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спÎсiÁ iÌУÍÎÁiÎсÅÍсÎÐÍÎÃÎ ВИЗÍАчÅÍÍß 
ÅÍÒÅÐÎÒÎÊсИÍiВ ESCHERICHIA COLI

Приведені відомості про вперше створений імунобіосенсор дëя 
ідентифікації ентеротоксинів E. coli, відповідаëьниõ за розвиток 
діарейноãо синдрому при коëібактеріозі. Біосенсор реєстрував веëичи�
ну світëовоãо потоку розсіюваноãо антитіëами до кон'юãату ST/LT 
ентеротоксинів, іммобіëізованиõ на монодисперсниõ поëістироëовиõ 
ëатексаõ, що аãëютинуваëи у присутності ентеротоксинів. Час 
визначення концентрації ентеротоксинів в досëіджуваниõ зразкаõ 
– 5 õвиëин. Представëені дані про концентрацію ентеротоксинів в 
досëіджуваниõ зразкаõ, а також по сеëективності біосенсора. Розро�
бëений біосенсор õарактеризується високою операційною стабіëьністю, 
відтворюваністю і придатний дëя використання в реаëьниõ умоваõ.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : Escherichia coli, ентеротоксини, біосенсор, 
поëістироëові ëатекси, кон'юãат.

Зà äàíèìè ñâ³òîâîї ë³òåðàòóðè, пðîâ³äíèì åëåìåíòîì îö³íêè 
пàòîгåííîñò³ E. coli є íàÿâí³ñòü ó íåї гåí³â, щî äåòåðì³íóюòü ñèíòåз 
åíòåðîòîêñèí³â � òåðìîñòàб³ëüíîгî (�T) ³ òåðìîëàб³ëüíîгî (�T), 
â³äпîâ³äàëüíèх зà ðîзâèòîê ä³àðåéíîгî ñèíäðîìó пðè êîë³бàêòåð³îз³ 
[9, 10]. У зâ’ÿзêó з öèì, пðè åêñпðåñä³àгíîñòèö³ íåîбх³äíà ³äåíòèф³êàö³ÿ 
öèх фàêòîð³â пàòîгåííîñò³ [1]. Аëå öå пîâ’ÿзàíî з³ зíà÷íèìè òðóäíîщàìè, 
гîëîâíèì ÷èíîì, з íåäîñêîíàë³ñòю ñó÷àñíèх ìåòîä³â âèзíà÷åííÿ 
òîêñèгåííîñò³ E. coli [4, 8].

Îñòàíí³ì ÷àñîì íàéб³ëüшîгî ðîзâèòêó íàбóëè ìåòîäè àíàë³зó, ÿê³ 
äîзâîëÿюòü ñóäèòè пðî пðèñóòí³ñòü ðå÷îâèíè òà її êîíöåíòðàö³ї зà хàðà-
êòåðîì ³ âåëè÷èíîю âпëèâó íà пåâíèé б³îëîг³÷íèé ìàòåð³àë, âзÿòèé ÿê 
³íäèêàòîðíèé [2, 5]. Тàê³ àíàë³òè÷í³ пðèñòðîї îòðèìàëè íàзâó «б³îñåíñîðè» 
àбî «б³î÷³пè» [3, 6]. У зâ’ÿзêó з öèì бóëà пîñòàâëåíà ìåòà ðîзðîбèòè 
ñпîñ³б âèзíà÷åííÿ åíòåðîòîêñèí³â E. coli зà äîпîìîгîю ³ìóíîб³îñåíñîðà 
äëÿ ä³àгíîñòèêè êîë³бàêòåð³îзó.
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Матерiали i методи 
Конструювання імунобіосенсора. Аíòèò³ëà äî êîí’югàòó �T/

�T åíòåðîòîêñèí³â, ÿê³ бóëè âèëó÷åí³ з г³пåð³ìóííèх àíòèòîêñè÷íèх 
ñèðîâàòîê êðîâ³ êðîë³â зà äîпîìîгîю ³ìóíîñîðбåíòó, ðîзâîäèëè ó 0,05 Ì 
гë³öèíHCl бóфåð³ äî îäåðжàííÿ 1,0�1,2% êîíöåíòðàö³ї, à ìîíîäèñпåðñí³ 
пîë³ñòèðîëîâ³ ëàòåêñè з ä³àìåòðîì 0,31 ìêì (Рîñ³ÿ) � ó ñп³ââ³äíîшåíí³ 1:3 
гë³öèíîâèì бóфåðîì ðН 8,0�8,2; пîò³ì â êюâåò³ íåфåëîìåòðà зì³шóâàëè 
ð³âí³ îб’єìè ñóñпåíз³ї ëàòåêñ³â ³ ðîз÷èíó àíòèòîêñèí³â, ñóì³ш âèòðèìóâàëè 
âпðîäîâж 1�2 гîäèí пðè 37 °С пåð³îäè÷íî ñòðóшóю÷è, п³ñëÿ ÷îгî 
äîäàâàëè äâ³ ÷àñòèíè гë³öèíîâîгî бóфåðà, ÿêèé ì³ñòèâ 1,0% гë³öåðèíó 
³ âèòðèìóâàëè ó хîëîäèëüíèêó 3�5 äí³â пðè 4 °С. Пåðåä зàñòîñóâàííÿì 
б³îòðàíñä’юñåð ñòðóшóâàëè. 

У ðîë³ ф³зè÷íîгî òðàíñä’юñåðà âèêîðèñòîâóâàëè íåфåëîìåòð 2100N 
(hACh, Ratioòì), ÿêèé ðåєñòðóâàâ âåëè÷èíó ñâ³òëîâîгî пîòîêó ðîзñ³юâà-
íîгî àíòèò³ëàìè, ³ììîб³ë³зîâàíèìè íà ìîíîäèñпåðñíèх пîë³ñòèðîëîâèх 
ëàòåêñàх, щî àгëюòèíóâàëè п³ä ä³єю åíòåðîòîêñèí³â.

Дîñë³äжóâàíèì ìàòåð³àëîì бóëè фåêàë³ї хâîðèх íà ä³àðåю ³ âì³ñò 
òîíêîгî êèшå÷íèêà пîëåгëèх â³ä êîë³бàêòåð³îзó òåëÿò. Кèшêîâèé âì³ñò ³ 
фåêàë³ї öåíòðèфóгóâàëè пðè 4000�6000 g пðîòÿгîì 20�40 хâèëèí, збè-
ðàëè ñóпåðíàòàíò ³ êîíöåíòðóâàëè éîгî ó 5 ðàз³â ПеГ з ìîëåêóëÿðíîю 
ìàñîю 35000�40000 D. 

Обëік реакції. Дî б³îòðàíñä’юñåðà äîäàâàëè 0,5 ìë äîñë³äжóâàíîї 
ð³äèíè, âèòðèìóâàëè 5 хâèëèí ³ êюâåòè âñòàíîâëюâàëè ó íåфåëîìåòð. 
Пðè íàÿâíîñò³ â ðåàêö³éí³é ñóì³ш³ гîìîëîг³÷íèх àíòèò³ëàì òîêñè÷íèх 
ðå÷îâèí, â³äбóâàëàñÿ àгëюòèíàö³ÿ ëàòåêñ³â. Â êîíòðîë³ âèêîðèñòîâóâàëè 
б³îòðàíñä’юñåð âèгîòîâëåíèé з àíòèò³ë íîðìàëüíîї êðîëÿ÷îї ñèðîâàòêè 
êðîâ³ ³ììîб³ë³зîâàíèх íà ëàòåêñàх, ÿê³ íå ðåàгóâàëè з åíòåðîòîêñèíàìè 
E. coli. Р³зíèöÿ ó пîêàзíèêàх ðîзñ³юâàííÿ ñâ³òëà ì³ж äîñë³äíèìè ³ êî-
íòðîëüíèìè зðàзêàìè, щî ðåєñòðóâàëàñÿ íåфåëîìåòðîì, ñâ³ä÷èëà пðî 
íàÿâí³ñòü åíòåðîòîêñèí³â E. coli. 

К³ëüê³ñíå âèзíà÷åííÿ åíòåðîòîêñèí³â â äîñë³äжóâàíèх зðàзêàх 
пðîâîäèëè зà äàíèìè êàë³бðóâàëüíîї êðèâîї зàëåжíîñò³ âåëè÷èíè 
ðîзñ³юâàííÿ ñâ³òëà â³ä ñåðåäíüîї êîíöåíòðàö³ї åíòåðîòîêñèí³â, ÿêó 
ðîзðàхîâóâàëè зà фîðìóëîю Кàëüêàðà: ìг/ìë = 1,45е280 � 0,74е260  
(òàбë. 1).

Результати дослiдження та їх обговорення
Спåöèф³÷í³ñòü ³ìóíîб³îñåíñîðà, òîбòî зäàòí³ñòü ³äåíòèф³êóâàòè ò³ëü-

êè òó ðå÷îâèíó, äëÿ âèзíà÷åííÿ ÿêîї â³í ðîзðîбëåíèé, бóëà п³äòâåðжåíà 
шëÿхîì пîñòàíîâêè òåñòó з бåзêë³òèííèì ñóпåðíàòàíòîì äîбîâîї êóëü-
òóðè òîêñèгåííîгî шòàìó Proteus vulgaris ³ ñèíòåòè÷íèì ñòåðèëüíèì 
ñåðåäîâèщåì äëÿ êóëüòèâóâàííÿ òîêñèгåííèх шòàì³â E. coli [7].
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Тàбëèöÿ 1
Концентрацiя ентеротоксинiв E. coli в фекалiях хворих i вмiстi тонкого кишечника 

полеглих телят, яка визначається iмунобiосенсором

Table 1
 Concentration of enterotoxins E. coli in patients excrements and contents of small 

intestine of the lost calfs, defined by immunobiosensor

Дослiджуваний
зразок

Величина розсiювання свiтла

(NTu) Х±s, n=4
Концентрацiя ентеротоксина 

(мкг/мл) Х±s, n=4
Рд-к

Фåêàë³ї 74,75 ± 1,25 3,12 ± 0,74

≤ 0,05
Кîíòðîëü 5,00 ± 0,81 _

Âì³ñò
êèшå÷íèêà

97,50 ± 17,00 6,24 ± 0,85

≤ 0,05
Кîíòðîëü 5,00 ± 0,81 _

Âåëè÷èíà ðîзñ³юâàííÿ ñâ³òëà бåзêë³òèííîгî ñóпåðíàòàíòà, ÿêà ì³ñòèëà 
òîêñèí P. vulgaris, ³ ñòåðèëüíîгî ñåðåäîâèщà êóëüòèâóâàííÿ òîêñèгåíèх 
шòàì³â, äîñòîâ³ðíî íå â³äð³зíÿëàñÿ â³ä êîíòðîëю (òàбë. 2.).

 
Тàбëèöÿ 2

Величина розсiювання свiтла (NTu) безклiтинного супернатанту P. vulgaris, 
стерильного середовища культивування токсигенних штамiв E. coli i контролю, 

яка визначається iмунобiосенсором

Table 2 
Size of light dispersion (NTu) of cell-free supernatant P. vulgaris, the sterile 

environment of cultivation toxigenic strains E. coli and the control,  
defined by immunobiosensor

Дослiджувана
речовина

Величина розсiювання свiтла
(NTu) Х±s, n=4

Рд-к

Бåзêë³òèííèé ñóпåðíàòàíò
P. vulgaris

7,00 ± 0,85 ≥ 0,05

Сòåðèëüíå ñåðåäîâèщå
êóëüòèâóâàííÿ E. coli

6,50 ± 0,91 ≥ 0,05

Кîíòðîëü 5,00 ± 0,91 _

Тàêèì ÷èíîì, ðîзðîбëåíèé ñпîñ³б ³äåíòèф³êàö³ї åíòåðîòîêñèí³â E. coli 
зà äîпîìîгîю ³ìóíîб³îñåíñîðà äàє зìîгó àíàë³зóâàòè ñêëàäí³ ñóì³ш³ 
íà пðèñóòí³ñòü åíòåðîòîêñèí³â E. coli, бåз їх пîпåðåäíüîгî âèäàëåííÿ 
³ î÷èñòêè; âèÿâëÿòè äóжå íèзüê³ êîíöåíòðàö³ї åíòåðîòîêñèí³â ó ìàëèх 
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зðàзêàх; зä³éñíюâàòè åêñпðåñä³àгíîñòèêó êîë³бàêòåð³îзó, щî äîзâîëÿє 
ñâîє÷àñíî пðîâîäèòè пðîòèåп³äåì³îëîг³÷í³ ³ пðîф³ëàêòè÷í³ зàхîäè, à 
òàêîж åп³зîîòîëîг³÷íèé ìîí³òîðèíг зà пðèñóòí³ñòю ³ ðîзпîâñюäжåííÿì 
òîêñèгåííèх шòàì³â êèшêîâîї пàëè÷êè ó íàâêîëèшíüîìó ñåðåäîâèщ³.

Нàñòóпíèé åòàп ðîбîòè пåðåäбà÷àє àäàпòàö³ю ³ìóíîб³îñåíñîðà 
äî âåòåðèíàðíîї пðàêòèêè, ðîзðîбêó îпòèìàëüíèх àëгîðèòì³â éîгî 
зàñòîñóâàííÿ äëÿ пîë³пшåííÿ òåхíîëîг³÷íîñò³, п³äâèщåííÿ åфåêòèâíîñò³ 
òà зìåíшåííÿ âàðòîñò³ ä³àгíîñòè÷íèх äîñë³äжåíü.
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спÎсÎÁ ИÌÌУÍÎÁИÎсÅÍсÎÐÍÎÃÎ ÎпÐÅäÅËÅÍИß 
ЭНТЕРОТОКСИНОВ ESCHERICHIA COLI

Реферат

Пðèâåäåíы ñâåäåíèÿ î âпåðâыå ñîзäàííîì èììóíîбèîñåíñîðå äëÿ 
èäåíòèфèêàöèè эíòåðîòîêñèíîâ E. coli, îòâåòñòâåííых зà ðàзâèòèå 
äèàðåéíîгî ñèíäðîìà пðè êîëèбàêòåðèîзå. Бèîñåíñîð ðåгèñòðèðîâàë 
âåëè÷èíó ñâåòîâîгî пîòîêà ðàññåèâàåìîгî àíòèòåëàìè ê êîíъюгàòó ST/
�T эíòåðîòîêñèíîâ, èììîбèëèзîâàííыìè íà ìîíîäèñпåðñíых пîëèñòèíà ìîíîäèñпåðñíых пîëèñòè-
ðîëîâых ëàòåêñàх, àггëюòèíèðîâàâшèх â пðèñóòñòâèè эíòåðîòîêñèíîâ. 
Âðåìÿ îпðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè эíòåðîòîêñèíîâ â èññëåäóåìых îбðà-
зöàх � 5 ìèíóò. Пðåäñòàâëåíы äàííыå î êîíöåíòðàöèè эíòåðîòîêñèíîâ 
â èññëåäóåìых îбðàзöàх, à òàêжå пî ñåëåêòèâíîñòè бèîñåíñîðà. Рàз-
ðàбîòàííыé èììóíîбèîñåíñîð хàðàêòåðèзóåòñÿ âыñîêîé îпåðàöèîííîé 
ñòàбèëüíîñòüю, âîñпðîèзâîäèìîñòüю è пðèгîäåí äëÿ èñпîëüзîâàíèÿ â 
ðåàëüíых óñëîâèÿх.

К ë ю ÷ å â ы å  ñ ë î â à : Escherichia coli, эíòåðîòîêñèíы, бèîñåíñîð, 
пîëèñòèðîëîâыå ëàòåêñы, êîíъюгàò. 
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Method of iMMUnoBioSenSor 
deterMinAtion of enterotoxinS 

ESCHERICHIA COLI 

Summary

The information over is brought about the first created immunobiosensor 
for identification of enterotoxins of E. coli, cause development of diarrheal 
syndrome at colibacteriosis. The touchcontrol registered the size of light 
stream dispersed by antibodies to conjugate ST/LT enterotoxins, immobi-
lized on monodispersible polystyrene latexs, agglutinating in presence of 
enterotoxins. Time of determination of enterotoxins concentration in the 
investigated standards is 5 minutes. Data are presented on the concentra-
tion of enterotoxins in the investigated standards, and also on selectivity 
of touchcontrol. Constructed immunobiosensor is characterized by high 
operating stability, by reproducibility and it is suitable for use in the real 
life environment. 

K e y  w o r d s : Escherichia coli, enterotoxins, touchcontrol, polystyrene 
latexs, conjugate.


