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Разработан метод идентификации энтеротоксигенных штаммов кишечной палочки с по-
мощью фотометрической индикации их энтеротоксинов в фекалиях животных, больных коли-
бактериозом. Преимуществом метода является быстрота проведения реакции (20–30 минут), 
а также возможность длительного хранения антитоксических сывороток. Метод рекоменду-
ется использовать для прижизненной диагностики колибактериоза непосредственно в зонах 
массовых желудочно-кишечных заболеваний животных.
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определения энтеротоксигенных E. сoli, позво-
ляющего идентифицировать возбудителя коли-
бактериоза еще на латентной стадии заболе-
вания, что позволит своевременно проводить 
профилактические и лечебные мероприятия, 
а также осуществлять эпидемиологический 
мониторинг за присутствием и распростране-
нием токсигенных штаммов кишечной палочки 
в окружающей среде.

Целью настоящего исследования была 
разработка метода идентификации энтероток-
сигенных E. coli с помощью фотометрической 
индикации их энтеротоксинов в фекалиях те-
лят, больных колибактериозом.

Материалы и методы
В работе использованы: фосфатно-солевой 

буфер рН 7,5; лиофилизированные ST и LT-ЭТ; 
фреон (С2Сl3F3) для осветления мутных сыво-
роток; центрифуга; микрокюветы (Sarstedt) 
для лазерной нефелометрии; гелий-неоновый 
лазерный нефелометр (Behring Werke, Мар-
бург).

Приготовление иммунизирующего препара-
та осуществляли следующим образом: 100 мг 
LT-ЭТ растворяли в 2,0 мл 0,1 М фосфатного 
буфера с рН 6,8, который содержал 12,5 г/л глу-
таральдегида (Reanal, Венгрия).

Через 18 часов экспозиции при комнатной 
температуре смесь наносили на хроматографи-
ческую колонку 0,9×60 см с сефадексом G-25, 
уравновешенную 0,15 М раствором хлорида 
натрия.

Фракции, которые содержали активирован-
ный LT-ЭТ (экстинкция при 403 нм), объеди-© Сухарев Ю. С., 2010

Актуальность и цель работы
Колибактериоз — наиболее распространен-

ное среди новорожденных животных инфекци-
онное заболевание, вызываемое токсигенными 
бактериями Escherichia coli, — является одной 
из серьезнейших проблем современной вете-
ринарной медицины [3, 4, 5]. Колибактериоз 
не имеет специфических клинических при-
знаков и характеризуется, в основном, только 
симптомом диареи, обусловленным действием 
энтеротоксинов (ЭТ): термолабильного (LT) 
и термостабильного (ST) [6, 9, 10]. Иденти-
фикация этих факторов патогенности при экс-
пресс-диагностике сопряжена со значительны-
ми трудностями из-за сложности определения 
токсигенности штаммов E. coli [1].

Для идентификации энтеротоксигенных 
E. coli и обнаружения их ЭТ используют разно-
образные физико-химические и биологические 
методы [2, 7]. Но эти технологии не пригодны 
для экспресс-диагностики колибактериоза: они 
разработаны в основном для индикации LT-, а не 
ST-ЭТ; их невозможно применить прижизненно, 
непосредственно в зонах массовых желудочно-
кишечных заболеваний животных; они являют-
ся длительными, трудоемкими, дорогостоящи-
ми, трудновоспроизводимыми, дефицитными 
по используемым реагентам, часто неспецифич-
ными, не обладающими достаточной чувстви-
тельностью. Наконец, большинство известных 
методов не соответствует нормам биоэтики.

В связи с этим возникла необходимость в раз-
работке высокоспецифичного экспресс-метода 
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няли и концентрировали до 1/10 исходного 
раствора ПЭГ с молекулярной массой 3000 D. 
К этому раствору добавляли 50 мг ST-ЭТ, рас-
творенного в смеси 10 мл 0,15 М раствора хло-
рида натрия и 1,0 мл карбонат-бикарбонатного 
буфера.

Через 24 часа инкубации при температуре 
4°С добавляли 1,0 мл 0,2 М раствора лизина 
и на 2 часа ставили на диализ против 0,1 М 
фосфатно-солевого буфера. Конъюгат центри-
фугировали 20 минут при 2000 g и сохраняли 
при температуре 4°С.

Конъюгат ЭТ смешивали с равными объема-
ми полного адъюванта Фрейнда или 30 % рас-
твора гидроокиси алюминия; смесь тщательно 
взбалтывали и выдерживали при комнатной 
температуре 4 часа, повторяя взбалтывание 
через каждые полчаса. Готовый иммунизиру-
ющий препарат сохраняли в холодильнике при 
температуре 4°С.

Для получения гипериммунных антитокси-
ческих сывороток крови использовали 11 быков 
Красно-степной породы в возрасте 1,0–1,5 лет 
из опытного хозяйства «Украинка» Харьков-
ского района, благополучного по инфекцион-
ным заболеваниям.

Иммунизацию проводили двукратно с ин-
тервалом 30 дней. Конъюгат вводили внутри-
мышечно, в 2–4 точки, в дозе 5,0 и 6,0 мг/мл, 
в объеме 5 мл. На 7-й день после ревакцинации 
у каждого животного отбирали по 5 л крови 
и получали 2,8–3,0 л сыворотки.

Для получения антитоксической сыворотки 
молозива 6 глубокостельным коровам внутри-
мышечно за 1,5 месяца до ожидаемого отела 
вводили конъюгат ST/LT-ЭТ с адьювантом (гид-
роокись алюминия) в дозах 5 и 6 мг, в объеме 
5 мл, с интервалом между инъекциями 14 дней. 
Через 2–3 часа после отела у коров отбирали 
по 300–500 мл молозива и получали сыворотку 
по методу Чекишева [8].

В качестве исследуемого материала исполь-
зовали фекалии больных колибактериозом те-
лят. Фекалии центрифугировали при 5000 g 
в течение получаса и собирали супернатант. 
При наличии в исследуемом материале боль-
шого количества слизи в него добавляли физио-
логический раствор, перемешивали, пропуска-
ли через ватный фильтр и центрифугировали, 
как описано выше.

Определение белка в стандартных разведе-
ниях ЭТ проводили спектрофотометрически 
по методу Варбурга и Христиана при дли-

не волны 260 и 280 нм. Концентрацию белка 
(мг/мл) рассчитывали по формуле Калькара:

Сб = 1,45 Е280 – 0,74 Е260.
Как известно, инкубация раствора антигена 

со специфической сывороткой приводит к обра-
зованию иммунных агрегатов. Последние спо-
собны рассеивать проходящий световой поток, 
интенсивность которого можно измерить пря-
мо или косвенно с помощью нефелометричес-
кого метода. При нефелометрии определяют 
количество света, отраженного под определен-
ным углом к направлению проходящего свето-
вого потока. При этом интенсивность рассеян-
ного света (разность светового потока) прямо 
пропорциональна числу и величине иммунных 
комплексов.

В последнее время все более широкое рас-
пространение получает лазерная нефеломет-
рия, результаты которой хорошо коррелируют 
с данными радиальной иммунодиффузии. Точ-
ность лазерной нефелометрии очень высока; 
коэффициент вариации, по данным литера-
туры, колеблется от серии к серии в пределах 
4–10 %. Показатели этого метода можно повы-
сить, если автоматизировать анализ.

Особая геометрия лазерного устройства поз-
воляет улавливать свет, рассеянный иммунны-
ми комплексами под очень небольшими угла-
ми. В современных лазерных нефелометрах 
достигается полное поглощение света, идуще-
го в прямом направлении, чего не удается до-
стигнуть при использовании обычных источ-
ников света ввиду непараллельности их лучей. 
Высокое постоянство характеристик лазерного 
излучения позволяет получать хорошо воспро-
изводимые результаты.

Сущность и новизна разработанного нами 
метода заключалась в том, что о присутствии 
ЭТ в исследуемых образцах судили по интен-
сивности рассеянного света, прямо пропорцио-
нальной числу и величине иммунных комплек-
сов, образующихся в результате взаимодейс-
твия антигенов с антителами гипериммунных 
антитоксических сывороток крови и молозива 
крупного рогатого скота (КРС) к конъюгату 
ST/LT энтеротоксинов E. coli.

На рис. 1. показана схема разработанного 
устройства для индикации иммунных комплек-
сов.

Результаты и обсуждение
Соблюдая постоянные объемы реагирую-

щих растворов, разведение сыворотки, время 
и температуру инкубации, определяли концен-
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трацию антигенов в растворе при помощи ка-
либровочной кривой.

Калибровочную (стандартную) кривую по-
лучали, измеряя рассеяние света в растворах 
с известным содержанием антигена. Для этого 
использовали геометрический ряд стандарт-
ных разведений ЭТ E. coli в фосфатно-соле-
вом буфере с рН 7,5 — концентрации от 0,1 
до 100 мкг/мл. Кюветы опускали в шахту нефе-
лометра, данные считывали с цифрового таб-
ло. Калибровочную кривую строили в системе 
координат, где по оси ординат откладывали 
полученные значения единиц светорассеяния 
(в вольтах), а по оси абсцисс — соответствую-
щие значения концентрации ЭТ.

Гипериммунные антитоксические сыворотки 
подвергали осветлению с помощью центрифу-
гирования при 1500 g в течение 10 минут с об-
работкой фреоном: 1 мл сыворотки смешивали 
с 1,5 мл фреона, перемешивали в горизонталь-
ном направлении, центрифугировали 10 минут 
при 1000 g. Такая обработка приводила к по-
лучению относительно прозрачной сыворот-
ки. Сыворотки разводили в отношении 1:100 
(50 мкл сыворотки + 5 мл буфера).

К 100 мкл разведенных сывороток прибав-
ляли 200 мкл супернатанта фекалий телят, 
больных колибактериозом. Смесь инкубирова-
ли в кюветах 20–30 минут при комнатной тем-
пературе и проводили измерение. В контроле 
использовали нормальную сыворотку крови 
и молозива КРС. Значения светорассеяния им-
мунных агрегатов переводили в концентрацию 
с учетом использованных разведений. Полу-
ченные значения находились в средней части 
стандартной кривой (рис. 2 и 3).

Чтобы не допускать снижения точности из-
мерений, необходимо придерживаться следую-
щих условий выполнения лазерной нефеломет-
рии:
1. Измерительные кюветы должны быть тща-

тельно очищены.
2. Кюветы должны быть помечены согласно 

их ориентации в нефелометре.
3. Из кювет с исследуемыми образцами необ-

ходимо удалить пузырьки воздуха.

4. Кюветы следует хранить в отполированном 
виде.

5. Анализируемый образец необходимо тща-
тельно перемешивать при каждом измере-
нии.

6. Методика подготовки пробы и выполнение 
измерений должна быть одинаковой.

Рис.1. Схема устройства для индикации иммунных комплексов.

Рис. 2. Зависимость интенсивности свето-
рассеяния (мВ) от концентрации ЭТ E. coli 

(мкг / мл) в фекалиях телят, больных колибакте-
риозом: А — антитоксическая сыворотка кро-
ви КРС+ЭТ; Б — нормальная сыворотка крови 

КРС+ЭТ.

Рис. 3. Зависимость интенсивности свето-
рассеяния (мВ) от концентрации ЭТ E. coli 

(мкг / мл) в фекалиях телят, больных колибакте-
риозом: А — антитоксическая сыворотка мо-
лозива КРС+ЭТ; Б — нормальная сыворотка 

молозива КРС+ЭТ.
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7. Температура всех образцов должна быть 
одинаковой и совпадать с температурой про-
цесса измерения.
В ходе апробации разработанного метода ин-

дикации было показано, что гипериммунные 
антитоксические сыворотки крови и молозива 
КРС к конъюгату ЭТ E. coli образуют иммун-
ные агрегаты с ЭТ, содержащимися в фекалиях 
телят, больных колибактериозом, что и фикси-
ровалось лазерным нефелометром. При этом 
контроль нормальной сыворотки крови и моло-
зива с ЭТ был отрицательным.

Интенсивность светорассеяния иммунных 
комплексов «антитоксическая сыворотка моло-
зива + ЭТ» была выше, чем у комплекса «анти-
токсическая сыворотка крови + ЭТ» вследствие 
более высокого уровня антитоксических анти-
тел в сыворотке молозива.

Выводы
Фотометрическая индикации ЭТ позволяет 

проводить экспресс-определение энтеротокси-
генных E. coli в фекалиях больных животных уже 
на ранних стадиях заболевания и может быть ре-
комендована как метод прижизненной диагнос-
тики колибактериоза непосредственно в зонах 
массовых желудочно-кишечных заболеваний.

Преимуществом метода является быстрота 
проведения реакции (20–30 минут), а также 
возможность длительного хранения антиток-
сических сывороток.

Использование антитоксических сывороток 
к конъюгату ЭТ E. coli дает возможность иден-
тифицировать оба энтеротоксина (ST и LT), 
чего не удается достигнуть с помощью других 
методов в связи с отсутствием иммуногенных 
свойств у ST-ЭТ (гаптен).

Разработанный метод является новой, совре-
менной технологией диагностики колибактериоза 
сельскохозяйственных животных, которая может 
помочь животноводческим предприятиям свое-
временно предотвращать и устранять это заболе-
вание, создавать стада здорового скота и, следова-
тельно, поставлять на рынок экологически чистые 
продукты животноводства, а также осуществлять 
эпидемиологический мониторинг за присутстви-

ем и распространением токсигенных штаммов ки-
шечной палочки в окружающей среде.
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МЕТОД ФОТОМЕТРИЧНОЇ ІНДИКАЦІЇ ЕНТЕРОТОКСИГЕННИХ ШТАМІВ 
ESCHERICHIA COLI

.Сухарєв Ю.С
Харківський національний університет ім. В.Н.Каразіна, 

Розроблений метод ідентифікації ентеротоксигенних штамів Escherichia coli за допомогою 
фотометричної індикації їх ентеротоксинів у фекаліях тварин, хворих на колібактеріоз. Пере-
вагою методу є прудкість проведення реакції (20–30 хвилин), а також можливість тривалого 
зберігання антитоксичних сироваток. Рекомендується використання методу для прижиттє-
вої діагностики колібактеріозу безпосередньо в зонах масових шлунково-кишкових захворю-
вань тварин. 

Ключові слова: Escherichia coli, ентеротоксини, імунні комплекси, колібактеріоз, фотомет-
рия.

A METHOD OF PHOTOMETRIC INDICATION ENTEROTOXIGENIC ESCHERICHIA  
COLI STRAINS

Sukharev Yu.S.
Kharkоv National University named after V.N.Karazin, 

The method of authentication of enterotoxigenic Escherichia coli strains  by the photometric indica-
tion of their enterotoxins in faeces of animals with colibacteriosis are developed. Advantage of method is 
a quickness of leadthrough of reaction (20-30 minutes), and also possibility of the protracted storage of 
antitoxic wheys. The use of method is recommended for during life diagnostics of colibacteriosis directly 
in the areas of animals mass gastroenteric diseases. 

Keywords: Escherichia coli, enterotoxins, immune complexes, colibacteriosis, photometry.


