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Холера – тяжелая острая инфекционная болезнь, 
вызываемая токсигенными штаммами холерного ви-
бриона О1 и О139 серогрупп [19, 22, 34, 42]. В усло-
виях продолжающейся седьмой пандемии холеры 
активные миграционные процессы и существова-
ние современных высокоскоростных транспортных 
средств создают постоянную угрозу заноса инфек-
ции в любую точку земного шара в кратчайшие сро-
ки. Противоэпидемические мероприятия по недопу-
щению распространения этой особо опасной инфек-
ции во многом зависят от того, насколько быстрые 
и точные методы используются для обнаружения 
холерного вибриона. Поэтому сохраняется актуаль-
ность совершенствования имеющихся и разработки 
новых средств лабораторной диагностики холеры и, 
в частности, иммунодиагностики как одного из наи-
более технически простых и экспрессных методов 
детекции бактериальных патогенов.

Иммунодиагностика холеры включает в себя 
комплекс иммунологических реакций, различаю-
щихся по регистрируемому эффекту и технике по-
становки, основанных на взаимодействии специфи-
ческих антигенов холерного вибриона и гомоло-
гичных антител [3, 42]. Иммунологические методы 
диагностики холеры используются как в рамках бак-
териологического исследования (ускоренные методы 
обнаружения возбудителя и идентификации культур) 
[3, 14, 42], так и самостоятельно – для индикации 
холерного вибриона в материале, зараженном этим 
возбудителем [31, 47], и при проведении серологиче-
ских исследований с целью ретроспективного выяв-
ления переболевших и вибриононосителей, а также 
оценки эффективности вакцинопрофилактики [3, 14, 
20, 42, 48, 55].

Как известно, все представители вида Vibrio 
cholerae имеют сходные культурально-морфоло ги-
че ские и биохимические свойства, но отличаются 
структурой липополисахарида (ЛПС), а именно его 
О-полисахаридных цепей (О-антигена), определяю-
щей серологическую специфичность вибрионов 
[34, 42]. Поскольку к возбудителям холеры относят 
V. cholerae только двух – О1 и О139 – серогрупп [14, 
22, 34, 42], а с вибрионами остальных известных к 
настоящему времени серогрупп связывают только 
спорадические случаи диарейных и экстраинтести-

нальных инфекций [34, 42], ключевым диагностиче-
ским моментом является определение сероваропри-
надлежности холерного вибриона, осуществляемое в 
современных условиях преимущественно с примене-
нием иммунологических реакций.

Для определения принадлежности холерных 
вибрионов к О1 серогруппе наиболее часто приме-
няется реакция агглютинации (РА) на стекле (слайд-
агглютинация) или в пробирках (объемная или раз-
вернутая РА), а также разные модификации ее поста-
новки микрометодом с использованием как выделен-
ной культуры, так и материала от больного [3, 17, 28, 
42]. В сравнении с развернутой РА микрометод менее 
трудоемок, экономичен и экспрессен [28]. При этом в 
92–95 % случаев результаты постановки РА в микро-
объемах и в пробирках совпадают [28]. Представляет 
интерес методика постановки РА микрометодом в 
полистироловых панелях с применением красителя – 
щелочного метиленового синего Леффлера, к досто-
инствам которой можно отнести демонстративность 
и простоту объективного учета [17].

РА была одним из первых методов, предложенных 
для идентификации холерного вибриона О139, впер-
вые описанного в начале 90-х годов прошлого столе-
тия [19, 22, 34, 42]. В многочисленных исследованиях 
показана эффективность слайд-агглю ти на ции и объ-
емной РА с серовароспецифической поликлональной 
сывороткой [12, 16, 27, 52] или МКА [5, 39, 46]. 

Несмотря на то, что РА представляет собой 
наиболее простой и широко применяемый метод 
определения сероваропринадлежности V. cholerae, 
регламентированный методическими указаниями 
(МУК) по лабораторной диагностике холеры [14], он 
имеет отдельные недостатки, к которым относятся 
невысокая чувствительность, субъективность оцен-
ки результатов, возможность ложноположительных 
реакций в случае спонтанной агглютинации или 
вследствие остаточной перекрестной реактивности 
при использовании поликлональных адсорбирован-
ных сывороток [3]. Кроме того, из объектов внеш-
ней среды и от людей нередко выделяются штаммы 
холерных вибрионов со сниженной агглютинабель-
ностью [3, 42], что не исключает вероятности полу-
чения ложноотрицательного результата в РА. Это, в 
частности, подтверждается результатами экспери-
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ментов О.И.Сальниковой с соавт. [21], получившими 
инагглютинабельные мутанты природных штаммов 
V. cholerae О139, нереакционноспособные в РА, но 
сохранившие активность в других использованных в 
работе серологических реакциях. 

Другим агглютинационным тестом, используе-
мым для обнаружения холерного вибриона, является 
реакция коагглютинации (РКоА). Простота постанов-
ки, отсутствие необходимости в специальном обо-
рудовании и дорогостоящих материалах, быстрота 
получения ответа позволяют рекомендовать РКоА 
в качестве высокочувствительного экспресс-метода 
определения соматического антигена V. сho le rae О1 
[49]. Антительный коагглютинирую щий диагности-
кум на основе коммерческой холерной О1 сыворотки 
(Саратов) оказался эффективным для определения со-
держания О-антигена в надосадочной жидкости хо-
лерных вибрионов и контроля чистоты получения пре-
парата энтеротоксина [7]. Хотя РКоА характеризуется 
большей наглядностью, чем РА, она не лишена других 
присущих последней недостатков, особенно если для 
приготовления диагностикума применяют поликло-
нальные иммуноглобулины. Так, коагглютинирую-
щий диагностикум на основе антител, выделенных 
из поликлональной сыворотки против холерного ви-
бриона О139 серогруппы, был с успехом использован 
для серологической идентификации возбудителя, но 
не для его индикации [11]. Моноклональные коагглю-
тинирующие тесты, вследствие большей специфично-
сти использованного иммунореагента, оказались эф-
фективными для быстрого выявления возбудителя в 
образцах клинического материала и пробах воды, хотя 
и их чувствительность и специфичность не всегда до-
стигали 100 % [36, 47]. 

К экспрессным методам иммунодиагностики 
холеры относится реакция иммобилизации вибрио-
нов (РИВ), которая дает возможность бактериоско-
пически обнаружить возбудитель в течение несколь-
ких минут при его концентрации не менее 1·105 м.
кл./мл при исследовании нативного материала или 
культуры вибрионов [14]. При наличии в образце 
возбудителей холеры добавление к исследуемой ка-
пле О-агглютинирующей холерной сыворотки [14, 
19, 42] или МКА [14, 42, 46] вызывает обездвижи-
вание отдельных микробных клеток и образование 
неподвижных микроагглютинатов немедленно или 
в течение 1–2 мин [14]. Хотя данный метод, буду-
чи, как и РА, официально рекомендованным МУК 
«Лабораторная диагностика холеры» [14], отличает-
ся быстротой получения результата и позволяет дать 
первый сигнальный ответ уже через 15–20 мин от 
начала исследования материала, при его проведении 
возможны неспецифические взаимодействия, а отри-
цательный результат в РИВ не исключает диагноза 
холеры [14]. 

Эритроцитарные антигенные и антительные 
препараты давно широко и успешно применяются 
для диагностики различных бактериальных инфек-
ций, в том числе холеры. Постановка реакции не-

прямой гемагглютинации (РНГА) с использованием 
диагностикума эритроцитарного холерного имму-
ноглобулинового предусмотрена действующими 
методическими указаниями по лабораторной диа-
гностике холеры [14]. Экспериментальный холерный 
О-иммуноглобулиновый эритроцитарный диагно-
стикум позволяет выявлять в РНГА вибрионы О1 се-
рогруппы серотипов Огава и Инаба в концентрации 
1,5·105 и 7,5·105 м.кл. соответственно, а также гомо-
логичные антитела к ним в реакции нейтрализации 
антигена (РНАг) [24]. 

Ряд эритроцитарных диагностикумов предложен 
и для обнаружения холерных вибрионов О139. На 
основе лизата, полученного из ацетонвысушенных 
клеток V. cholerae MO45, сконструирован специфич-
ный холерный диагностикум для идентификации чи-
стых культур V. cholerae О139 как в РНГА, так и в ре-
акции нейтрализации антител (РНАт) с порогом чув-
ствительности 2,5·107 – 1,5·106 м.к./мл [15]. Следует, 
однако, отметить, что хотя гемагглютинационные 
тесты достаточно эффективны, их применение имеет 
определенные ограничения, поскольку входящие в 
состав диагностикумов реагенты нестабильны, а по 
показателю чувствительности они уступают совре-
менным иммунодиагностическим методам [13]. 

Одно из ведущих мест в экспресс-диагностике 
холеры занимает метод флюоресцирующих антител 
(МФА). Имеются сообщения об использовании тех-
ники флуоресцирующих антител для детекции воз-
будителя холеры в образцах стула и в пробах воды 
[30, 42]. Иммунофлуоресцентный метод на основе 
поликлональных антител к белкам внешней мембра-
ны V. cholerae О1 был эффективен при выявлении со-
ответствующего микроорганизма при концентрации 
240 КОЕ/мл в образце [35]. 

Для детекции V. cholerae О139 в прямом МФА 
сконструирован диагностический препарат на осно-
ве поликлональных адсорбированных кроличьих им-
муноглобулинов к О-антигену холерного вибриона 
гомологичной серогруппы [2]. Продемонстрирована 
также высокая чувствительность и специфичность 
моноклональных иммунофлуоресцентных препара-
тов как при идентификации чистых культур V. chole-
rae О139, так и индикации возбудителя в различном 
инфицированном материале [4, 36, 46]. Не отрицая 
безусловной диагностической ценности МФА, необ-
ходимо отметить, что при его применении возможны 
ложноположительные результаты, особенно в случае 
использования поликлональных флуоресцирующих 
иммуноглобулинов за счет их кросс-реактивности, 
обусловливающей неспецифическое свечение по-
сторонней микрофлоры [14], и ложноотрицательные 
результаты – при наличии в материале атипичных 
форм V. cholerae или концентрации микроорганиз-
мов ниже порога чувствительности анализа. 

При обнаружении холерного вибриона хорошо 
зарекомендовал себя иммуноферментный анализ 
(ИФА) или ELISA (от англ. enzyme-linked immuno-
sorbent assay) как высокочувствительный, воспроиз-
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водимый и наглядный современный иммунодиагно-
стический метод. Детекция V. cholerae в различных 
вариантах ИФА основывается на применении поли- 
и моноклональных антител к различным антигенам 
микроорганизма, например, кроличьих иммуногло-
булинов к гликопротеину возбудителя холеры [10], 
белкам внешней мембраны V. cholerae О1 Огава, О1 
Инаба и V. cholerae О139 [43], ЛПС V. cholerae О139 
[25]. Быстрым и чувствительным способом обнару-
жения возбудителя в материале от больных пред-
ставляется дот-ELISA на основе МКА к ЛПС V. chol-
erae О139, однако в единичных случаях были за-
фиксированы ложноположительные результаты [31]. 
Использование ИФА является перспективным также 
и при диагностике глубоко измененных по антиген-
ной структуре штаммов холерных вибрионов [26], а 
также некультивируемых форм V. cho le rae [23].

Принцип непрямого сэндвич-ELISA был ис-
пользован при разработке амперометрического им-
муносенсора для быстрой детекции V. cholerae О1 
на основе высокоспецифичных поликлональных 
антител [50]. Чувствительность метода составила 
1·105 м.кл./мл, а продолжительность анализа 55 мин. 
Сообщается также о конструировании иммуносенсо-
ра на основе МКА к V. cholerae О1 с чувствительно-
стью 1·105 – 1·109 м.кл./мл [40]. 

Весьма перспективным методом экспресс-
диагностики холеры является применение иммуно-
хроматографических дипстиков [41, 45, 54]. Чувстви-
тельность и специфичность данного метода, однако, 
не всегда удовлетворительны – в зависимости от 
использованного теста, исследуемого материала и 
навыков персонала, осуществляющего постановку 
анализа, они колеблются от 58 и 67 до 95 и 97 % со-
ответственно [41, 54], редко достигая 100 % [45].

Наряду с принадлежностью V. cholerae к О1 или 
О139 серогруппе, маркером эпидемического потен-
циала холерного вибриона является его токсиген-
ность [19, 34]. В связи с этим, большое внимание 
уделяется конструированию иммунодиагностикумов 
для определения холерного токсина (ХТ). В соответ-
ствии с принятой схемой лабораторной диагности-
ки холеры заключение о холерогенности V. cholerae 
основывается на результатах внутрикишечного за-
ражения крольчат-сосунков или оценке гемолити-
ческой активности и чувствительности к специфи-
ческим фагам, а также результатах полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) [14]. Поскольку продолжи-
тельность бактериологических анализов составляет 
не менее 18–20 ч с момента поступления материала 
на исследование, а применение генодиагностических 
методов имеет ряд ограничений, продолжают разра-
батываться альтернативные способы обнаружения 
ХТ, обеспечивающие получение результата в более 
короткий срок. С этой целью создан целый ряд экс-
периментальных иммунодиагностикумов.

Так, Ю.А.Белой и соавт. [7] предложен антитель-
ный коагглютинирующий диагностикум, обнаружива-
ющий очищенный холерный энтеротоксин в растворах 

в количестве 1–10 нг/мл. Высокой чувствительностью 
и специфичностью обладал тест латекс-агглютинации, 
разработанный R.J.Almeida et al. [29].

Оригинальный иммунофлуоресцентный метод 
с использованием ганглиозид-содержащей DASS-
системы (или системы шарообразных субстратов 
для определения антигенов) и люминесцирующей 
холерной антитоксической сыворотки оказался весь-
ма эффективным при определении холерогена [8]. С 
помощью специфических МКА к В-субъеди нице ХТ 
методом непрямой иммунофлуоресценции удалось 
обнаружить гомологичный антиген непосредственно 
на поверхности вибрионов на ранних этапах культи-
вирования [6].

При определении холерогена за рубежом широ-
ко применяются методы иммуноферментного анали-
за [42]. Отечественными учеными на основе МКА 
к В-субъединице ХТ разработан прямой и сэндвич-
вариант ДИА для идентификации токсигенных 
штаммов V. cholerae, обеспечивающие обнаружение 
ХТ в культуральной жидкости и микробных клетках. 
Более эффективным оказался сэндвич-вариант ДИА, 
в котором регистрировалось 2,4·106 – 4,9·106  м.кл./
мл, что соответствовало 16 нг/мл ХТ. Длительность 
анализа составляла не более 1–1,5 ч для сэндвич-
варианта и 40–50 мин – для прямого ДИА [9].

S.L.Mousavi et al. [44] сообщают об успешной 
попытке применения сочетанного метода ПЦР-ИФА 
для выявления токсигенных штаммов V. cho le rae О1. 
Предел чувствительности метода составлял 0,5 пг 
ДНК и 5 бактериальных клеток.

Учеными из Тайваня разработан оригинальный 
иммуносенсор, основанный на комбинированном ис-
пользовании GM1-липосом и антител к ХТ в проточ-
ной системе с регистрацией сигнала специфической 
флуоресценции, позволяющий выявлять 6,6·10–17 г/мл 
холерного токсина в образцах объемом 200 мкл [37].

Для одновременной детекции токсигенных и не-
токсигенных штаммов V. cholerae О1, О139, не О1 
и не О139 в клинических образцах и образцах воды 
индийскими учеными предложен дипстик-ELISA на 
основе поли- и моноклональных антител к двум ре-
комбинантным белкам – В-субъединице холерного 
токсина и белку внешней мембраны OmpW [53].

Наряду с индикацией и идентификацией возбу-
дителя, лабораторная диагностика холеры предусма-
тривает проведение серологических исследований 
по определению в сыворотках больных, переболев-
ших, вибриононосителей и вакцинированных людей 
специфических антител [14, 20, 42, 48, 55]. Хотя се-
рологической диагностике холеры отводится вспо-
могательная роль, она остается незаменимой при 
проведении ретроспективных исследований и в ка-
честве ориентира для проведения дополнительных 
бактериологических анализов с целью выявления 
вибриононосителей [14, 19, 42].

Для обнаружения в сыворотке крови антител, об-
ладающих свойствами агглютининов, методически-
ми указаниями по лабораторной диагностике холеры 
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рекомендуется постановка развернутой реакции аг-
глютинации, РНГА с диагностикумом эритроцитар-
ным холерным антигенным, РНАг с диагностикумом 
эритроцитарным холерным иммуноглобулиновым 
[14]. При этом целесообразно тестировать парные 
сыворотки, взятые с 7–10-дневным интервалом, по-
скольку диагностическое значение имеет нарастание 
специфических титров в 4 и более раз. Результат ис-
следования первой сыворотки является ориентиро-
вочным и считается положительным, начиная с титра 
1:40 [3, 14, 19]. Быстрое определение противохолер-
ных антител в сыворотке крови можно проводить по 
методу Н.И.Гивенталь и З.В.Ермольевой с примене-
нием фазово-кон траст ного микроскопа [18].

При проведении серологических исследований 
применяется также реакция определения вибрио-
цидных антител, в присутствии которых происходит 
гибель холерных вибрионов [14, 18, 19]. По данным 
В.Н.Савельева и соавт. [20], в группе лиц с бактерио-
логически подтвержденным диагнозом холеры или 
вибриононосительства вибриоцидные антитела вы-
являются в 100 % случаев, тогда как у лиц, не имев-
ших отношения к очагу холеры, вибриоцидины не об-
наруживались. Для выявления антител, обладающих 
вибриоцидной активностью, применяют также мето-
дики, основанные на ферментации углеводов, в част-
ности, сахарозы [14]. Копроантитела можно обнару-
жить с использованием непрямого люминесцентно-
серологического метода [3].

Антитоксические антитела, которые длительно 
циркулируют в крови после перенесенной инфекции 
[14, 19, 42], выявляются в реакции непрямой гемаг-
глютинации с диагностикумом эритроцитарным хо-
лерным энтеротоксическим [14], а также по их ней-
трализующей активности в отношении энтеротокси-
на на кроликах [19]. 

В целом, можно отметить, что существующие 
способы определения антител, обладающих агглю-
тинирующими и вибриоцидными свойствами, не от-
личаются экспрессностью, особенно если принимать 
во внимание необходимость исследования парных 
сывороток. Кроме того, они предполагают проведе-
ние манипуляций с живым инфекционным агентом 
и обладают всеми недостатками, присущими соот-
ветствующим иммунологическим реакциям. Для вы-
явления антитоксических антител также не применя-
ются современные иммунодиагностические методы. 
Это обусловливает необходимость дальнейшего со-
вершенствования серодиагностики холеры.

Среди оригинальных экспериментальных мето-
дик, о которых сообщается в литературе последних 
лет, следует упомянуть реакцию блокирования теста 
LAL (Lymulus amebocyte lysate), предназначенную для 
определения сывороточных антител к ЛПС V. cholerae 
О139. Титры в указанной реакции сравнимы с титра-
ми вибриоцидных антител, что делает ее перспектив-
ной для серологических исследований [32]. Группа 
исследователей из Бангладеш в качестве «долгосроч-
ного» маркера иммунного ответа к холере предложила 

определять в стандартном дот-ELISA В-клетки памя-
ти, специфичные к холерному токсину [38].

Кроме вибриоцидных антител, в качестве им-
мунологических маркеров, ассоциированных с хо-
лерной инфекцией, зарубежными исследователями 
предлагается рассматривать сывороточные IgA к 
В-субъединице холерного токсина, ЛПС и антигену 
токсин-корегулируемых пилей адгезии ТсрА V. cho-
le rae О1 [51]. При клиническом изучении иммунного 
ответа у взрослых и детей в Бангладеш были установ-
лены определенные закономерности в продукции ан-
тител к вышеперечисленным антигенам в разных воз-
растных группах при инфекции и вакцинации [33].

Из вышеизложенного становится очевидным, 
что, несмотря на более чем столетнюю историю раз-
вития методов лабораторной диагностики холеры, 
проблема ее совершенствования по-прежнему оста-
ется в поле внимания исследователей. Хотя в настоя-
щее время предложено большое количество самых 
разнообразных способов иммуно- и серодиагности-
ки холеры, большая их часть – экспериментальные 
разработки. В России выпускаются лишь несколько 
имеющих государственную регистрацию препаратов 
старого поколения, в частности диагностические хо-
лерные адсорбированные сухие сыворотки О, Инаба, 
Огава, РО и О139, предназначенные для идентифи-
кации чистых культур, и иммуноглобулины диагно-
стические флуоресцирующие холерные адсорбиро-
ванные, позволяющие выявлять и идентифицировать 
V. cholerae О1 в мазках из различных материалов и 
чистых культур. Современные высокочувствитель-
ные и экспрессные тест-системы, в том числе для ре-
троспективной диагностики, не внедрены в практику 
отечественного здравоохранения.

В последние годы все более широкое примене-
ние в микробиологии и эпидемиологии находят гено-
диагностические методы. Однако, несмотря на высо-
кую чувствительность и специфичность, они облада-
ют рядом недостатков, к наиболее значительным из 
которых следует отнести необходимость использова-
ния дорогостоящего оборудования, реактивов и осо-
бой организации помещений для проведения анали-
за, что ограничивает возможность их использования 
в полевых условиях и в слабо оснащенных лаборато-
риях. Кроме того, в пробах из внешней среды и об-
разцах стула нехолерных больных иногда содержатся 
примеси, ингибирующие ПЦР [1, 42]. 

В наибольшей степени требованиям экспресс-
ности, относительно невысокой стоимости, просто-
ты технического исполнения и учета результатов 
отвечают именно иммунологические методы обна-
ружения холерного вибриона. Следует особо под-
черкнуть, что эффективность последних главным 
образом зависит от качества используемых специ-
фических иммунореагентов, в связи с чем очевидна 
необходимость оптимизации технологии их полу-
чения. Способствовать решению этой задачи может 
практическое использование достижений современ-
ной фундаментальной иммунологии и молекулярной 
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иммунобиологии, подразумевающее целенаправлен-
ное влияние на иммунный ответ биопродуцента за 
счет применения расширенной панели антигенов для 
иммунизации, в частности, изолированных с помо-
щью современных и классических биохимических 
методов, позволяющих максимально сохранить им-
мунореактивность специфических эпитопов, выбора 
оптимальных условий иммунизации, использования 
биомоделей с определенными свойствами иммунной 
системы, закрепленными генетически. Несомненна 
перспективность использования гибридомной био-
технологии, позволяющей получать высокоаффин-
ные антитела уникальной специфичности к отдель-
ным антигенным детерминантам диагностически 
значимых антигенов V. cholerae. Применение указан-
ных подходов позволит получить поли- и монокло-
нальные антитела, пригодные для конструирования 
более совершенных тест-систем для диагностики хо-
леры, включая иммуносенсоры и биочипы.
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Presented is the survey of the national and foreign literature concerning 
the questions of improvement of cholera immunodiagnostics. Considered are 
the problems and prospects of development of different preparations designed 
for cholera vibrios detection and serologic diagnostics of the disease.
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