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иЗучение С ПомощьЮ Панели мка ПоверХноСтнЫХ антиГеннЫХ детерминант 
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цель работы – изучение поверхностных антигенных детерминант атипичных по признаку агглютинабель-
ности штаммов Vibrio cholerae R-варианта с помощью иммуноферментного анализа и панели моноклональных 
антител (мка). материалы и методы. исследовано 60 штаммов V. cholerae R-варианта, выделенных из объ-
ектов окружающей среды на территориях бывшего ссср и субъектов российской Федерации за 30-летний пе-
риод (1988–2019 гг.), в реакции слайд-агглютинации с холерными диагностическими сыворотками, иммунофер-
ментном анализе с использованием панели мка к мембранным белкам и набора реагентов «иммуноглобулины 
моноклональные диагностические, меченные пероксидазой хрена, сухие для серологической идентификации 
V. cholerae о1 и о139 (in vitro) методом иФа и дот-иФа». результаты и обсуждение. проведен анализ поверх-
ностных структур атипичных по агглютинабельности штаммов V. cholerae R-варианта иммуноферментным ме-
тодом, который показал, что среди исследуемых штаммов, идентифицированных при выделении как V. cholerae 
R-варианта, регистрируются отдельные штаммы с различным количеством о-антигена (диапазон оптической 
плотности от 0,261±0,002 до 1,312±0,003). эпитопы специфического о-антигена обнаружены у части «консерва-
тивных» штаммов (30 %), агглютинирующихся только сывороткой RO, и у нескольких штаммов (20 %), которые 
не имеют гена wbeT, детерминирующего его синтез, и потерявших агглютинабельность со всеми диагностиче-
скими холерными сыворотками, в том числе и RO. эпитопы белковой природы, узнаваемые комплементарными 
мка, с различной частотой представлены в составе поверхностных антигенов R-вибрионов; снижение их пред-
ставленности или отсутствие на поверхности клетки коррелирует с модификацией или утратой R-лпс и сопро-
вождается отрицательной реакцией агглютинации. 
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Abstract. The aim of the work was to study surface antigenic determinants of V. cholerae R-variant strains using 
enzyme immunoassay and a panel of monoclonal antibodies (MAbs). Materials and methods. 60 strains of V. cholerae 
R-variant isolated from ambient environment objects in the territories of the former USSR and the constituent entities 
of the Russian Federation over a 30-year period (1988–2019) were investigated in the slide agglutination reaction with 
cholera diagnostic sera, enzyme immunoassay (ELISA) using the panel of MAbs specific to membrane proteins and a set 
of reagents “Monoclonal diagnostic immunoglobulins labeled with horseradish peroxidase, dry, for serological identifi-
cation of V. cholerae O1 and O139 (in vitro) through ELISA and dot-ELISA”. Results and discussion. The analysis of 
the surface structures of V. cholerae R-variant strains with atypical agglutinability has been carried out applying enzyme 
immunoassay. It showed that individual strains with different amounts of O-antigen are registered among the studied 
strains identified at isolation as V. cholerae R-variant (the optical density range is from 0.261±0.002 to 1.312±0.003). 
Epitopes of specific O-antigen were found in some “conservative” strains (30 %) that are agglutinated only with RO 
serum, and in several strains (20 %) that do not have the wbeT gene that determines its synthesis, and lost agglutinability 
with all diagnostic cholera sera, including RO. The protein epitopes recognized by complementary MAbs are represented 
with varying frequency in the composition of surface antigens of R-vibrios; a decrease in their representation or absence 
on the cell surface correlates with the modification or loss of R-LPS and is accompanied by a negative agglutination 
reaction.
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на сегодняшний день практические лаборато-
рии имеют в своем распоряжении необходимый на-
бор диа гностических препаратов для идентификации 
возбудителя холеры. при этом расширение номенкла-
туры, совершенствование, улучшение качества, стан-
дартизация диагностикумов по-прежнему остаются 
актуальной задачей. существенную роль в разработ-
ке новых диагностических средств играет идентифи-
кация антигенов или их фрагментов, специфичных 
исключительно для Vibrio cholerae. гибридомная тех-
нология позволяет получать панели высокоаффин-
ных моноклональных антител (мка) к отдельным 
эпитопам (в отличие от поликлональных сывороток) 
диагностически значимых антигенов холерных ви-
брионов. в настоящее время в росздравнадзоре за-
регистрированы следующие диагностические тест-
системы на основе мка для экспресс-диагностики 
холеры: «тест-полоска V. cholerae O1» (гнц пмб, 
г. оболенск) [1], «иммуноглобулины моноклональ-
ные диагностические флуоресцирующие сухие для 
серологической идентификации Vibrio cholerae о1 и 
о139 (in vitro) методом риФ «иг – V. cholerae о1/
о139 – риФ» (ростовский-на-дону противочумный 
институт) [2], «иммуноглобулины моноклональные 
диагностические cухие для серологической иден-
тификации V. cholerae о1 и о139 (in vitro) методом 
ра «иг – V. cholerae о1/о139 – ра» (ростовский-на-
дону противочумный институт) [3], «тест-полоска 
V. cholerae tox+» (гнц пмб, г. оболенск) [4], «тест-
система иммуноферментная для определения про-
дукции холерного токсина штаммами V. cholerae 
(иФахолхт-м)» (роснипчи «микроб», сара-
тов) [5], которые могут быть использованы в практи-
ческом здравоохранении.

несмотря на то, что различные варианты имму-
ноферментного метода не включены в схему лабора-
торной диагностики холеры, применение монокло-
нальных пероксидазных конъюгатов в иммунофер-
ментном анализе (иФа) и дот-иФа представляется 
перспективным в ходе мониторинга воды поверх-
ностных водоемов для обнаружения представителей 
V. cholerae о1, о139, количественной оценки специ-
фического о-антигена, серологической характери-
стики типичных и атипичных штаммов, поскольку 
из объектов окружающей среды наряду с типичны-
ми могут выделяться штаммы холерных вибрионов, 
атипичные по серологическим свойствам, в том 
числе со сниженной агглютинабельностью холер-
ными диагностическими сыворотками [6–10]. так, 
например, в 2006 г. выделение атипичных по анти-
генному составу штаммов отмечалось на террито-
рии десяти административных районов российской 

Федерации. среди выделенных культур 28,6 % со-
ставляли культуры со сниженной агглютинабельно-
стью, неопределяемым сероваром и RO-варианты. 
а.а. мошкина [11] при изучении свойств забай-
кальских штаммов холерных вибрионов о1 отмеча-
ет атипичные штаммы с неустойчивыми свойства-
ми: при первичной изоляции культуры обладают 
агглютинабельностью до титра диагностической 
холерной сывороткой о1, а при последующих пере-
севах титр агглютинации резко снижается вплоть до 
отсутствия агглютинации, вследствие чего установ-
лена серологическая принадлежность к холерным 
вибрионам nonO1/nonO139 серогруппы. кроме того, 
может наблюдаться диссоциация культур и появле-
ние R-колоний. атипичные по серологическим при-
знакам культуры холерных вибрионов изучались с 
помощью моноклональных антител в различных се-
рологических методах: мка, направленные к эпито-
пам о-боковой цепи, узнавали сходные детерминан-
ты у типичных и тех атипичных вибрионов, которые 
агглютинировались до 1/4 титра о-сывороткой и в 
низких титрах – RO-сывороткой [12]. 

в случае пребывания холерного вибриона в не-
благоприятных условиях окружающей среды изме-
нению подвергаются прежде всего боковые полиса-
харидные цепи липополисахарида (лпс), отвечаю-
щие за серологическую специфичность холерных 
вибрионов. в процессе перехода штаммов огава в 
инаба боковые цепи частично или полностью ре-
дуцируются, в итоге наблюдается снижение или 
утрата агглютинабельности, либо ее наличие толь-
ко с сывороткой инаба/инаба и Rо, или переход в 
R-варианты. у холерных вибрионов S→R мутации 
сопровождаются утратой квиновозамина и пероза-
мина (сахаров, характерных для S-форм холерного 
вибриона) и потерей о-специфичности [13]. при 
изучении серологической дивергенции возбудителя 
холеры с помощью панели моноклональных антител, 
специфичных к детерминантам наружной клеточной 
стенки V. cholerae о1, обнаружены различия между 
представителями сероваров инаба и огава в отноше-
нии антигенов белковой природы, хотя ранее предпо-
лагалось, что сероконверсия холерного вибриона о1 
серогруппы из огава в инаба обусловлена главным 
образом модификацией лпс [14]. в лаборатории 
гибридом ростовского-на-дону противочумного ин-
ститута получена и охарактеризована панель мка, 
направленных к детерминантам полисахаридной 
и белковой природы V. cholerae о1, о139. на базе 
лаборатории сконструированы на основе мка пе-
роксидазные конъюгаты, используемые в реакциях 
иФа и дот-иФа.
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целью исследования явилось изучение поверх-
ностных антигенных детерминант атипичных по 
признаку агглютинабельности штаммов V. cholerae 
R-варианта с помощью иммуноферментного анализа 
и панели мка. 

материалы и методы

Штаммы микроорганизмов. в работе исполь-
зовали 60 штаммов V. cholerae R-варианта, полу-
ченных из коллекции музея живых культур инсти-
тута. взвеси холерных вибрионов готовили в 0,9 % 
растворе хлорида натрия (рн 7,2±0,1) по стандарт-
ным образцам мутности гиск им. л.а. тарасевича  
(в настоящее время – Фгбу «научный центр экспер-
тизы средств медицинского применения» минздрава 
россии) 10 единиц (осо 42-28-85п) соответствую-
щего года выпуска, эквивалентных концентрации 
1·109 м.к./мл. взвеси культур инактивировали на во-
дяной бане в течение 30 минут.

Реакция агглютинации. серологическую иден-
тификацию холерных вибрионов проводили в реак-
ции агглютинации (ра) с серогрупповой (о1), серова-
роспецифическими (огава и инаба) и RO диагности-
ческими холерными сыворотками [мук 4.2.2218-07 
«лабораторная диагностика холеры»]. 

Подъем гибридом из жидкого азота. при раз-
мораживании клеток гибридом криопробирку по-
мещали на 1–2 минуты на водяную баню при 37 °с, 
добавляли 10-кратный объем теплой культуральной 
среды, аккуратно перемешивали и центрифугирова-
ли 10 минут при 1000 об/мин. супернатант удаляли, 
осадок ресуспендировали в культуральной среде 
RPMI-1640 («биолот», россия), содержащей 15 % 
сыворотки плода коровы (HyClone, сШа), определя-
ли жизнеспособность, концентрацию клеток в тесте 
с трипановым синим и вносили их в лунки культу-
ральных панелей с заранее подготовленным фидер-
ным слоем [15].

Культивирование гибридом in vitro. культи-
вирование гибридом проводили с использовани-
ем стерильных сред и стерильной культуральной 
посуды, применяли антибиотики, а все манипу-
ляции с клетками проводили в ламинарном боксе 
(Lamsystems, россия) с принудительной подачей 
стерильного воздуха. по мере роста и тиражирова-
ния гибридных клонов in vitro производили перенос 
части клеток в лунки больших объемов (с макро-
фагами), контролируя антителопродукцию с помо-
щью твердофазного иммуноферментного анализа 
(тиФа). смену среды культивирования (половину 
объема) производили через каждые 2–3 суток. после 
восстановления криоконсервированных гибридных 
клонов их пересевали в чашки петри и культураль-
ные флаконы емкостью 50–100 мл и культивировали 
при 37 °с в со2-инкубаторе. морфологию клеток 
оценивали под инвертированным микроскопом, ан-
тителообразующую способность и активность анти-
тел в культуральной среде – в тиФа.

Препараты моноклональных антител. 
источником мка служили культуральные жидко-
сти, накопленные при многократном пассировании 
in vitro гибридом-продуцентов H2F6, A5D8, G3F5, 
E5F5. выделение иммуноглобулиновой фракции из 
культуральных жидкостей осуществляли преципита-
цией сульфатом аммония [16] с последующим диа-
лизом. в полученных препаратах определяли кон-
центрацию белка методом лоури, равную 2–5 мг/мл. 
для выявления о1-антигена холерных вибрионов 
использовали экспериментальный набор реагентов 
«иммуноглобулины моноклональные диагностиче-
ские, меченные пероксидазой хрена, сухие для серо-
логической идентификации V. cholerae о1 и о139 (in 
vitro) методом иФа и дот-иФа» (ту и акт внедре-
ния от 02.09.2016 № 1041/1-16-10).

Иммуноферментный анализ. постановку пря-
мого и непрямого твердофазного иммунофермент-
ного анализа в полистироловых планшетах осущест-
вляли по общепринятой методике [16]. при поста-
новке непрямого тиФа использовали антимышиный 
пероксидазный конъюгат (HRP-Goat-Anti-Mouse, 
Invitrogen, сШа). в качестве хромогена исполь-
зовали 3,3’,5,5’-тетраметилбензидин (AppliChem, 
германия). оптическую плотность измеряли на спек-
трофотометре BioTek EL×800 (BioTek Instruments, 
сШа) при длине волны 450 нм (референс-волна – 
630 нм). результаты считали положительными, если 
значение D450 исследуемого образца в 2 раза и более 
превосходило среднее значение D450 отрицательных 
контролей.

Статистическая обработка результатов. 
статистическую обработку полученных экспери-
ментальных данных проводили с помощью програм-
мы Microsoft Excel (Microsoft Office 2003). при ана-
лизе и обобщении результатов планшетного тиФа 
использованы параметрические статистические ме-
тоды: вычисляли среднюю арифметическую, стан-
дартную ошибку средней арифметической (P<0,05).

результаты и обсуждение

известно, что поверхностные структуры клетки 
играют ключевую роль в процессе адаптации холер-
ных вибрионов к условиям окружающей среды, в 
результате чего появляются штаммы с измененной 
антигенной структурой, в том числе и неагглюти-
набельные. в связи с этим интерес представляло 
изучение антигенного состава атипичных по агглю-
тинабельности штаммов холерных вибрионов. всего 
в исследование взяли 60 штаммов, выделенных из 
объектов окружающей среды на территориях бывше-
го ссср и субъектов российской Федерации за 30-
летний период (1988–2019 гг.), которые ранее были 
идентифицированы как эпидемически неопасные 
(нетоксигенные) штаммы V. cholerae R-варианта. 
все штаммы исследованы в реакции агглютинации 
с холерными диагностическими серогрупповыми и 
серовароспецифическими сыворотками (о1, о139, 
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огава, инаба и RO) и методом полимеразной цепной 
реакции (пцр) с целью детекции участков класте-
ра wbe-O1, генов ctxA, tcpA [17]. применение тако-
го чувствительного метода, как иммуноферментный 
анализ, является эффективным в диагностике глубо-
ко измененных по антигенной структуре штаммов хо-
лерных вибрионов. для ответа на вопрос, как часто в 
составе поверхностных структур R-вибрионов встре-
чаются эпитопы, специфичные для S-вибрионов, мы 
использовали панель мка, полученных к типич-
ным холерным вибрионам о1-серогруппы. в ходе 
работы для оценки представленности специфиче-
ских антигенных детерминант на поверхности ати-
пичных по признаку агглютинабельности штаммов 
V. cholerae R-варианта сначала проводили детекцию 
о-полисахарида в тиФа с помощью пероксидазно-
го конъюгата мка-о1. результаты представлены в 
табл. 1. по признаку агглютинабельности исследуе-
мые штаммы мы разделили на шесть групп.

как видно, эпитопы о-антигена обнаруже-
ны у всех представленных групп штаммов, в том 
числе у штаммов, агглютинирующихся только 
RO-сывороткой (табл. 1, № п/п 5), и штаммов, не аг-
глютинирующихся ни одной из диагностических сы-
вороток (табл. 1, № п/п 6). отсутствие гена wbeT и в 
то же время способность некоторых штаммов 5-й и 
6-й группы взаимодействовать с мка-о1 может ука-
зывать на то, что у S- и R-штаммов имеются общие 
детерминанты о-антигена (R-антигена), не кодирую-
щиеся геном wbeT. более того, показатели оптиче-
ской плотности (оп) (0,360±0,004 ÷ 0,465±0,010) 
позволяют говорить о низкой частоте представлен-
ности эпитопов, выявляемых соответствующими им 
мка, и регистрировать их наличие на поверхности 
R-вибрионов можно только с помощью высокочув-
ствительного тиФа. в 1-й, 3-й, 4-й группах боль-
шая часть штаммов вступала в реакцию с мка-о1 
(диапазон оп: 0,261±0,015 ÷ 1,312±0,012), что сви-

Таблица 1 / Table 1

серологическая активность штаммов V. cholerae R-варианта
Serological activity of V. cholerae R-variant strains

№ п/п
No.

количество 
штаммов
Number  
of strains

агглютинабельность холерными сыворотками
Agglutinability with cholera sera генетическая  

характеристика
Genetic profile

реакция в тиФа с пх мка-о1 
(кол-во штаммов)

Results in ELISA with HP MAb-O1 
(number of strains)

диапазон оп
Range  

of optical densityо1
O1

огава
Ogawa

инаба
Inaba

RO
RO

1 10 + + – –

ctxA–tcpA–wbeT– «+» (1) 0,261±0,015

ctxA–tcpA–wbeT+ «+» (7)
(0,489±0,01)÷
(1,002±0,013)

ctxA+tcpA+wbeT+ «+» (2)
(0,635±0,011)÷
(0,701±0,023)

2 3 + – + – ctxA–tcpA–wbeT+

«+» (1) 0,697±0,014

«–» (2) (0,078±0,02)÷ 
(0,088±0,005)

3 4 + + + –
ctxA–tcpA–wbeT+ «+» (3) (0,351±0,03)÷ 

(1,312±0,012)

ctxA+tcpA+wbeT+ «+» (1) 0,716±0,005

4 5 + – – –

ctxA–tcpA–wbeT– «+» (1) 0,275±0,02

ctxA–tcpA–wbeT+ «+» (3) (0,334±0,005)÷ 
(1,008±0,004)

ctxA–tcpA+wbeT+ «+» (1) 0,687±0,01

5 22 – – – + ctxA–tcpA–wbeT–

«+» (7) (0,329±0,01)÷ 
(0,841±0,022)

«–» (15) (0,074±0,12)÷ 
(0,095±0,022)

6 14 – – – –
ctxA–tcpA–wbeT–

«+» (3) (0,360±0,004)÷ 
(0,465±0,01)

«–» (3) (0,077±0,005)÷ 
(0,085±0,01)

ctxA–tcpA–wbeT+ «–» (8) (0,088±0,005)÷ 
(0,097±0,014)

к+ 1,453±0,01

к– 0,053±0,013

примечание :  в табл. 1 представлены средние значения оптических плотностей (оп) и стандартное отклонение P<0,05; к+ (положительный 
контроль); к– (отрицательный контроль). пх – пероксидаза хрена.

No te :  the table 1 shows the average values of optical densities and the standard deviation P<0,05; K+ (positive control); K– (negative control).  
PH – horseradish peroxidase.
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детельствовало, наряду с наличием гена wbeT и аг-
глютинабельности холерными диагностическими 
серогрупповыми и сероварспецифическими сыво-
ротками (о1, огава, инаба), об их принадлежности к 
о1-серогруппе. во 2-й группе два из трех штаммов, 
агглютинирующихся сывороткой инаба, не вступали 
в реакцию с мка-о1, что обусловлено, скорее всего, 
утратой или частотой встречаемости концевых анти-
генных детерминант боковых цепей лпс, которые у 
штаммов инаба более короткие, и чаще наблюдается 
их модификация при неблагоприятных воздействиях. 
пятая группа, условно названная «консервативной» 
и обозначенная как R-вариант, включала штаммы, 
которые агглютинируются только сывороткой холер-
ной RO от 1/2 диагностического титра и у которых от-
сутствует ген wbeT; в этой группе у 7 из 22 штаммов 
(30 %) обнаружены эпитопы о-антигена (диапазон 
оп: 0,329±0,01 ÷ 0,841±0,022), судя по взаимодей-
ствию с мка. принимая во внимание положитель-
ную реакцию отдельных R-вариантов с мка-о1, 
можно предположить, что геномная область биосин-
теза о1-антигена сохраняется у этих «консерватив-
ных» R-штаммов, возможно, в измененной форме, 
что требует дальнейших молекулярно-генетических 
исследований. в 6-ю группу включены штаммы, ко-
торые потеряли способность агглютинироваться диа-
гностическими холерными сыворотками, в том чис-
ле RO, несмотря на то, что часть из них содержит ген 
wbeT, но только с помощью мка в тиФа у 3 из 14 
(20 %) штаммов обнаружены эпитопы о1-антигена.

мы располагали панелью мка, стабильно про-
дуцирующих специфические иммуноглобулины 
к мембранным белкам холерных вибрионов о1-, 
о139-серогрупп [18]. для приготовления препа-
ративных количеств мка клетки гибридом H2F6, 
A5D8, G3F5, E5F5 размораживали и тиражировали 
in vitro. оценку интенсивности антителопродукции 
проводили с помощью тестирования в тиФа образ-
цов среды из лунок с гибридомами. после накопле-
ния культуральных жидкостей проводили выделение 

иммуноглобулинов методом сульфатаммонийного 
осаждения (при 50 % насыщения). с помощью не-
прямого тиФа установили специфическую актив-
ность каждого препарата мка (табл. 2). в качестве 
антигена (сенситина) использовали обеззараженную 
бактериальную взвесь V. cholerae El Tor 18826 (ctxA+, 
tcpA+). для работы препараты мка использовали в 
рабочем разведении 1:4000 ÷ 1:8000.

эпитопную направленность мка определя-
ли в иммуноблоттинге, используя лизаты клеток 
холерных вибрионов (рисунок). в результате об-
работки мембраны мка н2F6 и G3F5 специфи-
ческие белковые полосы обнаружены на уровне 
маркерных белков 38–42 кда у штамма V. cholerae 
El Tor 18826 (ctxA+ tcpA+), при инкубации мембраны 

Таблица 2 / Table 2

специфическая активность препаратов мка в непрямом Тифа
Specific activity of MAb preparations in indirect ELISA

мка
MAb

титр, оп
Titer, OD

1/500 1/1000 1/2000 1/4000 1/8000 1/16000

н2F6 1,420±0,02 1,174±0,01 1,181±0,01 1,100±0,004 1,026±0,025 0,901±0,003

A5D8 1,560±0,03 1,302±0,022 1,195±0,01 1,032±0,02 0,920±0,012 0,815±0,01

G3F5 1,597±0,012 1,415±0,015 1,221±0,023 1,097±0,015 1,050±0,015 0,846±0,02

E5F5 1,519±0,02 1,306±0,011 1,138±0,011 1,101±0,014 1,024±0,01 0,808±0,015

к+ (положительный контроль/positive control) 1,635±0,03

к– (отрицательный контроль/negative control) 0,047±0,01

примечание :  в табл. 2 представлены средние значения оптических плотностей (оп) и стандартное отклонение P<0,05; к+ (положительный 
контроль); к– (отрицательный контроль); оп – оптическая плотность.

No te :  the table 2 shows the average values of optical densities (OD) and the standard deviation P<0.05; K+ (positive control); K– (negative control); 
OD – optical density.

иммуноблоттинг мка H2F6, G3F5, E5F5, A5D8 с бактериаль-
ными лизатами:
1 – V. cholerae El Tor 18826 (ctxA+ tcpA+); 2 – V. cholerae El Tor 18512 
(ctxA– tcpA–)

Immunoblotting of MAb H2F6, G3F5, E5F5, A5D8 with bacterial 
lysates:
1 – V. cholerae El Tor 18826 (ctxA+ tcpA+); 2 – V. cholerae El Tor 18512 
(ctxA– tcpA–)
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с мка A5D8 – у штаммов V. cholerae El Tor 18826 
(ctxA+ tcpA+) и V. cholerae El Tor 18512 (ctxA– tcpA–), 
что подтверждает установленную ранее эпитопную 
направленность мка: н2F6 и G3F5 специфичны к 
эпитопам белка наружной мембраны OmpT (40 кда), 
A5D8 – OmpU (38 кда) [18]. при обработке мембра-
ны мка D6 выявляются антигенные детерминанты, 
соответствующие белковой полосе с молекулярной 
массой 60–65 кда.

полученные препараты мка использовали в 
непрямом тиФа для изучения спектра мембран-
ных белков у штаммов V. cholerae El Tor, V. cholerae 
о139, V. cholerae R-варианта. результаты представ-
лены в табл. 3.

как видно, детерминанты мембранного бел-
ка OmpU, выявляемые мка A5D8, представлены 
у всех исследуемых штаммов. по-видимому, этот 
мембранный порин является стабильным и консер-
вативным антигеном, который остается неизменным 
даже при условии попадания холерных вибрионов 
в неблагоприятную среду и на этапе их перехода из 
S- в R-форму. более того, может происходить увели-
чение биосинтеза белка OmpU, в частности у штам-
мов геновариантов V. cholerae биовара эль тор при 
высокой температуре (42 °с), что является одним 
из механизмов их адаптации к действию теплового 
стресса [19]. мка н2F6, G3F5 выявляют специфи-
ческие эпитопы мембранного белка OmpT у tcpA+ 
штаммов холерных вибрионов о1, о139, а среди 
R-вибрионов – как у tcpA+, так и у tcpA– штаммов 
(табл. 3, № п/п 6–9). мка D6 обнаруживает «свои» 
эпитопы у всех взятых в исследование штаммов 
V. cholerae El Tor, о139, а среди штаммов V. cholerae 

R-вариант – у большей части (82 %). спектр поверх-
ностных антигенных детерминант выборки штаммов 
представлен в табл. 4.

анализ результатов тиФа, полученных при 
исследовании 60 штаммов холерных вибрионов, от-
личающихся по признаку агглютинабельности, по-
казал разнообразие представленности эпитопов на 
их поверхности. так, все штаммы, агглютинирую-
щиеся сыворотками о1 и серовароспецифической 
огава и инаба, вступали в реакцию с мка о1, на-
правленными к о-антигену, т.е. они равноценны по-
ликлональной о1 сыворотке. эти же штаммы взаи-
модействовали со всеми мка, узнающими «свои» 
детерминанты в составе поверхностных белковых 
антигенов. что касается штаммов, агглютинирую-
щихся Rо-сывороткой, то среди них лишь неболь-
шая часть имела детерминанты мембранного белка 
OmpT (40 кда), узнаваемые мка H2F6, и единичные 
эпитопы о-антигена, подтверждение тому – низкие 
значения оп в иФа. частота встречаемости эпито-
пов мембранных белков у штаммов, не агглютини-
рующихся ни одной из диагностических сывороток, 
была минимальной.

в неблагоприятных условиях среды обитания 
холерный вибрион использует несколько стратегий 
адаптации: формирование сложных сообществ мик-
робных клеток – биопленок, переход в некультиви-
руемое (покоящееся) состояние, трансформация в 
«персистирующий» фенотип [20–25]. это приводит 
к появлению атипичных по фенотипическим при-
знакам штаммов – от морфологии клеток и коло-
ний до ослабления и утраты агглютинабельности 
холерными диагностическими серогрупповыми 

Таблица 3 / Table 3

Взаимодействие штаммов V. cholerae El Tor, V. cholerae о139, V. cholerae R-варианта с мка в Тифа
Interaction of V. cholerae El Tor, V. cholerae O139, V. cholerae R-variant strains with MAb in ELISA

№ п/п
No.

количество исследованных 
штаммов

Number of strains

бактериальные штаммы
Bacterial strains

мка (положительная реакция, количество штаммов)
MAb (positive reaction; number of strains)

н2F6 A5D8 G3F5 D6

1 8
V. cholerae El Tor

ctxA+ tcpA+ 8 8 7 8

2 8
V. cholerae El Tor

ctxA– tcpA+ 8 8 7 8

3 8
V. cholerae El Tor

ctxA– tcpA– 0 8 0 8

4 5
V. cholerae о139

ctxA+ tcpA+ 5 5 4 5

5 6
V. cholerae о139

ctxA– tcpA– 0 6 1 6

6 3
V. cholerae R-вариант

ctxA+ tcpA+ wbeT+ (вода/water)
3 3 2 3

7 1
V. cholerae R-вариант

ctxA+ tcpA+ wbeT+ (человек/patient)
1 1 1 1

8 16
V. cholerae R-вариант

ctxA– tcpA– wbeT+ (вода/water)
1 16 14 16

9 40
V. cholerae R-вариант

ctxA– tcpA– wbeT– (вода/water)
3 40 27 29
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(о1, о139) и вариантоспецифическими (инаба и 
огава) сыворотками – или агглютинирующихся RO-
сывороткой в различных сочетаниях с ними. при 
идентификации атипичных по агглютинабельности 
холерных вибрионов о1, т.е. штаммов V. cholerae 
R-вариантов, следует учитывать, что они представ-
ляют собой форму антигенной изменчивости дан-
ных микроорганизмов. основу внешней антигенной 
мозаики R-вариантов составляет R-лпс, и все воз-
действия, которым подвергается микробная клетка, 
в первую очередь отражаются на структуре R-core, 
обусловливая его значительные вариации по терми-
нальным моносахаридам. анализ с помощью пане-
ли мка поверхностных структур атипичных по аг-
глютинабельности штаммов V. cholerae R-варианта 
в иммуноферментном методе показал, что среди 
штаммов, идентифицированных при выделении как 
V. cholerae R-варианта, регистрируются отдельные 
культуры с различным количеством о-антигена (ди-
апазон оптической плотности – от 0,261±0,002 до 
1,312±0,003). эпитопы специфического о-антигена 
обнаружены у небольшой части «консервативных» 
штаммов (30 %), агглютинирующихся только сы-
вороткой RO, и у нескольких штаммов (20 %), ко-
торые не имеют гена wbeT, детерминирующего его 
синтез, и потерявших агглютинабельность со всеми 

диагностическими холерными сыворотками, в том 
числе и RO, и такие варианты холерных вибрио-
нов безусловно требуют дальнейшего изучения. 
эпитопы мембранных белков 38–42 и 60–65 кда, 
узнаваемые комплементарными мка, с различной 
частотой представлены в составе поверхностных 
антигенов штаммов V. cholerae, взятых в исследо-
вание. результаты тиФа показали, что снижение 
их представленности или отсутствие на поверх-
ности клетки коррелируют с модификацией или 
утратой R-лпс и сопровождаются отрицательной 
реакцией агглютинации. вполне вероятно, что они 
находятся в ассоциации с R-лпс, образуя белково-
полисахаридный комплекс. для решения вопросов, 
касающихся антигенных отличий типичных и ати-
пичных вибрионов, повышения точности и досто-
верности идентификации последних, представляет-
ся целесообразным углубленное изучение генов, де-
терминирующих синтез о- и R-лпс, их экспрессии 
и возможности обнаружения этих полисахаридов с 
помощью современных иммунологических методов 
на основе специфических поликлональных сыворо-
ток и мка.

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

Таблица 4 / Table 4

оценка методом Тифа спектра поверхностных антигенных детерминант у атипичных по признаку агглютинабельности штаммов  
V. cholerae R-варианта

Evaluation of the spectrum of surface antigenic determinants in V. cholerae R-variant strains with atypical agglutinability using ELISA

№ п/п
No.

Штамм V. cholerae  
R-варианта

V. cholerae R-variant  
strains

агглютинабельность  
холерными сыворотками

Agglutinability with diagnostic 
cholera sera

генетическая  
характеристика
Genetic profile

F8G12 (мка-о1)
F8G12 (MAb-O1)

н2F6 A5D8 G3F5 D6

1 13918

о1(1/2 дт),
огава (1/2 дт)

O1(1/2 DT),
Ogawa (1/2 DT)

ctxA+ tcpA+ wbeT+ + + + + +

2 17569
о1(дт)
O1 (DT)

ctxA– tcpA+ wbeT+ + + + + +

3 17572

о1(1/4 дт),
инаба (дт)
O1(1/4 DT)
Inaba(DT)

ctxA– tcpA– wbeT+ + – + – +

4 13910
Rо (дт)
RO (DT)

ctxA– tcpA– wbeT– – + + – +

5 16290
Rо (дрт)
RO (DWT)

ctxA– tcpA– wbeT– – – + – +

6 18138
Rо (1/2дт)
RO (1/2 DT)

ctxA– tcpA– wbeT– – – + – +

7 13902
отриц.

negative
ctxA– tcpA– wbeT– – – + – +

8 18906
отриц.

negative
ctxA– tcpA– wbeT– – – + – –

9 18500
отриц.

negative
ctxA– tcpA– wbeT– – – + – –

примечание :  дт – диагностический титр сыворотки.

No te :  DT – diagnostic titer of the serum. 
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