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Разработан безынструментальный протокол выявления способности Vibrio cholerae к образованию
токсина. В основе лежит метод дот-иммуноферментного анализа (дот-ИФА), реализованный на
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Сохраняющаяся нестабильность ситуации по
холере, обусловленная широким распростране-
нием этой инфекции в мире и сочетающаяся с
риском завоза ее в нашу страну, требует присталь-
ного внимания, направленного на разработку ме-
тодов лабораторного обеспечения противоэпиде-
мических мероприятий. Одним из важных на-
правлений в реализации этой задачи является
оценка эпидемической значимости выделен-
ных штаммов холерных вибрионов.

В соответствии с методическими указания-
ми по лабораторной диагностике холеры (МУК
4.2.2218-07 “Лабораторная диагностика холе-
ры”) для оценки эпидемической значимости Vibrio
cholerae серогрупп О1 и О139 предусмотрено опре-
деление гемолитической активности по Грейгу в
совокупности с чувствительностью к холерным
диагностическим бактериофагам ctx+ и ctx‒, выяв-
ление с помощью полимеразной цепной реакции
(ПЦР) генов ctxAB и tcpA, отвечающих за синтез
холерного токсина и большой субъединицы ток-
синкоррегулируемых пилей адгезии соответствен-
но, а для определения токсигенности вибрионов ‒
модель кроликов-сосунков [1].

Заметим, что, во-первых, наличие гена далеко
не всегда означает его полноценную экспрессию
(это связано с механизмами регуляции и их воз-
можными нарушениями); во-вторых, использо-

вание биомодели – это длительный и трудоемкий
путь; в-третьих, фагорезистентность холерных
вибрионов имеет тенденцию к росту. С учетом
этих факторов проблему эпидемиологической зна-
чимости V. cholerae решают путем прямого об-
наружения холерного токсина (ХТ), используя
для этого иммунохимические методы: иммуно-
ферментный анализ (ИФА) и латекс-агглюти-
нацию [2, 3]. Рекомендованный Всемирной ор-
ганизацией здравоохранения (ВОЗ) протокол
ELISA-GM1 требует для проведения анализа ис-
пользования дорогостоящих реагентов [4], а ла-
тексный диагностикум VET-RPLA kit (Oxoid Li-
mited, Великобритания) недостаточно специфичен,
так как реагирует с энтеротоксигенными штамма-
ми Escherichia coli [5].

Ранее получен положительный опыт по разра-
ботке иммуноферментной тест-системы для де-
текции ХТ, продуцируемого штаммами V. cholerae
классического и El Tor биоваров [6, 7]. В ее основе
лежал сэндвич-вариант ИФА, где в качестве твер-
дой подложки использовали полистирольный
планшет, лунки которого были сенсибилизиро-
вали моноклональными антителами 3Е5, специ-
фичными к ХТ [8]. Для выявления образовавше-
гося комплекса антитело‒антиген использовали
моноклональные анти-ХТ-антитела 2Е5 против
холерного токсина [9], конъюгированные с перок-
сидазой хрена (HRP). Порог чувствительности тест-
системы для детекции ХТ составлял 0.1 нг/мл. Ток-
син определяли в среде культивирования исследуе-
мого штамма, с энтеротоксигенными штаммами

Список сокращений: ИФА – иммуноферментный анализ,
ХТ – холерный токсин, моноАТ –моноклональные анти-
тела, ФСБ – фосфатно-солевой буфер.
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E. coli кросс-реактивности не зарегистрировано.
Однако время анализа было длительным (18‒19 ч) и
для его проведения требовалось специализиро-
ванное оборудование.

Для упрощения исследований, в том числе в
полевых условиях, сокращения их продолжитель-
ности и себестоимости представляется перспек-
тивным использование технологии дот-иммуно-
анализа и иных вариантов ИФА. Так, M.G. Pap-
pas и др. [10] использовали для проведения ИФА
нитроцеллюлозные диски, помещенные в лунки
планшетов, предназначенных для микротитро-
вания. Подобная схема мембранной техноло-
гии была успешно применена при конструирова-
нии тест-системы для определения антител к Yersi-
nia pseudotuberculosis [11]. Разработана тест-система
для выявления антител к возбудителям кори, крас-
нухи и паротита, в которой в качестве твердой фазы
выбрана синтетическая бумага [12]. Y. Nilofar и
соавт. [13] для выявления антител к вирусу болез-
ни Ньюкасла использовали дипстики, представ-
ляющие собой полоску из полистирола, к кото-
рой прикреплен материал, сенсибилизованный
вирусным антигеном.

Целью проведенной нами работы была разра-
ботка безынструментального метода определения
способности штаммов V. choleraе к синтезу ХТ на
основе дот-ИФА с использованием дипстиков.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Материалы и методы

Для изготовления дипстика использовали сле-
дующие реагенты: бычий сывороточный альбу-
мин (БСА), Tween-20 (Amresco, США), глицерин
(Panreac, Испания), нитроцелюлозную мембрану
с сеткой с размером пор 0.2 мкм (“Владисарт”,
Россия); синтетическую бумагу Polylith марки
GH-1 с плотностью 340 г/м2 (Granwell, США), хо-
лерный токсин с концентрацией 1 мкг/мл (по-
лучен из штамма Vibrio choleraе 569B в ФКУЗ
РосНИПЧИ “Микроб” Роспотребнадзора, Россия).

Для сенсибилизации рабочей поверхности
дипстика использовали специфичные к ХТ мо-
ноклональные антитела (моноАТ) 3Е5 [8], а для де-
текции ‒ специфичные к ХТ анти-ХТ-моноАТ 2Е5
[9]. Последние конъюгировали с HRP (AppliChen,
Германия) по методу М. Wilson & P. Nakane [14]. В
качестве субстрата для дот-иммунализа использо-
вали 3,3'-диаминобензидин (ДАБ) (Sigma, США).

На полоске синтетической бумаги, плотностью
340 г/м2 (например, Polylith марки GH-1) и разме-
ром 70 × 5 мм, с одного края с помощью клея
фиксировали полоску нитроцеллюлозной мем-
браны размером 12 × 3 мм с сеткой и размером
пор 0.2 мкм (рис. 1). На прикрепленной мембране
и проходит дот-иммуноанализ. На один из участ-
ков (№ 2 на рис. 1) мембраны наносили анти-ХТ-
моноАТ 3Е5 (с концентрацией 20 мкг/мл в фосфат-
но-солевом буфере (ФСБ), рН 7.0) в объеме 1 мкл, а
на другой (№1 на рис. 1) ‒ ХТ (с концентрацией
80 мкг/мл в ФСБ, рН 7.0) в объеме 1 мкл. ХТ ис-
пользовали как внутренний положительный кон-
троль на каждом дипстике.

После нанесения антител и ХТ дипстик высу-
шивали в течении 30 мин при температуре 37°С.
Свободные участки связывания в рабочей зоне
дипстика блокировали 2%-ным раствором БСА в
ФСБ (рН 7.0), содержащем 0.05% Tween-20, в те-
чение 2 ч при комнатной температуре. Дипстик
промывали ФСБ (рН 7.2) путем ополаскивания
рабочей зоны, высушивали при комнатной тем-
пературе и хранили до использования.

Дот-ИФА с использованием дипстиков

Дот-иммуноанализ проводили по следующей
схеме. В пробирку, содержащую бульон AKI (бакто-
пептон – 1.5%, дрожжевой экстракт – 0.4%, натрия
бикарбонат – 0.3%, натрия хлорид – 0.5%) с подра-
щенной культурой изучаемого штамма V. choleraе,
помещали приготовленный дипстик и инкубирова-
ли при комнатной температуре 45 мин таким об-
разом, чтобы рабочая зона была полностью по-
гружена в среду. Затем, удерживая дипстик за
рукоятку, промывали его ФСБ (рН 7.2) путем
ополаскивания.

Рис. 1. Внешний вид дипстика и схема нанесения хо-
лерного токсина и моноклональных антител к нему.
Рабочая зона дипстика: 1 ‒ участок нанесения ХТ
(внутренний положительный контроль), 2 ‒ участок
нанесения анти-ХТ-моноАТ.
Fig. 1. The appearance of the dipstick and the scheme of
application of cholera toxin (CT) and monoclonal anti-
bodies to it. The working area of the dipstick: 1 ‒ CT ap-
plication site (internal positive control), 2 ‒ anti-CT-mono-
clonal antibody (MAb) application site.

1
2

Рабочая зона

Рукоятка дипстика
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БОЙКО и др.

Далее дипстик на 45 мин помещали в раствор
моноАТ 2Е5, меченных пероксидазой хрена, в
ФСБ (рН 7.0) на 45 мин. (Конъюгацию антител
проводили по методу М. Wilson & P. Nakane [14] ex
tempore). Дипстик вновь промывали, как указано
выше, и помещали в раствор субстрата до появ-
ления цветных пятен в рабочей зоне (обычно
3‒5 мин). Субстрат готовили по прописи: 3 мл
ФСБ + 1.5 мг ДАБ + 1.5 мкл 33%-ного раствора
Н2О2. Дипстик сразу промывали, высушивали и
регистрировали результат. Учет результатов воз-
можен и до высушивания дипстика.

Определение чувствительности 
дот-ИФА с использоанием дипстика

Подготовленные дипстики помещали в раство-
ры ХТ разной концентрации: от 1 до 128 нг/мл ‒ и
инкубировали 1 ч при комнатной температуре.
Дипстики промывали в ФСБ (рН 7.2), помещали
на 45 мин в конъюгат моноАТ 2Е5-HRP и вновь
промывали, как указано выше, затем инкубиро-
вали в растворе субстрата-хромогена (приготов-
лен ex tempore) до появления цветных пятен в ра-
бочей зоне. Далее все процедуры проводили так,
как описано выше.

Выявление холерного токсина методом ИФА

Для проведения классического варианта ИФА
использовали “Тест-систему иммунофермент-
ную для определения продукции холерного ток-
сина штаммами Vibrio choleraе (ИФАХолХТ-М)”
производства ФКУЗ РоcНИПЧИ “Микроб” [15].
Работу выполняли в соответствии с инструкцией
по применению.

Для проведения исследования использовали
9 штаммов холерных вибрионов, из них два (569В

и М-41) относятся к V. cholerae серогруппы O1
классического биовара (ctxAB+, tcpA+); четыре
(М-879, М-1509, М-1463 и Р-3122) ‒ к V. cholerae
серогруппы O1 биовара El Tor (ctxAB+, tcpA+), два
(М-1460 и М-1436) ‒ к V. cholerae серогруппы O1
биовара El Tor (ctxAB‒, tcpA‒), один (МО-45) ‒ к
V. cholerae серогруппы O139 (ctxAB+, tcpA+). Все
штаммы были получены из Государственной кол-
лекции патогенных бактерий ФКУЗ РосНИПЧИ
“Микроб” Роспотребнадзора.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На первом этапе проведенной нами работы

был разработан дизайн дипстика и способ его из-
готовления (см. в разделе “Условия эксперимен-
та”).

На следующем этапе провели оптимизацию
способа выявления ХТ на сконструированных
дипстиках. Ранее был предложен способ индук-
ции ХТ в малых объемах бульона AKI [5], кото-
рый предусматривает следующие фазы: первич-
ное подращивание исследуемого штамма V. cholerae
(1/2 бактериологической петли № 2) в стеклянной
пробирке, содержащей 10 мл среды AKI, при темпе-
ратуре 37°С в течение 2.5 ч; вторичное подращива-
ние ‒ путем пересева 1 мл подращенной на первом
этапе культуры в центрифужную пробирку с 5 мл
бульона АКI, которую располагают в термостате в
наклонном положении (без касания жидкостью
крышки пробирки) и инкубируют при температу-
ре 37°С в течение 16 ч.

В результате ряда проведенных экспериментов
подтверждена эффективность применения тако-
го подхода индукции ХТ для использования в раз-
работанном дот-иммуноанализе на дипстиках.
Для выявления ХТ в культуральной жидкости
предложен следующий алгоритм: подготовлен-

Таблица 1. Интерпретация результатов дот-иммуноанализа на дипстике
Table 1. Interpretation of the results of dot-immunoassay on dipstics

* Примечание: “+” ‒ положительный результат (наличие цветного пятна), “‒” ‒ отрицательный результат (отсутствие цвет-
ного пятна).
*Note: “+” ‒ positive result (presence of a color spot), “‒” ‒ negative result (absence of a color spot).

Рабочая зона дипстика*
Интерпретация

результата1 ‒ внутренний положительный 
контроль 2 ‒ образец

+ + ХТ обнаружен в пробе

+ ‒ ХТ не обнаружен в пробе

‒ ‒/+ Результат невалидный, необходимо 
дополнительное исследование
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ный дипстик помещали в пробирку со средой АКI
с ростом исследуемого штамма; инкубировали при
комнатной температуре в течение 45 мин. Дипстик
промывали в ФСБ (pH 7.2); помещали в раствор
HRP-меченых антител, инкубировали и отмывали,
как указано выше. Для выявления образовавших-
ся комплексов антиген‒антитело дипстик поме-
щали в раствор субстрата и выдерживали в тече-
ние 3‒5 мин до появления пятен в рабочей зоне,
промывали путем ополаскивания и высушивали.

При наличии ХТ в бульоне AKI в рабочей зоне
дипстика появлялись два цветных пятна, хорошо
контрастирующих с фоном. Наличие в рабочей
зоне дипстика только одного верхнего пятна сви-
детельствует об отсутствии у тестируемого штамма
V. cholerae способности к синтезу ХТ (рис. 2). Алго-
ритм регистрации результатов приведен в табл. 1.

В ходе ряда экспериментов установлено, что
аналитическая чувствительность разработанного
способа детекции ХТ методом дот-иммуноанали-
за с использованием дипстика составила не менее
1 нг/мл. Из результатов, приведенных на рис. 3,
видно, что ХТ в концентрации 1 нг/мл (предельно
использованная минимальная концентрация) хо-
рошо выявляется. Все зоны мембраны, на которую
не нанесены анти-ХТ-антитела и собственно ХТ,
представляют собой отрицательный контроль.

Дальнейшее определение чувствительности не
проводили в связи с особенностями использования
дипстиков (выращивание исследуемых штаммов в
среде AKI, обеспечивающей избыточную индук-
цию ХТ). Специфичность метода составила 100%,
так как положительный результат регистрирова-
ли только при исследовании токсигенных штам-
мов V. cholerae (табл. 2).

Далее мы рассмотрели вопрос возможности
сокращения продолжительности предложенно-
го методического подхода. Показано, что на
этапе индукции ХТ (вторичное подращивание)
может быть реализовано прикрепление токсина
к зоне 2 дипстика, где иммобилизованы моноАТ,
специфично связывающие ХТ. В этом случае сра-
зу после посева исследуемого материала для вто-
ричного подращивания в пробирку помещали под-
готовленный к анализу дипстик и проводили куль-
тивирование вместе с ним. Такая схема позволяет
сократить время исследования на 45 мин (при-
близительно в 2 раза) без отрицательного влия-
ния на конечный результат (рис. 4).

Как видно из результатов, приведенных на
рис. 4, предложенный способ, как по полной, так
и по сокращенной схеме, обеспечивает выявле-
ние ХТ, индуцированного токсигенными штам-
мами V. cholerae серогруппы О1 классического
биовара, геновариантами биовара El Tor и серо-
группы О139.

В ходе изучения токсигенных и нетоксиген-
ных штаммов холерных вибрионов с помощью
разработанного дот-иммуноанализа с использо-
ванием дипстиков и тест-системы ИФАХолХТ-М
показано полное совпадение как положительных,

Рис. 2. Выявление холерного токсина с помощью
дипстиков методом дот-иммуноанализа. ХТ присут-
ствует (а) или отсутствует (b) в пробе.
Fig. 2. Detection of cholera toxin using dipstics by dot-im-
munoassay. CT is present (a) or absent (b) in the sample.

а b

Рис. 3. Определение чувствительности дот-иммуноанализа с использованием дипстиков. Цифрами указана концен-
трация холерного токсина в нг/мл.
Fig. 3. Determination of the sensitivity of dot-immunoassay with a use of dipstics. The numbers indicate the concentration of
cholera toxin in ng/mL.

128 64 32 16 8 4 2 1
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Таблица 2. Сравнение эффективности дот-иммуноанализа с использованием дипстиков и коммерческой тест-
системы ИФАХолХТ-М (ФКУЗ РоСНИПЧИ “Микроб”)
Table 2. Comparison of the effectiveness of dot-immunoassay with dipsticks and the commercial ELISACholCT-M test
system (Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”)

№
п/п Штамм Геногруппа

Выявление ХТ

ИФАХолХТ-М дот-ИФА с 
дипстиками

Vibrio cholerae серогруппы O1 классического биовара

1 569В ctxAB+; tcpA+ + +

2 М-41 ctxAB+; tcpA+ + +

Vibrio cholerae серогруппы O1 биовара El Tor

3 Р-3122 ctxAB+; tcpA+ + +

4 М-879 ctxAB+; tcpA+ + +

5 М-1509 ctxAB+; tcpA+ + +

6 М-1463 ctxAB+; tcpA+ + +

7 М-1436 ctxAB‒; tcpA‒ – –

8 М-1460 ctxAB‒; tcpA‒ – –

Vibrio cholerae серогруппы O139

9 МО-45 ctxAB+; tcpA+ + +

Рис. 4. Результаты выявления холерного токсина на дипстиках методом дот-иммуноанализа. По полной схеме иссле-
дованы штаммы Vibrio cholerae M-41 (1), M-879 (4), MO-45 (10); по сокращенной схеме ‒ V. cholerae M-41 (2, 3), M-879
(5, 6), М-1463 (7‒9), MO-45 (11, 12). 
Fig. 4. Results of detection of cholera toxin on dipsticks by dot-immunoassay. Vibrio cholerae strains M-41 (1), M-879 (4), MO-45
(10) were tested according to the full scheme; V. cholerae M‒41 (2, 3), M-879 (5, 6), M-1463 (7–9), MO-45 (11, 12) were tested
according to the shortcut scheme.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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так и отрицательных результатов, полученных обо-
ими методами, при анализе штаммов патогенов,
соответственно продуцирующих и не продуциру-
ющих ХТ (табл. 2).

Оценивая экономическую эффективность дот-
иммуноанализа на дипстиках, следует отметить, что
при изготовлении тест-системы ИФАХолХТ-М
для сенсибилизации одной лунки полистироло-
вого планшета требуется 100 мкл раствора специ-
фических моноАТ с концентрацией 20 мкг/мл, в
то время как для изготовления одного дипстика
требуется 1 мкл раствора этих же антител в той же
концентрации, то есть в 100 раз меньше на один
анализ, и, следовательно, затраты на антитела
снижаются в 100 раз.

Таким образом, нами разработан способ безын-
струментального выявления продуцируемого штам-
мами Vibrio cholerae токсина. Метод основан на
принципе дот-иммуноанализа, проводимого на
дипстиках. Экспериментально показано, что ис-
пользование дипстиков для детекции холерного
токсина не уступает по эффективности традици-
онному ИФА на иммунологических планшетах,
позволяет сократить время анализа приблизи-
тельно в 2 раза и существенно снизить себестои-
мость исследования и его трудоемкость.
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Detection of Cholera Toxin in the Culture Medium by dot-Immunoassay on Dipsticks
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Abstract—An instrument-free method for detecting the toxin-producing ability of Vibrio cholerae has been
developed. It is based on dot-ELISA implemented on dipstiks. For the manufacture of dipsticks,
100 times less monoclonal antibodies are required than in microplate ELISA format.
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