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Диагностика анаэробной 
энтеротоксемии, вызываемой 

энтеротоксигенными штаммами 
Cl.perfringens типа А, в реакции 

встречного иммуноэлектроосмофореза 
(ВИЭОФ) 

В статье приведены данные по отработке оптимальных 
условий постановки реакции ВИЭОФ для диагностики анаэ­

робной энтеротоксемии телят. Исследованиями установле­

но, что ВИЭОФ является специфичным, высокочувствитель­

ным экспресс­тестом диагностики анаэробной энтеротоксе­

мии телят, обусловленной энтеротоксином Cl.perfringens типа 
А, а по параметру чувствительности превосходит РН на бе­

лых мышах на 26%. 

The article provides Úie dala on developing the optimal conditions 
for the counter immune electroosmophoresis to diagnose anaerobic 
enterotoximia of calves. The research established that tlte counter 
immune electroosmophoresis is a specific, highly sensitive express 
test for die diagnosis of anaerobic enterotoximia of Cl.perfringens 
type A and it also has 26% higher sensitivity titan tfie neutralization 
test, which was proved on tìie tests with white mice. 
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Сели лабораторньгхметодов диагностики анаэроб-
ой энтеротоксемиителят ведущее место занима­

ет классический бактериолопгческий метод с последую­
щей постановкой реакции нейтрализации токсина на бе­
лых мышах. Однако частота положительных результатов 
бактериологического обследования больных животных, у 
которых диагноз на энтеротоксемию поставлен на основа­
нии клинико-эпизоотических и патологоанатомических 
данных, не превышает 20-25%. Поэтому наряду с необхо­
димостью совершенствования бактериологического ме­
тода диагаостики очевидна целесообразность разработки 
иных методов, которые обеспечат постановку этио л о т ­
ческого диагноза в максимально сжатые сроки. 

С целью обнаружения и количественного определения 
энгеротоксина С1.регГпг̂ ега типа А апробировано несколь­
ко биологических и серологических методов исследования 
[4,5,7,9]. Ряд исследователей [1,2] к числу таких методов 
относят встречньш иммуноэлектроосмофорез. 

Антигенная специфичность энтеротоксина 
О.регГги^егю типа А не совпадает со специфичностью 
другихтоксинов, вырабатываемых этим же микроорганиз­
мом. Антигена к другим токсинам, присутствующие в ди-
агностических антисыворотках к О.регптг^ега типов А, В, 
С, Д и Е, не оказьвзали нейтрализующего эффекта на энте-
ротоксин [8]. 

Учитывая недостаточную изученность методов лабо­
раторной диагностики энтеротоксемии, вызванной энте-
ротоксигенными штаммами Офехтпщзепз типа А, и от­
сутствие в стране диагностикумов, наши исследования 
были направлены на разработку способов получения вы­
сокоэффективного и специфического диагностикума. 

Для получения концентрированного анаэнтеротокси-
на использовали метод высаливания сернокислым аммо­
нием. Надосадочную жидкость фракционировали на се-
фадексе Г-200. Гель-фильтрацию осуществляли на колон­
ке диаметром 2,5 см при высоте столба геля 90 см. Колон­
ку уравновешивали 0,02 М фосфатным буфером рН 7,0, 
элюцию производили тем же буфером со скоростью вы­
текания 10 мл/ч, фракции собирали объемом по 5 мл. Выход 
белка во фракциях устанавливали методом спектрофото-

метрии при длине волны 280 нм. В препаратах энтероток­
сина на всех этапах очистки определяли белок, биологи­
ческую активность (ДЛ М/мл), а также количество белко­
вых и антигенных компонентов. 

Диагностическую сыворотку к энтеротоксину 
Cl.perfringensтипa А получали по методу, разработанно­
му А.Ф.Дерезой [3]. 

Результаты исследований, которые представле­
ны в таблице 1, показали, что нативный энтеротоксин (эк­
стракт спорудагоующих клеток) содержал 170 мг белка, а 
его биолопгческая активность составляла 75 ДЛМ/мл. 

В процессе осаждения сульфатом аммония практичес­
ки весь энтеротоксин переходил в осадок, а большинство 
балластных белков (до 70% от общего количества белка 
нативного энтеротоксина) не осаждалось при данных ус­
ловиях. Таким образом, на данном этапе очистки проис­
ходила значительная концентрация энтеротоксина, кото­
рый освобождался от большей части сопутствующих бел­
ков, что совпадало сданными зарубежных авторов [6]. 

Надосадочные жидкости после первого растворения 
преципитата содержали значительную часть оставших­
ся балластных белков и лишь небольшое количество эн­
теротоксина. Основная часть энтеротоксина (в среднем 
76,7% по биологической активности) переходила в на­
досадочные жидкости после второго растворения пре­
ципитата. 

Дифференцированноерасгворение преципитата при­
водило к увеличению концентрации и значительной очис­
тке токсина. В препаратах, полученных после вторичного 
растворения преципитата, обнаруживали 3-4 белковыхи 
2-3 антигенных компонентов, в то время как в нативном 
энтеротоксине — 13-16 и 10-11 соответственно. 

На данном этапе очистки выходэнтеротоксина по био­
логической активности составлял в среднем 78,5%. 

При гель-фильтрации белок во фракциях элюировался 
тремя пиками (рис. 1). 

Фракции первых двух асимметричных малых пиков 
были биологически неактивны и не реагировали в реак­
ции ВИЭОФ. Биологической активностью обладали фрак­
ции большого симметричного последнего пика. При ана-

I а(1 п и I а 1. Характеристика препаратов энтеротоксина О.регбтг^еш типа А на различных этапах очистки 

Препараты 
энтеротоксина 

Объ­
ем, 
мл 

Концентра­
ция белка, 

мг/мл 

Содержа­
ние белка, 

мг 

Биологическая активность Число 
компо­

нентов в 
ВИЭФ 

Препараты 
энтеротоксина 

Объ­
ем, 
мл 

Концентра­
ция белка, 

мг/мл 

Содержа­
ние белка, 

мг ДЛМ/мл ДЛМ/мг 
белка 

выход, % от 
исход, препа­

рата 

Число 
компо­

нентов в 
ВИЭФ 

Экстракт спорулирующих 
клеток (нативный энтеро­
токсин) 

100 1,70 170,0 75 44,0 100,0 До 12 

Супернатант после первого 
растворения преципитата со

 

3,20 25,6 100 31,2 11,0 До 8 

Препарат после второго 
растворения преципитата 10 1,70 17,0 600 353,0 80,0 2-3 

Биологически активные 
фракции, объединенные 
после гель-фильтрации 

35 0,33 11,6 125 375,0 58,3 1 
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Номер фракции 

кривая выхода белка во фракциях; 
— — —активность энтеротоксина, Dim/ml 

Рис. 1. Гель-фильтрация препарата энтеротоксина, 
полученного после второго растворения преципитата, 

на сефадексе Г-200 

лизе фракций этого пика мы обнаруживали только один 
белковый и антигенный компонент. 

После объединения максимальных фракций последне­
го пика с активностью не ниже 50 ДЛ М/мл были получены 
4 серии препаратов гомогенного энтеротоксина, удельная 
активность которого составляла 347,0-365,9 ДЛМАгг белка. 
Выходэнтеротоксина по биологической активности состав­
лял от 50,1 до 67,9%. 

При исследовании энтеротоксина, содержащего от 50 
до 100 мкг белка, методом ВИЭОФ в 1%-ном геле, состоя­
щем го агарозы "Sigma" и агара "Шсо" в соотношении 3:2, 
последний мигрировал одной полосой. Препараты очищен­
ного энтеротоксина образовывали одну линию преципи­
тации в реакции ВИЭОФ с сывороткой, приготовленной 
нами к нативному энтеротоксину. 

Таким образом, нами были получены препараты анти-
генно и электрофоретически гомогенного энтеротоксина 
Cl.perfringens типа А. Исследования показали, что для это­
го препараты, полученные после осаждения сульфатом 
аммония и дифференцированного растворения преципи­
тата, достаточно подвергать однократной гель-фйльтраі щи 
на сефадексе Г-200. 

При встречном электрофорезе можно выявить и иден­
тифицировать только такие антигены, которые отличаются 
по электрофоретической подвижности и к которым имеет­
ся моноспецифическая преципиттфующая сыворотка. 

В связи с этим представляла интерес эксперименталь­
ная разработка метода ВИЭОФ с полученным нами очи­
щенным антигеном и моноспецифической антиэнтеро-
токсической сывороткой с целью обнаружения энтеро­
токсина Cl.perfringens типа А. 

В реакции использовали агарозу "Sigma" и агар "Диф-
ко" в соотношении 3:2 в 100 мл веронал-мединалового 
буфера с ионной силой 0,2 и рН 8,6. 

Установлено, что электрофорез как в агаровом геле, 
так и в гелях, состоящих из равных частей агарозы и агара 
«Дифко», описанных выше, при силе тока 15 мА не при­
водили к образованию ггоеципитатов в течение времени 
свыше трех часов. А при силе тока 30 м А линии преципи­
тации можно было обнаружить к концу 2-го часа реак­
ции лишь у лунок с неразведенным энтеротоксином. П о-
вышение силы тока до 40 мА позволило сократить про­
должительность электрофореза до 2-3 часов. Приданном 
режиме электрофореза в агаровом геле линии ггоеципи-
тации с неразведенным энтеротоксином появляются в 
разведенияхдо 1:16 и 1:32. Более длигельнъш электрофо­
рез не повышал чувствительности реакции. 

Из таблицы 2 видно, что при использовашш 1 %-ного 
геля агара «Дифко», геля, состоящего из 2-х частей агаро­
зы и 3-х частей агара, геля из равных частей агарозы и агара 
былизарегистррфованы лгаплипрецигвтгации.но при мень­
ших разведениях энтфотокешга. Однако электрофорез в 
1%-ном геле, состоящем из агарозы и агара «Дифко» в 
соотношении 3:2, позволял обнаружить лишпгпреципита-
ции с неразведсішым энтеротоксином через 2 часа, а спу­
стя 2,5-3 часа выявлялись с токсином в разведенияхдо 1:64, 
при этом линии прещпштации отличались четкостью, были 
тонкие, трапещгевидные, расположенные строго посреди­
не между лунками с антигеном и специфической сыво­
роткой. Более дтдггельньлі электрофорез не приводил к по­
вышению чувствительности реакции. 

Известно, чго на результаты ВИЭОФ существенно 
влияют буферные растворы, используемые для прове­
дения реакции. Поэтому мы испытали два вида веро-
нал-меддааловых буферных растворов (первый — с ион­
ной силой 0,1; второй — с ионной силой 0,2), 0,15 М 
физиологический раствор NaCL, фосфатно-буферный 
раствор (рН 7,2), на которых готовили гели. 

При сравнении результатов реакции (табл 3) было ус­
тановлено, что использование гелей на 0,15 М NaCL, фос-
фатно-буферном растворе позволило получить четкие 
линии прецигоггации при низких разведениях энтероток­
сина и слабые линии прецигоггации—при дальнейших 
разведениях. При постановке ВИЭОФ на веронал-меди-

Тай шил 2. Результаты реакции ВИЭОФ в зависимости от использованного геля 

Гэль (срвда-носитвль) 
Разведение энтеротоксина, ДЛМ/мл 

Гэль (срвда-носитвль) 
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 

1%-ный агар "Difco" + + - - - - - -
Агароза "Sigma" и агар "Difco"B соотношении 1:1 + + + - - - - -
Агароза "Sigma" и агар "Difco"B соотношении 2:3 + + + + + - - - -
Агароза "Sigma" и агар "Difco"B соотношении 3:2 + + + + + + - -
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Таблица 3. Результаты реакции ВИЭОФ в зависимости от использованного буфера 

Буфер 
Разведение энтеротоксина, ДЛМ/мл 

Буфер 
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 

Веронал-мединаловый, ионная сила 0,1 + + + + ± - - -
Веронал-мединаловый, ионная сила 0,2 + + + + + + - -

0,15 MNaCL , 
+ 

+ ± ± - - - -
Фосфатный + + ± ± - - - -

Примечание. + — четкие линии преципитации; 
± — слабые линии преципитации: 

отсутствие линии преципитации 

наловых буферах с ионной силой 0,1 и 0,2 линии преци­
питации были наиболее четкими, а титры прешптитатов 
максимальными при использовании буфера с ионной 
силой 0,2. 

Среди испытанных режимов электрофореза лучшим 
оказался при силе тока 40 мА, которьш нами применялся в 
дальнейшем. 

Приготовленные и испытанные в ВИЭОФ компонен­
ты диагностического набора были лиофильно высуше­
ны. Все приготовленные компоненты набора обладали 
специфичностью. Активность полученных препаратов ос­
тавалась практически неизменной на протяжении 12 ме­
сяцев хранения при температуре +2-+10 °С. 

Таким образом, результаты исследований показа­
ли, что наиболее высокая чувствительность реакции 
ВИЭОФ достигается при использовании 1%-ного геля, 
состоящего из 3-х частей агарозы "Sigma", 2-х частей 
агара "Difco", применении веронал-мединалового бу­
фера с ионной силой 0,2 А (рН 8,6) при силе тока 40 мА. 

О чувствительности ВИЭОФ судили по удельному 
весу положительных результатов в общей сумме случа­
ев положительного диагноза на энтеротоксемию, под­
твержденного в РН на белых мышах. Параметр специ­
фичности реакции определяли путем выделения частоты 

случаев положительных реакций регистрируемых при 
постановке ВИЭОФ с пробами фекалий 28 здоровых и 
173 больных энтеритом телят, в том числе с 36 пробами 
фекалий телят, у которых диагноз на энтеротоксемию, 
обусловленную энтеротоксином О.регй-ц^еш типа А, 
был подтвержден в РН на белых мышах. 

Как видно из таблицы 4, в которой суммированы 
результаты исследований, пробы фекалий, взятые от 
здоровых телят как по РН на белых мышах, так и в 
реакции ВИЭОФ, дали отрицательные результаты. 

При исследовании в реакции ВИЭОФ 36 проб фекалий 
телят, больных анаэробной энтеротоксемией, обусловлен­
ной энтеротоксином О.регГп^егатипа А, что было под­
тверждено в РН на белых мышах с применением специфи­
ческой сьюоротки, во всех случаях получены совпадающие 
результаты. В контрольных пробах фекалий, взятых оттелят, 
больных колибактериозом, трансмиссивным вирусным 
гастроэнтеритом, ротовирусной инфекцией и анаэробной 
энтеротоксемией, обусловленной альфа-токсином,энтеро­
токсина а.регТ1тодеп5типаАне обнаружено. Это указыва-
етна высокую специфичность реакции ВИЭОФ для обна­
ружения энтеротоксина С.регйи^еш типа А. 

При исследовании в реакции В ИЭОФ 173 проб цент-
рифугатов фекалий больных телят с признаками диареи 

Таблица 4. Диагностическая эффективность ВИЭОФ для выявления энтеротоксина О.рейпгщсш типа А 
в центрифугатах содержимого тонкого отдела кишечника павших и фекалиях больных телят 

Исследо­ Клиническое Выявлен энтеротоксин Cl.perfringens 
Наименование хозяйства вано состояние те­ типа А 

телят лят ВИЭФ % РН % 
К-з "Правда" Лиозненского р-на 65 больные 25 38,5 12 18,46 
С-з "Горняк" Солигорского р-на 40 -II - 14 35,0 6 15,0 
С-з "Рыдомольский" Толочинского р-на 14 -II- 8 57,1 4 28,6 
К-з "Заболотье" Мстиславского р-на 12 -II- 6 50,0 2 16,7 
К-з "Красный берег" Жлобинского р-на 11 -II - 4 36,4 2 18,2 
К-з им. Ленина Рогачевского р-на 10 -II - 7 70,0 j 30,0 
К-з "Новая жизнь" Дятловского р-на 9 -II - 7 77,8 4 44,4 
С-з "Вороново" Вороновского района ОС

 

-II- 6 75,0 3 37,5 
С/к "Западный" Брестского р-на 4 -II- 2 50,0 . _ 
Всего 173 - / /- 81 46,8 36 20,8 
с-з им. Ульянова Минского р-на 28 здоровые - - - -
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РН на белых ВИЭФ 
мышах 

Выявлен энтеротоксин С1.реплпдеП8 типа А 

Рис. 2. Диагностическая эффективность ВИЭОФ 
для выявления энтеротоксина О.р^пгщепБ типа А 

в центрифугатах содержимого тонкого отдела 
кишечника павших и фекалиях больных телят 

(рис. 2) в 81 (46,8%) пробе обнаружен энтеротоксин 
Clperfringens типа А. При постановке РН на бельгхмьанах с 
указанными пробами положительныерезультаты были по­
лучены только в 36 случаях (20,8%). Это свидетельствует о 
более высокой чувствительности ВИЭОФ по сравнению с 
РН на белых мьпиах при определении энтеротоксина 
Clperfringens типа А и позволяет проводить массовое об­
следование животных в короткие сроки. 

Однако, как это видно из таблицы 4, частота выявления 
энтеротоксина в различных хозяйствах значительно коле­
балась. Если от телят колхоз а "Новая жизнь" Дятловского 
района он выявлялся в 77,8% случаев, то из фекалий телят 
совхоза "Горняк" Солигорского района энтеротоксин 
Clperfringens типа А обнаружен в 35% случаев. Несмотря 
на выявленные колебания полошггельнойреакшш, дан­
ные по ВИЭОФ коррелировали с результатами РН на бе­
лых мышах, хотя процент выявления в РН был 26,0%, ниже, 
чем в реакции ВИЭОФ. 

Расхождения в результатах постановки ВИЭОФ, полу­
ченных при исследовании фекалий телят, мы предполага­
ем, связаны с интенсивностью эпизоотического процесса 
и сроками отбора материала для исследований, так как 
энтеротоксин Clperfringens urna А подвержен высокой 
лабильности. 

При титрации испытуемого материала от заведомо 
больных телят четкие ПИНИИ преципитации с иммунной 
сывороткойк энтеротоксин}' Clperfringens типа А получа-
ливразведении 1:16-1:64. Поэтомутитр 1:4 являлся рабо­
чим разведением для обнаружения энгеротоксина в реак-
цииВИЭОФ. 

На основании проведенных исследований намираз-
работан набор для даагностики анаэробной энтероток-

семии, обусловленной энтеротоксином Cl.perfringens 
типа А, включающий очищенньш, концентрированньш 
анаэнтеротоксин Cl.perfringens типа А, с удельной ак­
тивностью 369-385 ДЛМ/мкг белка, специфическую ги­
периммунную антиэнтеротоксическую сыворотку с 
титром антиэнтеротоксинов 0,5 АЕ в 1 мл, нормальную 
сыворотку крови здоровых телят, агар "Difco" и агаро-
зу "Sigma". 

Выводы 
1. Наибольшая концентрация и очистка энтероток­

сина от большей части сопутствующих белков дости­
гались за счет его осаждения сульфатом аммония 80% 
насыщения с рН 7,0 при температуре 4 °С в течение 12-
14 часов с последующим двукратным дифференциро­
ванным растворением, центриф)тированием преципи­
тата и гель-фильтрацией на сефадексе Г-200. 

2. Оптимальными условиями постановки реакции 
ВИЭОФ являются применение веронал-мединалового 
буфера с рН 8,6 и ионной силой 0,2 А, геля состоящего 
из 2-х частей агара "Difco" и 3-х частей агарозы "Sigma" 
при силе тока 40 мА и напряжении 15-30 вольт. 

3. Реакция В ИЭОФ является специфичным, высо­
кочувствительным тестом диагностики анаэробной эн-
теротоксемии телят, обусловленной энтеротоксином 
CI. perfringens типа А, а по параметру чувствительно­
сти превосходит РН на белых мышах на 26%. 
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