Азии при решении вопроса орга-
низации противоэпидемических мероприятий.

Иммунохроматографические тесты (ИХТ) могут использо-
ваться персоналом у постели больного или в месте оказания 
помощи больным с подозрением на холеру и не требуют 
создания и обслуживания «холодовой транспортной цепи» 
или использования сложного оборудования. При расследо-
вании случаев холеры в условиях недостаточных лаборатор-
ных ресурсов ИХТ были рекомендованы ВОЗ для выявления 
возбудителя холеры при реагировании на вспышки, хотя до 
сих пор нет рекомендаций по их систематическому исполь-
зованию в целях мониторинга за возбудителем [3, 4]. 
Биосенсоры на основе иммунохроматографического анали-
за (ИХА) позволяют в течение 5–20 мин обнаружить патоген 
в исследуемом образце. На рис. 1 приведена схема работы 
ИХТ для выявления антигенов.

За рубежом производится ряд ИХТ для выявления холерных 
вибрионов О1, О139 серогрупп и холерного токсина (ХТ) [5–8]. 
Одной из целей при разработке быстрых тестов для обнаруже-
ния возбудителя холеры является достижение чувствительно-
сти и специфичности не менее 90 и 85% соответственно (реко-
мендация целевой группы ВОЗ по борьбе с холерой) [9]. 

Цель исследования. Разработка первого отечественного 
ИХТ для одновременного выявления O1- и Тox+-маркеров 
патогенных штаммов Vibrio cholerae. В данной статье пред-
ставлены основные этапы работы по созданию ИХТ «Тест-
полоска V. cholerae O1 Тox+» и результаты лабораторно-экс-
периментального исследования его рабочих характеристик. 

Материалы и методы

В работе использовали микробиологические, биохимиче-
ские, иммунохимические методы и методы гибридомной 
технологии. Материалом для исследований явились моно-
клональные антитела к липополисахариду (ЛПС) V. cholerae 
О1 серогруппы и к ХТ. Работы проводились на базе отдела 
иммунобиохимии патогенных микроорганизмов ФБУН ГНЦ 
ПМБ Роспотребнадзора, Оболенск.

Микроорганизмы
Штаммы холерного вибриона и гетерологичных микроор-

ганизмов получены из Коллекции патогенных бактерий 
ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский противочум-
ный институт» Роспотребнадзора (в рамках выполненных 
работ по контракту №203А/2023) и из Государственной кол-
лекции патогенных микроорганизмов ФБУН ГНЦ ПМБ. 
Штаммы холерного вибриона и гетерологичных микроорга-
низмов: V. cholerae О139 59 Din; V. cholerae О139 И-13; 

Рис. 1. Принцип работы ИХТ для выявления антигенов: 1 – иссле-
дуемая проба; 2 – конъюгат специфичных антител с наночасти-
цами; 3 – иммобилизованные специфичные антитела в тестовой 
зоне; 4 – иммобилизованные антивидовые иммуноглобулины в 
контрольной зоне; 5 – подушечка для впитывания пробы; 6 – 
подушечка для конъюгата; 7 – нитроцеллюлозная мембрана; 8 – 
подушечка для абсорбции реагентов; 9 – подложка для мембра-
ны; 10 – тестовая полоса; 11 – контрольная полоса. 
Fig. 1. Operating principle of the ICT for detection of antigens: 1 – 
test sample; 2 – conjugate of specific antibodies with nanoparticles; 
3 – immobilized specific antibodies in the test zone; 4 – immobilized 
anti-species immunoglobulins in the control zone; 5 – pad for 
sample absorption; 6 – pad for conjugate; 7 – nitrocellulose 
membrane; 8 – pad for reagent absorption; 9 – membrane substrate; 
10 – test strip; 11 – control strip.

Направление потока / Flow direction
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V. cholerae El Tor И-1334; V. cholerae El Tor И-1181; V. cholerae 
569B; V. cholerae О139 И-16; V. cholerae El Tor И-1327; 
V. cholerae El Tor И-576; V. cholerae El Tor И-1264; V. cholerae 
El Tor И-477; V. cholerae не О1/О139 1-09; V. cholerae не О1/
О139 1-11; V. cholerae не О1/О139 1-12; V. metschnicovii 5; 
V. vulnificus И-157; V. parahaemolyticus И-188; Escherichia coli 
52; Shigella dysenteriae 63/2; Salmonella Typhimurium 14.

Получение ЛПС V. cholerae О1
ЛПС V. cholerae О1 выделен и очищен из штамма 

V. cholerae 569B по методу O.Westphal и K.Jann [10]. 

Получение холерного токсина
ХТ выделен по методу J.J.Mekalanos из фильтрата бу-

льонной культуры штамма V. cholerae 569B [11]. 

 Получение гибридом-продуцентов 
моноклональных антител
Моноклональные антитела (МКА) получали с использова-

нием ЛПС V. cholerae О1, ХТ и мышей линии BALB/с. Для 
гибридизации были использованы подколенные лимфоузлы 
иммунизированных мышей. Гибридизацию иммунных лим-
фоцитов и клеток мышиной миеломы линии P3-X63-Ag8.653 
проводили по стандартной методике [12] при помощи полиэ-
тиленгликоля 4000. Тестирование супернатантов гибридом 
проводили на 7–9-й день после гибридизации методом им-
муноферментного анализа (ИФА). 

Выделение и очистку МКА из культуральных и асцитиче-
ских жидкостей проводили на колонке с белок А сефарозой. 
Выделенные иммуноглобулины концентрировали осаждени-
ем при помощи сухого сульфата аммония (до 50% насыще-
ния) и переводили в фосфатно-солевой буферный раствор 
(ФСБ) методом гель-фильтрации на колонке с сефадексом 
G-25 емкостью 10 мл по прилагаемой инструкции.

Методы анализа МКА
Определение константы аффинности МКА проводили 

методом ИФА по J.D.Beatty [13]. Анализ специфической ак-
тивности МКА проводили с использованием методов дот-
блот [14], вестерн-блот [15] и ИФА [16].

Синтез коллоидного золота с размером частиц 40 нм
К 48,5 мл деионизованной воды (18,2 Мом/см) добавляли 

при постоянном перемешивании 150 мкл 10%-го раствора 
золотохлористоводородной кислоты. Смесь доводили до 
кипения, добавляли 1,5 мл 1%-го раствора цитрата натрия. 
Смесь продолжали кипятить с перемешиванием 25 мин до 
появления устойчивой рубиново-красной окраски. 
Полученную суспензию коллоидного золота (КЗ) охлаждали 
до комнатной температуры и хранили при температуре 
4–6°С. Оптическую плотность раствора КЗ определяли 
спектрофотометрически. Определение флокуляционных 
кривых проводили по G.T.Hermanson [17]. 

 Материалы и оборудование для изготовления 
лабораторных образцов набора реагентов  
«Тест-полоска V. cholerae O1 Tox+»
В работе использовали мембранные материалы (Advanced 

Microdevices, Индия), диспенсер IsoFlow (Imagene Technology, 

США) для формирования аналитических и контрольной зон, 
автоматический гильотинный нарезчик ИХТ Index Cutter 
(A-Point Technologies, США), климатическую камеру 
(Memmert, Германия), запаиватель с микроконвейером FR-
900 (Wenzhou dingli packing machinery, Китай), вакуумный 
упаковщик Boxer 35 (Henkelman, Нидерланды). 

Проведение иммунохроматографического анализа 
Для проведения ИХА использовали разработанный при 

выполнении данной работы набор реагентов «Тест-полоска 
V. cholerae O1 Tox+» для одновременного выявления O1- и 
Tox+-маркеров патогенных штаммов V. cholerae производ-
ства ФБУН ГНЦ ПМБ (лабораторная серия 8, произведен 
15.02.2024). ИХА проводили согласно проекту инструкции по 
применению набора реагентов. С помощью автоматическо-
го дозатора с наконечником вносили 150 мкл исследуемого 
образца в пробирки для проведения анализа, туда же поме-
щали тест-полоски. Учет результата проводили через 20 мин 
в соответствии со схемой интерпретации результатов 
(рис. 2).

Образец считали отрицательным на наличие ХТ и ЛПС 
V. cholerae O1, если имеется одна окрашенная линия в кон-
трольной зоне. 

Образец считали положительным на наличие ХТ, если 
имеются окрашенные линии в тестовой зоне 1 и в контроль-
ной зоне. 

Образец считали положительным на наличие ЛПС 
V. cholerae O1, если имеются окрашенные линии в тестовой 
зоне 2 и в контрольной зоне.

Анализ считали не валидным в случае отсутствия окра-
шивания линии в контрольной зоне. 

Результаты исследования и их обсуждение

 Получение и характеристика МКА, специфичных 
к ЛПС V. cholerae О1 и ХТ V. cholerae
Работу проводили согласно методикам, представленным 

в разделе «Материалы и методы». Наиболее важным эта-
пом работы являлся отбор гибридомных клеток с перспекти-
вой дальнейшего использования полученных МКА в каче-

Рис. 2. Интерпретация результата анализа с использованием 
набора реагентов «Тест-полоска V. cholerae O1 Tox+».
Fig. 2. Interpretation of the test result using the reagent kit “Test 
strip V. cholerae O1 Tox+”.
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стве компонентов ИХТ. С учетом поставленной перед нами 
задачи были сформулированы определенные требования 
отбора гибридомных клеток, включающие следующие пара-
метры:

а) стабильность клеточной линии – не менее 5 успешных 
пересевов на питательной среде и не менее 5 успешных 
пассажей на мышах линии BALB/c без снижения специфиче-
ской активности;

б) продуктивность гибридом – не менее 0,1 мг иммуногло-
булинов на 1 мл культуральной жидкости и не менее 2 мг – 
на 1 мл асцита;

в) специфичность МКА – взаимодействие с антигенами и 
целыми клетками холерного вибриона, отсутствие пере-
крестных реакций с вибрионами других видов и гетероло-
гичными микроорганизмами;

г) аффинность МКА – константа аффинности к антигенам 
и целым клеткам холерного вибриона не ниже 108 М-1;

д) класс МКА – иммуноглобулины класса G.
Гибридомные клоны, показавших наибольшую актив-

ность в ИФА, были клонированы 2–4 раза методом предель-
ных разведений. 

Селекцию МКА к ЛПС О1 серогруппы возбудителя холеры 
и ХТ проводили путем оценки их диагностической ценности 
в ИФА, методами дот-блот и вестерн-блот. На рис. 3 пред-

ставлен пример дот-блота МКА к ЛПС V. cholerae O1 серо-
группы с цельными клетками холерного вибриона О1 серо-
группы. Чувствительность МКА 2G12 в дот-блоте составила 
105 м.к./мл.

На рис. 4 представлен пример дот-блота МКА к ХТ с ми-
кробными клетками холерного вибриона. Чувствительность 
МА СН13 составила 105 м.к./мл. 

Подбор пар аддитивных высокоаффинных МКА к ЛПС О1 
серогруппы холерного вибриона и ХТ проводили в сэндвич-
варианте ИФА с использованием биотинилированных МКА. 
Для выявления ЛПС холерного вириона серогруппы О1 уста-
новлено 3 пары МКА: 2G12 – 1С4-биотин; 6D8 – 1C4-биотин; 
6D8 – 3E7-биотин, а для выявления ХТ – две пары МКА: 
СН13 – СЕ5-биотин и СН6 – СЕ5-биотин. Результаты, полу-
ченные в ряде иммунохимических исследований, позволили 
нам рассматривать полученные МКА в качестве перспектив-
ных биокомпонентов для конструирования иммунохромато-
графического экспресс-теста для одновременного выявле-
ния O1- и Tox+-маркеров патогенных штаммов V. cholerae.

Конструирование лабораторных образцов иммунохрома-
тографического экспресс-теста для одновременного выяв-
ления O1- и Tox+-маркеров патогенных штаммов V. cholerae 
«Тест-полоска V. cholerae O1 Tox+»

 Принцип ИХА для одновременного (биплексного) 
выявления O1- и Tox+-маркеров патогенных штаммов 
V. cholerae 
На первой стадии ИХА происходит взаимодействие кол-

лоидных конъюгатов (№1 – конъюгат КЗ с токсин-связываю-
щими МКА, №2 – конъюгат КЗ с ЛПС О1-связывающими 
МКА) с антигенами-мишенями экспресс-теста в исследуе-
мой пробе. Затем фронт жидкости с образовавшимися им-
мунными комплексами антиген-антитело-КЗ последователь-
но проходит аналитическую зону 1, которая представляет 
собой участок мембраны с иммобилизованными МКА к ХТ, 
аналитическую зону 2, которая представляет собой участок 
мембраны с иммобилизованными МКА к ЛПС О1 группы 
холерного вибриона. Иммунный комплекс конъюгата КЗ с 
ХТ связывается с аналитической зоной 1, в результате чего 
образуется окрашенный преципитат. Соответственно им-
мунные комплексы конъюгата КЗ с ЛПС О1 серогруппы хо-
лерного вибриона связываются с аналитической зоной 2, в 
результате чего также образуется окрашенный преципитат. 
Степень связывания иммунных комплексов с иммобилизо-
ванными в аналитических зонах антителами и, соответ-
ственно, интенсивность окрашивания мембраны определя-
ются концентрацией специфических холерных маркеров в 
исследуемой пробе. Контрольная зона представляет собой 
участок мембраны с иммобилизованными антимышиными 
антителами класса G кролика и окрашивается за счет свя-
зывания конъюгатов КЗ №1 и №2, независимо от наличия в 
пробе антигенов-мишеней. На рис. 5 представлен пример 
проведения исследования бульонных культур штаммов 
V. cholerae (107 м.к./мл).

Для конъюгирования с КЗ были взяты очищенные МКА к 
ХТ СЕ5 и 1С4 к ЛПС V. cholerae О1 серогруппы. Размер ча-
стиц золота в данных конъюгатах составлял 40 нм. 
Оптическая плотность КЗ при λ = 540 нм составляла 10,0 оп-
тических единиц. 

 А Б В Г

 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

108 м.к./мл  m.c./ml →

107 м.к./мл m.c./ml →

106 м.к./мл m.c./ml →

105 м.к./мл m.c./ml →

Рис. 3. Дот-блот моноклональных антител к ЛПС V. cholerae О1: 
1 – V. cholerae El Tor И-1181; 2 – V. cholerae El Tor И-1264; 3 – 
V. cholerae 569B. А – дот-блот МА 2G12; Б – дот-блот МА 1С4; 
В – дот-блот МА 6D8; Г – дот-блот МА 3E7.
Fig. 3. Dot blot of monoclonal antibodies to LPS V. cholerae O1: 1 – 
V. cholerae El Tor I-1181; 2 – V. cholerae El Tor I-1264; 3 – V. 
cholerae 569B. A – dot blot MA 2G12; B – dot blot MA 1C4; C – dot 
blot MA 6D8; G – dot blot MA 3E7.

 А Б

 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 

108 м.к./мл m.c./ml →

107 м.к./мл m.c./ml →

106 м.к./мл m.c./ml →

105 м.к./мл m.c./ml →

108 м.к./мл m.c./ml →

107 м.к./мл m.c./ml →

106 м.к./мл m.c./ml →

105 м.к./мл m.c./ml →

Рис. 4. Дот-блот моноклональных антител к холерному токсину. 
Препараты микробных клеток: 1 – V. cholerae El Tor И-1181; 2 – 
V. cholerae El Tor И-1264; 3 – V. cholerae О139 И-16; 4 – V. cholerae 
El Tor И-1327; 5 – V. cholerae 569B; 6 – V. choleraе El Tor И-1334. 
А – дот-блот МА СН6; Б – дот-блот МА СЕ5; В – дот-блот МА 
СН13; Г – дот-блот МА СН8.
Fig. 4. Dot blot of monoclonal antibodies to cholera toxin. Microbial 
cell preparations: 1 – V. cholerae El Tor I-1181; 2 – V. cholerae El Tor 
I-1264; 3 – V. cholerae O139 I-16; 4 – V. cholerae El Tor I-1327; 5 – V. 
cholerae 569B; 6 – V. cholerae El Tor I-1334. A – dot blot MA CH6; 
B – dot blot MA CE5; C – dot blot MA CH13; G – dot blot MA CH8.
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Для формирования аналитической зоны 1 на мембрану 
ИХТ наносили раствор МКА СН13 к ХТ в ФСБ. Для форми-
рования аналитической зоны 2 на мембрану ИХТ наносили 
раствор МКА 2G12 к ЛПС V. cholerae О1серогруппы в ФСБ. 
Для формирования контрольной зоны на мембрану ИХТ на-
носили раствор антивидовых антител (кроличьи против им-
муноглобулинов мыши, «ИМТЕК», Россия) в ФСБ. 

При выборе материалов для конструирования экспресс-
теста оценивали следующие параметры: сорбционная ем-
кость, однородность формирующихся аналитических и кон-
трольных зон, равномерное продвижение фронта жидкости 
при исследовании, а также низкий уровень неспецифиче-
ской сорбции коллоидных конъюгатов на мембране. 

 Результаты экспериментального изучения рабочих 
характеристик набора реагентов «Тест-полоска 
V. cholerae O1 Tox+» 
Для оценки специфичности экспресс-теста «Тест-полоска 

V. cholerae O1 Tox+» использовали бульонные культуры в 
концентрации 109 м.к./мл: V. cholerae не О1/О139 1-09; 
V. cholerae не О1/О139 1-11; V. cholerae не О1/О139 1-12; 
E. coli 52; S. dysenteriae 63/2; V. metschnicovii 5; S. Typhimurium 
14; V. vulnificus И-157; V. parahaemolyticus И-188. В результа-
те экспериментов установлено отсутствие перекрестного 
реагирования. Таким образом, образцы разработанного им-
мунохроматографического экспресс-теста для одновремен-
ного выявления O1- и Tox+-маркеров патогенных штаммов 
V. cholerae обладали 100%-й специфичностью в отношении 
близкородственных и гетерологичных микроорганизмов. 

Чувствительность исследованных образцов экспресс-те-
ста в отношении бульонных культур штаммов возбудителя 
холеры О1 группы в концентрации 108 м.к./мл составила 
100%. Чувствительность исследованных образцов экспресс-
теста в отношении бульонных культур токсигенных штаммов 
V. cholerae El Tor и классического биоваров в концентрации 
108 м.к./мл составила 87,5%. Так, из 8 взятых в исследова-
ние бульонных культур токсигенных штаммов V. cholerae с 
генотипом ctxAB+tcpAelt

+ (V. cholerae El Tor О1 и V. cholerae 
О139) и ctxAB+tcpAelt

- (V. cholerae О1) в 7 (87,5%) обнаружено 
наличие ХТ. Штаммы V. cholerae, не содержащие в геноме 
детерминант ХТ (V. cholerae О139 И-16, V. cholerae El Tor 

Рис. 5. Иммунохроматографический анализ бульонных культур 
штаммов V. cholerae. Бульонные культуры штаммов: 1 – V. chole-
rae 569B; 2 – V. cholerae El Tor И-1334; 3 – V. cholerae El Tor 
И-1181; 4 – V. cholerae El Tor И-1327; 5 – V. cholerae О139 59 Din.
Fig. 5. Immunochromatographic analysis of broth cultures of 
V. cholerae strains. Broth cultures of strains: 1 – V. cholerae 569B; 
2 – V. cholerae El Tor I-1334; 3 – V. cholerae El Tor I-1181; 4 – 
V. cholerae El Tor I-1327; 5 – V. cholerae O139 59 Din.

 1 2 3 4 5 

Таблица. Результаты оценки чувствительности экспресс-теста «Тест-полоска V. cholerae O1 Tox+»
Table. Results of the sensitivity assessment of the rapid test “Test strip V. cholerae O1 Tox+”

№ пп Наименование и номер 
штамма / 
Name and number of strain

Генотип / genotype Опыт 1 / Experiment 1 Опыт 2 / Experiment 2

ctxAB tcpAelt выявлен ЛПС О1 / 
LPS O1 detected 

выявлен ХТ / 
CT detected

выявлен ЛПС О1 / 
LPS O1 detected

выявлен ХТ / 
CT detected

1. V. cholerae О139 59 Din + + – + – +

2. V. cholerae О139 И-13 + + – + – +

3. V. cholerae El Tor И-1334 + + + + + +

4. V. cholerae El Tor И-1181 + + + + + +

5. V. cholerae 569B + – + + + +

6. V. cholerae О139 И-16 – – – – – –

7. V. cholerae El Tor И-1327 – – + – + –

8. V. cholerae El Tor И-576 + + + – + –

9. V. cholerae El Tor И-1264 + + + + + +

10. V. cholerae El Tor И-477 + + + + + +



13

Разработка биплексного экспресс-теста для выявления эпидемически значимых штаммов Vibrio cholerae

Development of a biplex rapid test to identify epidemiologically significant strains of Vibrio cholerae

И-1327), показали отрицательный результат тестирования 
экспресс-теста (таблица).

Таким образом, проведенное в двух повторах исследова-
ние показало, что аналитическая чувствительность исследо-
вания с использованием биплексного экспресс-теста «Тест-
полоска V. cholerae O1 Tox+» к ЛПС V. cholerae О1 для бульон-
ных культур исследуемой группы штаммов составила 100% (с 
воспроизводимостью – 100%), аналитическая чувствитель-
ность на наличие у вибрионов маркера ХТ – 87,5% (с воспро-
изводимостью – 100%). Рабочие характеристики экспресс-
теста, изготовленного из отечественных биокомпонентов, 
показывают перспективность его использования на практике 
для выявления маркеров эпидемически значимых штаммов 
V. cholerae. По результатам технических испытаний экспресс-
теста «Тест-полоска V. cholerae O1 Tox+» получено положи-
тельное заключение на соответствие требованиям норматив-
ной, технической и эксплуатационной документации. 

Обсуждение 

Раннее выявление случаев заболевания холерой и их 
подтверждение имеют решающее значение для оперативно-
го осуществления противоэпидемических мероприятий. За 
рубежом ряд ведущих мировых производителей выпускают 
ИХТ для выявления холерных вибрионов О1, О139 серо-
групп и ХТ, которые обладают удовлетворительной диагно-
стической точностью, соответствующей рекомендациям 
ВОЗ. При прямом тестировании образцов стула пациентов 
средняя чувствительность и специфичность ИХТ составляет 
90 и 86% соответственно. С помощью мета-анализа прове-
дена оценка диагностической точности экспресс-тестов для 
выявления холерного вибриона O1 серогруппы ряда веду-
щих мировых производителей [18]. Авторы провели поиск в 
четырех базах данных (Medline, EMBASE, Google Scholar и 
Web of Science до 8 сентября 2021 г.) в поисках исследова-
ний, в которых оценивали экспресс-тесты для выявления 
V. cholerae O1. Проведен двумерный мета-анализ случайных 
эффектов для расчета совокупной чувствительности и спе- 
цифичности быстрых тестов на холеру. Всего в этот мета-
анализ было включено 20 исследований: из Африки (n = 11), 
Азии (n = 7) и Америки (Гаити; n = 2). Авторы оценили 8 экс-
пресс-тестов: Crystal VC-O1, Crystal VC, Cholkit, Cholera 
dipstick test (Institute Pasteur Paris), SD Bioline, Artron, Cholera 
Smart O1 и Smart II Cholera O1. По результатам мета-анализа 
был сделан вывод, что используемые методы экспресс-те-
стирования возбудителя холеры обладают умеренной чув-
ствительностью и специфичностью, редко достигающими 
100%. Отмечены различия в чувствительности и специфич-
ности ИХТ различных производителей и зависимость от ус-
ловий проведения анализа и времени от начала клиниче-
ских проявлений заболевания [5, 6, 7, 19]. Учитывая тот 
факт, что количество вибрионов, присутствующих у пациен-
тов с острой холерой, может достигать 109 КОЕ/мл стула 
[20], а чувствительность ИХТ обычно составляет ~107-8 КОЕ 
в мл, проблем с выявлением возбудителя в острой фазе за-
болевания с помощью разработанного ИХТ «Тест-полоска 
V. cholerae O1 Tox+» быть не должно.

В России не производят тестов для прямого тестирова-
ния клинических образцов, поэтому разработка, испыта-

ния и внедрение в практику подобных ИХТ является акту-
альной задачей. Разработанный на основе МКА, получен-
ных из гибридом, имеющихся в отделе иммунобиохимии 
патогенных микроорганизмов ФБУН ГНЦ ПМБ, экспресс-
тест «Тест-полоска V. cholerae O1 Tox+» позволяет опреде-
лить в бульонных культурах одновременно два фактора 
патогенности возбудителя холеры – ЛПС V. сholerae О1 
серогруппы и ХТ – с чувствительностью 100 и 87,5% соот-
ветственно. Специфичность теста составляет 100%. Пла- 
нируется повысить его аналитическую чувствительность и 
адаптировать для прямого тестирования образцов стула 
пациентов.

Заключение

Традиционные методы определения токсигенности и се-
рогрупповой принадлежности изолятов V. cholerae могут 
занять более трех дней, а также требуют хорошей лабора-
торной инфраструктуры, поэтому на сегодняшний день акту-
альна разработка экспрессных методов. Выявление одно-
временно двух маркеров – O1 и Тox+ – в одном изоляте 
V. cholerae несомненно указывает на его высокий потенциал 
эпидемической опасности. Представленные в данной работе 
предварительные результаты исследования рабочих харак-
теристик разработанного ИХТ «Тест-полоска V. cholerae O1 
Tox+» с использованием бульонных культур 10 штаммов 
V. cholerae показали, что чувствительность ИХТ при опреде-
лении ЛПС V. cholerae серогруппы О1 составила 100%, при 
определении холерного токсина – 87,5%. 
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