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для достоверной оценки наличия иммунной прослойки к возбудителю холеры необходимым является опреде-
ление уровня специфических антител в сыворотке крови людей. для выявления специфических противохолер-
ных антител применяют серологические методы, направленные на выявление агглютинирующих, вибриоцид-
ных и токсиннейтрализующих антител. в то же время указанные методы имеют ряд существенных недостатков, 
которые могут быть устранены при использовании биологических микрочипов, направленных на выявление 
специфичес ких антител. цель работы – оценка уровня формирования иммунной прослойки к возбудителю холе-
ры у лиц, проживающих на территории гвинейской республики, с использованием биологического микрочипа. 
материалы и методы. исследовано 190 образцов сывороток крови людей, проживающих на территории трех 
провинций гвинейской республики. образцы собраны в период с мая по октябрь 2016 г. выявление специфичес-
ких антител к антигенам V. cholerae осуществляли с использованием иммуночипа в непрямом анализе. в качестве 
специфических антигенов для сенсибилизации поверхности иммуночипа использовали о-антигены V. cholerae и 
холерный токсин. результаты и обсуждение. в результате анализа с применением иммуночипа специфические 
антитела к о1 и о139 антигенам холерных вибрионов ни в одном из случаев не выявлены. в то же время в 66 ис-
следованных пробах (34,7 %) обнаружены антитела к холерному токсину, из них в 59 образцах – в титре 1:100, в 
одном – в титре 1:400, в двух – в титре 1:800, в четырех образцах – в титре 1:1600. отмечено отсутствие статисти-
чески значимых различий в зависимости от половой принадлежности обследованных и территории их прожива-
ния. полученные результаты можно объяснить тем, что антитела к холерному токсину циркулируют в сыворотке 
крови человека более длительное время, чем антитела, специфичные к о1 и о139 антигенам холерного вибриона. 
проведенные исследования продемонстрировали наличие в сыворотках антител класса IgG, комплементарных к 
холерному токсину, что может свидетельствовать как о контакте населения с возбудителем холеры, так и о фор-
мировании поствакцинального иммунитета.
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Abstract. For a reliable assessment of the presense of the immune layer to cholera agent, it is necessary to determine 
the level of specific antibodies in human blood serum. To detect specific anti-cholera antibodies serological methods are 
used, aimed to identify agglutinating, vibriocidal and toxin neutralizing antibodies. At the same time, the stated methods 
have several drawbacks which can be eliminated when using biological microarrays to detect specific antibodies. Object 
of work. Assessment of the level of the immune layer to cholera agent in individuals residing in the territory of the 
Republic of Guinea, using a biological microchip. Materials and methods. 190 blood serum samples of people living on 
the territory of three provinces of the Republic of Guinea, collected over the period of May–October 2016 were studied. 
The detection of specific antibodies to antigens of V. cholerae was performed using the immunochip for serodiagnosis in 
the indirect analysis. V. cholerae O-antigens and cholera toxin were used as specific antigens for sensibilization of the im-
munochip surface. Results and discussion. As a result of the analysis, using immunochip, specific antibodies to O1 and 
O139-antigens of V. cholerae at the titer of 1:100 were not detected in any of the cases. At the same time, antibodies to 
cholera toxin were found in 66 samples (34.7 %); titers varied from 1:100 to 1:1600, being 1:100 in 59 samples, 1:400 – 
in 1 sample, 1:800 – in 2 samples, 1:1600 – in 4 samples. The absence of statistically significant differences depending 
on the gender of the examined people and the territory of their residence was noted. The obtained results can be explained 
by the fact that antibodies to cholera toxin are more resistant and circulate longer in human serum than antibodies to 
O-antigens. Studies have demonstrated the presence of IgG antibodies complementary to cholera toxin in sera, which 
may indicate both the contact of the population with the cholera pathogen and the formation of post-vaccinal immunity.
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в настоящее время сохраняется напряженная 
обстановка по холере. ежегодно в мире заболе-
вает в среднем 100–300 тыс. человек [1]. в 2017–
2018 гг. наблюдались серьезные эпидемии холеры 
в йемене, сомали, демократической республике 
конго, нигерии, Южном судане [1, 2]. холера яв-
ляется эндемичным заболеванием для многих стран 
западной африки (нигерия, бенин, того, гана, 
либерия, гвинея), где регистрируются как крупные 
вспышки данной инфекции, так и спорадические 
случаи заболевания людей. в 2012 г. в гвинейской 
республике зарегистрирована крупная вспышка хо-
леры – 7350 случаяев, в том числе 133 летальных, в 
2013 г. в стране зарегистрировано 319 случаев забо-
левания холерой [3]. одним из сдерживающих фак-
торов распространения холерной инфекции является 
проведение своевременных противоэпидемических 
и профилактических мероприятий. с целью преду-
преждения заболеваний холерой в стране проведена 
массовая вакцинация местного населения [3]. в кон-
тексте оценки уровня формирования иммунной про-
слойки на территории регионов, где регистрировали 
случаи холеры и проводилась массовая вакцинация, 
важно знать, какая доля людей имеет специфические 
антитела к возбудителю холеры. из-за неоднократ-
ных инфекций бактериальными энтеропатогенами, 
вырабатывающие энтеротоксины, сходные по сво-
ей природе и структуре с холерным токсином [4], у 
людей, проживающих в условиях с низким уровнем 
санитарии, могут наблюдаться антитоксические ан-
титела [5], что затрудняет достоверную оценку фор-
мирования иммунной прослойки.

для выявления специфических противохолерных 
антител применяют серологические методы, направ-
ленные на выявление агглютинирующих, вибриоцид-
ных и токсиннейтрализующих антител [6]. в боль-
шинстве случаев для выявления антител к возбудите-
лю холеры в сыворотке крови человека используется 
развернутая реакция агглютинации (ра) со штаммами 
Vibrio cholerae о1 (серовары огава и инаба) и о139 
серогрупп [6]. применение регламентированного ме-
тода определения токсиннейтрализующих антител 
в реакции пассивной гемагглютинации в настоящее 
время затруднено из-за отсутствия зарегистрирован-
ных диагностических препаратов. рекомендуемые 
для выявления противотоксических антител реакции 
двойной иммунодиффузии в геле, иммуноэлектрофо-
реза [7] характеризуются низкой чувствительностью 
(5–100 мкг/мл антител) [8]. длительность времени 
анализа объемной реакции агглютинации (18 ч), не-
обходимость применения в иммуно химических ре-
акциях штаммов холерных вибрионов, низкая чув-

ствительность агглютинационных тестов, отсутствие 
диагностических препаратов создают определенные 
трудности при проведении мониторинговых исследо-
ваний и эпидемиологического анализа и обуславлива-
ют актуальность разработки иммунодиагностических 
препаратов, обеспечивающих высокую производи-
тельность, информативность и быстроту выполнения 
проводимого анализа. таким требованиям удовлетво-
ряют тест-системы, созданные на основе иммуноло-
гических биочипов (иммуночипов), по своей чувстви-
тельности приближенные к методу иммунофермент-
ного анализа (10 нг/мл) [8, 9].

ранее разработан биологический микрочип для 
выявления противохолерных антител в сыворотке 
крови человека [10]. биологический микрочип содер-
жит о-антигены V. cholerae о1 серогруппы серова-
ров огава, инаба, о139 серогруппы и термолабиль-
ный холерный токсин (хт). в иммунологическом 
анализе с использованием гомо- и гетерологичных 
сывороток, а также сывороток крови людей, боль-
ных холерой, установлена 100 % диагностическая 
чувствительность и специфичность данного имму-
ночипа с возможностью выявления антител классов 
G и M к указанным антигенам [11].

целью данной работы является оценка уров-
ня формирования иммунной прослойки к возбуди-
телю холеры у лиц, проживающих на территории 
гвинейской республики, с использованием биологи-
ческого микрочипа.

гвинейская республика относится к странам, 
где периодически регистрируются как крупные 
вспышки холеры (2012 г.), так и спорадические 
случаи заболевания людей [12, 13]. с целью преду-
преждения заболевания холерой в стране проведе-
на массовая вакцинация местного населения [3]. 
для оценки эффективности вакцинации населения 
в институте пастера разработан иммунохромато-
графический тест для выявления циркулирующих 
в крови антигенов – липополисахаридов V. cholerae 
о1 и о139 серогрупп [14]. однако указанный тест 
не позволял оценить уровень образования специфи-
ческих антител.

материалы и методы

исследования проводили российские и гви-
нейские специалисты на базе исследовательского 
института прикладной биологии гвинеи (киндия, 
гвинейская республика).

для анализа сформирована панель из 190 сы-
вороток крови людей, проживающих на территории 
трех провинций гвинейской республики (Kindia, 
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Mamou, Faranah), где ранее отмечались случаи за-
болевания холерой с последующей массовой вакци-
нацией [3, 12]. образцы крови собраны в период с 
мая по октябрь 2016 г. от людей, не имеющих сим-
птомов острых кишечных инфекций. подготовку 
сывороток к работе осуществляли в соответствии с 
мук 4.2.2315-08 [6]. для выявления противохолер-
ных антител в качестве метода сравнения использо-
вали микрометод ра [6].

для определения противохолерных антител 
применяли ранее разработанный биологический 
микрочип [10, 11], представляющий собой стеклян-
ный слайд с аминомодифицированной поверхно-
стью (Corning, сШа), на котором иммобилизовали 
очищенные специ фические о-антигены V. сholeraе 
и хт, предоставленные к.м.н. о.в. громовой и к.б.н. 
т.л. захаровой (Фкуз роснипчи «микроб»). для 
исключения ложноположительных реакций с анти-
телами к токсинам Escherichia coli, в панель анти-
генов иммуночипа включили препарат термолабиль-
ного энтеротоксина E. coli  (институт биоорганичес-
кой химии им. академиков м.м. Шемякина и 
Ю.а. овчин никова ран).

антигены наносили на слайды в трех повто-
рах методом контактной печати с использованием 
персонального миниплоттера «XactMicroarrayer» 
(LabNEXT, сШа). препараты антигенов разводили 
в сорбционном буфере до конечной концентрации 
1 мг/мл. при печати набор антигенов группировали 
в виде 16 идентичных зон – эрреев (рис. 1).

сорбцию антигенов проводили в течение 1 ч 
при температуре 37 °с. свободные сайты связы-

вания поверхности стекла блокировали 0,5 % рас-
твором бычьего сывороточного альбумина (бса) в 
течение 30 мин при температуре 37 °с с последую-
щей отмывкой фосфатно-солевым буферным рас-
твором (Фсб). для проведения анализа на одном 
слайде нескольких образцов на слайд накладывали 
16-луночную инкубационную камеру (Whatman, 
великобритания), формирующую 16 лунок, соот-
ветствующих 16 эрреям биочипа. слайд с инкуба-
ционной камерой фиксировали в рамке-держателе 
(Whatman, великобритания).

исследуемые сыворотки разводили в Фсб 1:100 
и вносили в лунки биологического микрочипа в 
объеме 100 мкл. сыворотки инкубировали в течение 
30 мин при температуре 37 °с на термошейкере при 
скорости вращения платформы 300 об./мин. после 
инкубации слайды дважды отмывали Фсб. затем в 
лунки биочипа вносили по 100 мкл конъюгата анти-
видовых козьих антител в рабочем разведении 1:500, 
меченых AlexaFluor 633 и AlexaFluor 647 (Invitrogen, 
сШа), направленных против иммуноглобулинов 
человека классов G и M соответственно, после чего 
проводили инкубацию в течение 30 мин при темпе-
ратуре 37 °с на термошейкере при скорости враще-
ния платформы 300 об./мин. слайды дважды отмы-
вали Фсб и дистиллированной водой. высушивание 
биочипа осуществляли путем центрифугирования в 
центрифужных пробирках объемом 50 мл в течение 
1 мин при скорости вращения ротора 1000 об./мин.

результаты тестирования сывороток регистриро-
вали с помощью флуоресцентного сканера «GenePix 
4100а» (Molecular Devices, сШа). результат считали 
положительным при превышении уровня флуоресцен-
ции в исследуемой зоне в 2 раза выше уровня флуорес-
ценции отрицательного контроля. в качестве отрица-
тельного контроля использовали Фсб. сыворотки, в 
которых выявлены антитела к антигенам возбудителя 
холеры, в последующем титровали от 1:100 до 1:1600 
с целью определения титра антител.

при статистической обработке материала рас-
считывали долю серопозитивных образцов в каж-
дой выборке с 95 % доверительными интервалами 
по методу уилсона [15] с использованием онлайн-
калькулятора WassarStats: Web Site for Statistical 
Computation [http://vassarstats.net/prop1.html].

результаты и обсуждение

по результатам анализа в ра, агглютинирующие 
антитела к возбудителю холеры в исследуемых сы-
воротках не обнаружены. в виду отсутствия регла-
ментированных средств выявления антитоксических 
антител оценку их наличия проводили только с при-
менением экспериментального иммуночипа.

в результате проведенных исследований с ис-
пользованием иммуночипа антитела классов G и м 
к о-антигенам V. cholerae и к термолабильному эн-
теротоксину E. сoli в исследуемых сыворотках не 
выявлены. в то же время в 66 образцах (34,7 % с до-

рис. 1. расположение антигенов на слайде (A) и в пределах одно-
го эррея (B):
1 – о1-антиген V. сholeraе огава, 2 – о1-антиген V. сholeraе инаба, 3 – 
о-антиген V. сholeraе о139, 4 – термолабильный энтеротоксин E. coli, 
5 – холерный токсин

Fig. 1. Position of antigens in the slide (A) and within the limits of 
one array (B): 
1 – O1-antigen of Vibrio cholerae serovar Ogawa, 2 – O1-antigen of Vibrio 
cholerae serovar Inaba, 3 – O-antigen of Vibrio cholerae O139, 4 – thermola-
bile enterotoxin of E. coli, 5 – cholera toxin
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верительным интервалом 28,3–41,8 %) обнаружены 
антитела класса IgG, специфически реагирующие с 
хт (рис. 2).

в зависимости от района исследования доля 
проб, содержащих антитела к хт, колебалась от 29,1 
до 53,3 % (таблица).

выраженная трансгрессия доверительных ин-
тервалов свидетельствует об отсутствии статистиче-
ски значимых различий доли серопозитивных образ-
цов в различных районах сбора материала (рис. 3).

антитела к холерному токсину встречались в сы-
воротках крови у женщин в 42 случаях из 115 (36,5 %, 
доверительный интервал 28,3–45,6 %), у мужчин в 24 
случаях из 75 (32,0 %, доверительный интервал 22,5–
43,2 %). отмечено отсутствие статистически значи-
мых различий в зависимости от половой принадлеж-
ности обследованных. наибольшая частота встречае-

мости положительных проб наблюдалась в возраст-
ной группе 25–35 лет – 34,9 % от всех положительных 
проб с доверительным интервалом 24,5–46,9 %.

в дальнейшем сыворотки, в которых выявлены 
антитела к холерному токсину, исследованы в раз-
ведениях от 1:100 до 1:1600. по результатам ана-
лиза, титр антител составил 1:100 – в 59 образцах, 
1:400 – в одном, 1:800 – в двух, 1:1600 – в четырех 
образцах.

полученные результаты можно объяснить тем, 
что антитела к холерному токсину циркулируют в 
сыворотке крови человека более длительное время, 
чем антитела специфичные к о1 и о139 антигенам 
холерного вибриона. так, в опытах на доброволь-
цах установлено, что антитоксические антитела 
обнаруживаются в сыворотке крови человека не 
менее 25 месяцев (срок наблюдения) после инфи-
цирования [5].

проведенная работа позволила оценить уровень 
формирования иммунной прослойки к возбудителю 
холеры. полученные результаты продемонстриро-
вали высокий уровень антител, комплементарных к 
холерному токсину в сыворотках крови людей, про-
живающих в провинциях гвинейской республики. 
обнаружение антител класса IgG к холерному ток-
сину может свидетельствовать как о контакте насе-
ления с возбудителем холеры, так и о формировании 
поствакцинального иммунитета.

рис. 2. Флуоресцентный профиль четырех образцов сывороток 
крови:
1 – о1-антиген V. сholeraе огава, 2 – о1-антиген V. сholeraе инаба,  
3 – о-антиген V. сholeraе о139, 4 – термолабильный энтеротоксин E. coli, 
5 – холерный токсин

Fig. 2. Fluorescent profile of four blood sera samples:
1 – O1-antigen of Vibrio cholerae serovar Ogawa, 2 – O1-antigen of 
Vibrio cholerae serovar Inaba, 3 – O-antigen of Vibrio cholerae O139,  
4 – thermolabile enterotoxin of E. coli, 5 – cholera toxin
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рис. 3. доля серопозитивных проб (%) с указанием 95 % довери-
тельного интервала. Штриховой линией указаны границы транс-
грессии
Fig. 3. The share of seropositive samples (%) with indication of 95 % 
confidence interval. Dashed line shows transgression edges 

результаты выявления антител класса IgG к холерному токсину в сыворотках крови людей,  
проживающих в разных провинциях Гвинейской республики

Detection of IgG antibodies to cholera toxin in blood sera of people living in different provinces of the Republic of Guinea

провинция

Province

кол-во исследованных образцов

The number of studies samples

кол-во образцов с выявленными антителами к хт

The number of samples with identified antibodies to CT

доля серопозитивных проб, %  
(доверительный интервал)

The share of seropositive samples, %  
(confidence interval)

Mamou 120 42 35,0 (27,0–43,9)

Kindia 55 16 29,1 (18,8–42,1)

Faranah 15 8 53,3 (30,1–75,2)

Итого / Total: 190 66 34,7 (28,3–41,8)
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полученные результаты говорят о необходимо-
сти предварительного определения фонового уровня 
противохолерных антител в сыворотке крови людей 
перед началом вакцинации и ревакцинации для до-
стоверной оценки формирования поствакцинально-
го иммунитета.

данная работа проведена в соответствии с 
распоряжением правительства рФ от 25 июля 
2015 г. № 1448-р «о российско-гвинейском научно-
техническом сотрудничестве в области эпидемиоло-
гии, профилактики и мониторинга бактериальных 
и вирусных инфекций в гвинейской республике». 
исследование выполнялось в рамках нир 61-1-16 
«изучение этиологической структуры и молекулярно-
генетическая характеристика возбудителей холеры и 
диарейных заболеваний» (2015–2017 гг.).

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