
303

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2016; 61(5)
DOI 10.18821/0869-2084-2016-61-5-303-307

Microbiology

8.	 1st World Health Organization International Standard for Hepatitis E 
Virus RNA Nucleic Acid Amplification Techniques (NAT)-Based As-
says PEI code 6329/10 (Version 1.0, 7th July 2011). Geneva; 2011.

9.	S olonin S.A. Hepatitis E Virus Circulation among Pigs in Russian 
Federation: Diss. Moscow; 2010. (in Russian)

10.	G irón-Callejas A., Clark G., Irving W.L., McClure C.P. In silico 
and in vitro interrogation of a widely used HEV RT-qPCR assay for 
detection of the species Orthohepevirus A. J. Virol. Methods. 2015; 
214: 25—8.

11.	 Drobeniuc J., Meng J., Reuter G., Greene-Montfort T., Khudyakova 
N., Dimitrova Z. et al. Serologic assays specific to immunoglobulin 
M antibodies against hepatitis E virus: pangenotypic evaluation of 
performances. Clin. Infect. Dis. 2010; 51(3): e24—7.

12.	B endall R., Ellis V., Ijaz S., Ali R., Dalton H.J. A comparison of two 
commercially available anti-HEV IgG kits and a re-evaluation of an-
ti-HEV IgG seroprevalence data in developed countries. Med. Virol. 
2010; 82(5): 799—805.

13.	B ystrova T.N., Polyanina A.V., Knyagina O.N. Qualitative and quan-
titative parameters of epidemic process of hepatitis E virus infec-
tion in Central-European region of Russia. Mir virusnykh gepatitov. 
2010; (1): 9—13. (in Russian)

14.	P otemkin I.A., Kyuregyan K.K., Isaeva O.V., Belyakova V.V., May-
orova O.A., Shchibrik E.V. et al. Prevalence of hepatitis E markers 
in blood donors in different regions of Russian Federation. Gema-
tologiya i transfuziologiya. 2013; 58(4): 26—8. (in Russian)

Received 10.12.15

© Коллектив авторов, 2016

УДК 616.932-078.33

Евдокимова В.В., Алексеева Л.П., Кретенчук О.Ф., Кругликов В.Д., Архангельская И.В., Бурша О.С.

ИММУНОФЕРМЕНТНЫЕ МЕТОДЫ АНАЛИЗА В ДИАГНОСТИКЕ ХОЛЕРЫ

ФКУЗ Ростовский-на-Дону научно-исследовательский противочумный институт Роспотребнадзора, 344002,  
г. Ростов-на-Дону

Отработаны оптимальные режимы постановки прямого варианта планшетного иммуноферментного анализа и дот-
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Перспективным направлением в иммунодиагностике ин-
фекций является использование тест-систем с визуальным 
учетом результатов, основанных на иммунофильтрации, имму-
нохроматографии, иммуноагглютинации и дот-иммуноанализе 
[1]. В качестве основы для изготовления современных имму-
нологических тест-систем наиболее стандартизованными и 
универсальными являются панели моноклональных антител 
(МКА), которые позволяют создавать высокоспецифичные 
системы детекции холерного вибриона и его факторов виру-
лентности. Одним из самых чувствительных иммунодиагно-
стических тестов обнаружения холерного вибриона является 
твердофазный иммуноферментный анализ (ТИФА) и его дот-
вариант (ДИА) на нитроцеллюлозной мембране. К настояще-
му времени в нашей стране и за рубежом разработан целый 
ряд экспериментальных диагностикумов, предназначенных 
для выявления холерного вибриона и его антигенов иммуно-
ферментными методами. В институте «Микроб» проводились 
работы по конструированию иммуноферментных тест-систем 
с использованием МКА. Так, Н.Е. Терешкиной [2] описано 
создание на основе разноэпитопных МКА и поликлональных 
антител к ЛПС V. cholerae О139 экспериментальных диагно-
стических иммуноферментных тест-систем, предназначенных 
для детекции возбудителя холеры независимо от наличия у 
него капсулы. В работе Н.А. Сыровой [3] показаны преиму-
щества применения высокочувствительных тест-систем для 
ТИФА (0,3—0,5 мкг/мл), включая дот-иммуноанализ (ДИА: 
0,06—0,25 мг/мл), на основе мышиных МКА к типоспецифи-
ческим О-антигенам V. cholerae О1, выделенным химическим 
путем, для контроля их биосинтеза при производстве бива-
лентной химической вакцины. В публикации В.А. Федоровой 
и соавт. [4] описано конструирование экспериментальных 
иммуноферментных тест-систем с использованием МКА к 
V. cholerae О139; их чувствительность составила 2,3·106 (не-
прямой вариант ТИФА) и 1,5·105—1,2·106 (прямой вариант 
ТИФА) [4]. В Ростовском противочумном институте О.В. 
Маркина [5] отработала и оптимизировала на основе МКА к 
холерному токсину иммуноферментный метод двойных анти-
тел (ИФА-2АТ), который позволяет оценить токсинопродук-
цию штаммов холерных вибрионов серогрупп О1 и О139 с 
чувствительностью метода 50 нг/мл. В институте «Микроб» 
Е.А.Михеева и соавт. [6] применили МКА для обнаружения 
холерного токсина в ДИА на ацетатцеллюлозной мембране. 
Сотрудники ФГУН ГНЦ ПМБ (г. Оболенск) оценили воз-
можность использования в иммунохроматографических тест-
системах МКА, продуцируемых гибридомами, полученными 
в Ростовском противочумном институте. Проведенные иссле-
дования показали, что антитела сохраняют свою иммунохи-
мическую активность после конъюгирования с коллоидным 
золотом, поэтому на их основе были разработаны ИХ-полоски 
[7, 8]. Однако экспериментальные разработки зачастую не за-
вершаются внедрением результатов в практику на уровне сер-
тифицированных препаратов.

В Ростовском-на-Дону противочумном институте получе-
ны экспериментальные серии пероксидазных конъюгатов на 
основе видоспецифических моноклональных антител (МКА), 
направленных к эпитопам О-полисахарида холерных вибрио-
нов серогруппы О1 (ПХ-МКА О1) и соответственно серо-
группы О139 (ПХ-МКА О139). Моноклональные конъюгаты 
показали в ТИФА и дот-ИФА высокую чувствительность (по-
рядка 105—106 мкл./мл) и строгую специфичность в отноше-
нии штаммов V. cholerae O1, V. cholerae O139 при отсутствии 
перекрестных реакций с представителями близкородственных 
и гетерологичных микроорганизмов [9]. 

Цель данной работы — подобрать оптимальный режим 
постановки планшетного прямого ИФА и дот-ИФА с при-
менением моноклональных пероксидазных конъюгатов для 
экспрессного выявления холерных вибрионов серогрупп О1 и 

О139 как в стационарных, так и в полевых условиях без при-
борного обеспечения.

Материал и методы. Штаммы микроорганизмов. В ра-
боте использовали штаммы возбудителя холеры (V. cholerae 
O1 — 5 шт., V. cholerae О139 — 5 шт.) и близкородственных 
микроорганизмов (E. coli — 1 шт., Aeromonas — 1 шт., V. chol-
erae не О1/не О139 — 1 шт.), полученные из музея Института 
живых культур. Взвеси холерных вибрионов и гетерологич-
ных культур готовили в 0,9% растворе хлорида натрия (pH 
7,2±0,1) по стандартным образцам мутности ГИСК им. Л.А. 
Тарасевича 10 ед. (ОСО 42-28-85П) соответствующего года 
выпуска, эквивалентных концентрации 1·109 м.к./мл; клетки 
обеззараживали кипячением в течение 30 мин.

Гибридомы-продуценты. Источником иммуноглобулинов 
служили культуральные жидкости (КЖ) гибридомы F8G12 
(патент № 2425874) [10], продуцирующей МКА к О-антигену 
V. cholerae O1, и гибридомы 3E4 (патент № 2425875) [11], 
продуцирующей МКА к О-полисахариду V. cholerae O139. 
Гибридомы были выведены из состояния глубокого холода, 
культивированы при 37°C в атмосфере 5% CO2 и 70—80% 
влажности с использованием среды RPMI-1640 (Gibco) с 
добавлением 15% эмбриональной телячьей сыворотки (Hy-
Clone, Thermo scientific, UK), L-глутамина; МКА были нако-
плены в препаративных количествах in vitro.

Очистка специфических иммуноглобулинов. Выделение 
иммуноглобулиновой фракции из культуральных жидкостей 
гибридов осуществляли преципитацией сульфатом аммония 
[12–14].

Приготовление пероксидазных конъюгатов. Конъюга-
цию очищенных иммуноглобулинов с пероксидазой хрена 
(RZ >3, акт >250 ед/мг, хромат. чист, обессол., для иммуно-
лог., ДИА-М) проводили по методу P.K. Nakane [15] в соот-
ношении 2:1 соответственно.

Иммуноферментный анализ. При постановке прямого 
ТИФА в полистироловых планшетах (Greiner Bio-One, GmbH) 
бактериальные взвеси готовили в карбонат-бикарбонатном 
буфере (pH 9,5). Для отмывки несвязавшихся компонентов ис-
пользовали фосфатно-солевой буфер с твином (ФСБ-Т). В ка-
честве хромогена использовали 3,3',5,5'-тетраметилбензидин 
(AppliChem, Германия). Оптическую плотность измеряли на 
спектрофотометре BioTek EL*800 (BioTek Instruments, США) 
при длине волны 450 нм (референс-волна 630 нм).

Дот-иммуноанализ. Для постановки дот-ИФА по стан-
дартной методике [16] использовали нитроцеллюлозную 
мембрану (НЦМ) с диаметром пор 0,45 мкм (Bio-Rad). Все 
манипуляции с мембранами проводили с помощью анато-
мического пинцета, не касаясь ее руками. Обеззараженные 
кипячением и приготовленные на карбонат-бикарбонатном 
буфере (pH 9,5) взвеси холерных вибрионов наносили в объ-
еме 2 мкл на точку. Мембраны высушивали на воздухе, затем 
трижды промывали в фосфатно-солевом буфере с твином, за-
бивали пустые сайты на мембране 1% раствором БСА (Albu-
min bovine, Amresco) в течение 30 мин, трижды промывали в 
ФСБ-Т и инкубировали в рабочем растворе моноклонального 
пероксидазного конъюгата. Затем трижды промывали мем-
брану в дистиллированной воде и проявляли специфические 
пятна хромогеном — диаминобензидином (Aldrich).

Статистическая обработка результатов. Все иссле-
дования проводили не менее чем в трех повторностях. При 
анализе и обобщении результатов планшетного ИФА были 
использованы методы, описанные И.П. Ашмариным и соавт. 
[17]. Кроме того, для обработки данных применяли компью-
терную программу Statistica: Basic Statistic and Tables.

Результаты и обсуждение. На первом этапе работы 
сравнивали различные условия сорбции антигена в лунках 
полистироловых серологических планшет. Сенсибилизацию 
бактериальных взвесей (по 3 штамма каждой серогруппы) 
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проводили при комнатной температуре (20—25°C) и при 
37°C в течение 30 и 60 мин. Время инкубации антигена с 
холерным моноклональным пероксидазным конъюгатом (в 
рабочем разведении) составляло 40 мин. Результаты реак-
ций учитывали визуально и путем определения оптической 
плотности проб. Результаты считали положительными, если 
значение D450 исследуемого образца в 2 раза и более превос-
ходило значение D450 отрицательных контролей. Результаты 
представлены в табл. 1.

Как видно, значения оптических плотностей при разных 
температурных режимах и времени сорбции антигена коле-
блются незначительно. Из этого следует, что для постановки 
прямого ТИФА достаточно короткого режима сенсибилиза-
ции антигена — 30 мин при комнатной температуре.

Далее сравнивали температуру и время инкубации сен-
сибилизированного антигена с моноклональным пероксидаз-
ным конъюгатом (табл. 2).

Из данных табл. 2 следует, что для специфического взаи-
модействия антигена с моноклональным конъюгатом доста-
точно 20 мин инкубации при комнатной температуре.

Ранее нами было показано, что чувствительность ТИФА 
при использовании пероксидазных конъюгатов составляет 
105—106 м.кл. [9]. Мы определили минимальную дозу ми-
кробных клеток на лунку (сорбция антигена в течение 30 мин 
в разных температурных условиях), которую будет выявлять 
пероксидазный конъюгат при его инкубации с антигеном в 
течение 20 мин (табл. 3).

Таким образом, чувствительность метода остается на 
уровне 106 м.кл при сенсибилизации антигена в течение 30 
мин в указанных температурных режимах (37°C и комнат-
ная (20—25°С)) и продолжительности инкубации антигена с 
пероксидазным конъюгатом 20 мин, из чего следует, что все 

этапы ТИФА можно проводить в условиях комнатной темпе-
ратуры (20—25°C).

В задачи исследования также входил подбор оптималь-
ных режимов постановки дот-иммуноанализа, а именно 
сравнение различных значений температуры и времени инку-
бации антигена с экспериментальными препаратами перок-
сидазных конъюгатов. Сенсибилизацию НЦМ осуществляли 
так, как описано в Материалах и методах: наносили анти-
ген из микробных взвесей следующих концентраций: 1010, 
109, 108, 107, 106 мк.кл./мл. Блокирование свободных сайтов 
проводили в термостате (37°C) при комнатной температуре 
(20—25°С) в стационарных условиях и на шейкере в тече-
ние 30 мин. Конъюгаты МКА-О1 и МКА-О139 использовали 
в рабочих разведениях, которые устанавливали в предвари-
тельных опытах. Мембрану погружали в раствор конъюгата 
и выдерживали при разных режимах (комнатная температура 
— 20 мин, термостат 37°C — 20 мин, шейкер/комнатная 
температура — 20 мин; комнатная температура — 40 мин, 
термостат 37°C — 40 мин, шейкер/комнатная температура — 
40 мин), затем отмывали. Оценку реакции проводили визу-
ально по интенсивности окрашивания точек-дотов. Результат 
считали отрицательным, если на месте нанесения антигена 
пятно не проявляется (может проявляться незначительное 
фоновое светло-бежевое окрашивание). Результат считали 
положительным, если на месте нанесения антигена появля-
ется коричневое пятно с четким контуром. При отработке 
режима постановки дот-ИФА установили, что для специфи-
ческого связывания сенсибилизированного антигена с перок-
сидазными конъюгатами 20 мин инкубации недостаточно, 
а выявление холерных вибрионов возможно только после 
40 мин инкубации антигена с мечеными МКА. Однако для 
выявления V. cholerae O1 с помощью моноклонального пе-
роксидазного конъюгата (ПХ-МКА О1) применимы все три 
варианта 40-минутной инкубации (рис. 1), тогда как для об-
наружения штаммов V. cholerae О139 оптимальным является 
вариант инкубации мембран в рабочем растворе перокси-
дазного конъюгата (ПХ-МКА О139) — 40 мин на шейкере 
при комнатной температуре (20—25°C) (рис. 2). Вполне до-
пустима постановка реакции в термостате и при комнатной 
температуре без шейкера, но в этом случае интенсивность 
специфических пятен будет снижена (возможен вариант пе-
риодического покачивания емкости в процессе инкубации 
мембраны в рабочем растворе конъюгата ПХ-МКА О139). Из 
представленных результатов следует, что чувствительность 
метода дот-ИФА остается на уровне 2•106 м.кл. на точку для 
ПХ-МКА О1 при указанных режимах инкубации с антиге-
ном (комнатная температура — 20 мин, термостат 37°C — 20 
мин, шейкер/комнатная температура — 20 мин; комнатная 
температура — 40 мин, термостат 37°C — 40 мин, шейкер/
комнатная температура — 40 мин) и для ПХ-МКА О139 при 
режиме шейкер/комнатная температура — 40 мин.

Таким образом, результаты исследований дают основа-
ние говорить о сопоставимой диагностической ценности 
дот-ИФА и классической иммуноферментной реакции на 
пластике. Использование МКА для детекции V. cholerae в 

Т а б л и ц а  1
Условия сорбции антигена в лунках серологических планшет

Время 
сорбции 
антиге-
на, мин

Температура сорбции антигена

комнатная (20—25°C) 37°C

показатели 
ОП для  

V. cholerae 
O1

показатели 
ОП для  

V. cholerae 
O139

показатели 
ОП для  

V. cholerae 
O1

показатели 
ОП для  

V. cholerae 
O139

60 2,643±0,025 2,589±0,015 2,720±0,024 2, 690±0,018
30 2, 496±0,019 2, 470±0,018 2, 560±0,022 2,520±0,016

П р и м е ч а н и е . Представлены средние значения оптических 
плотностей (ОП) и стандартное отклонение. ОП K = 0,072±0,023.

Т а б л и ц а  2
Режимы инкубации антигена с холерным пероксидазным моно-
клональным конъюгатом

Время 
инку-
бации, 

мин

Температура инкубации

комнатная (20—25°C) (пока-
затели ОП после инкубации 

антигена с конъюгатом)

37°C (показатели ОП по-
сле инкубации антигена с 

конъюгатом)

V. cholerae 
O1 + ПХ-
МКАО1

V. cholerae 
O139 + ПХ-
МКАО139

V. cholerae 
O1 + ПХ-
МКАО1

V. cholerae 
O139 + ПХ-
МКАО139

40 2,621±0,017 2,595±0,024 2,701±0,024 2,678±0,014
20 2,583±0,022 2, 550±0,018 2,633±0,013 2, 610±0,012

П р и м е ч а н и е . Представлены средние значения опти-
ческих плотностей (ОП) и стандартное отклонение. ОП  
K 0,074±0,014.

Т а б л и ц а  3
Чувствительность пероксидазных конъюгатов в ТИФА

Температура  
сорбции  
антигена

Чувствительность (минимальное кол-во 
микробных клеток в лунке)

V. cholerae O1 + ПХ-
МКАО1

V. cholerae O139 + 
ПХ-МКАО139

37°C 106 106

Комнатная 
(20—25°C)

106 106
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ТИФА и дот-иммуноанализе обеспечивает высокую специ-
фичность методов; применение пероксидазных конъюгатов 
МКА исключает возможность перекрестных реакций и не-
обходимость использования дорогостоящих антивидовых 
конъюгатов. Прямой метод ИФА в планшетном варианте со-
кращает общее время анализа до 70—80 мин, в случае дот-
ИФА на мембране — до 70—90 мин. Визуальная оценка ана-
лиза, простота и экономичность данных тестов по затратам 
обусловливают их практическую значимость и возможность 
применения для диагностики возбудителя холеры в полевых 
условиях при исследовании большого количества штаммов. 
На основании полученных результатов можно говорить о 
перспективности внедрения разработанных препаратов в 
лабораторную практику как в стационарных, так и в поле-
вых условиях. Преимущества прямых вариантов иммуно-
ферментного анализа позволяют использовать их в качестве 
альтернативы или в дополнение к другим диагностическим 
экспресс-тестам детекции холерных вибрионов, а также 
в научных исследованиях. Кроме того, институт является 
референс-центром по мониторингу за холерой и, очевид-
но, что применение высококачественных тест-систем будет 

способствовать повышению достоверности серологического 
анализа.

Продолжение исследований предусматривает широкую 
апробацию экспериментальных (лиофильно высушенных) 
образцов моноклональных пероксидазных конъюгатов в про-
цессе мониторинговых исследований на холеру и при посту-
плении культур в институт на идентификацию.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
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