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Разработана ИФА тест-система, с помощью которой идентифицирован термостабильный  
ST-энтеротоксин Escherichia coli в фекалиях телят на разных стадиях заболевания колибактериозом. 
Диапазон его титра на сверхострой стадии составил ≥ 250 нг/мл, на острой стадии – ≥ 500 нг/мл, а на 
подострой – ≥ 1 000 нг/мл. Регистрируемые титры энтеротоксина можно считать диагностическими.  
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ІДЕНТИФІКАЦІЯ ТЕРМОСТАБІЛЬНОГО ЕНТЕРОТОКСИНУ  
ESCHERICHIA COLI ПРИ КОЛІБАКТЕРІОЗІ ТЕЛЯТ  

Розроблено ІФА тест-систему, за допомогою якої ідентифіковано термостабільний ST-енте-
ротоксин Escherichia coli у фекаліях телят на різних стадіях захворювання колібактеріозом. Діапазон 
його титру на надгострій стадії склав ≥ 250 нг/мл, на гострій стадії – ≥ 500 нг/мл, а на підгострій –  
≥ 1 000 нг/мл. Реєстровані титри ентеротоксину можна вважати діагностичними.  
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IDENTIFICATION OF THE THERMOSTABLE ENTEROTOXIN  
OF ESCHERICHIA COLI IN CALVES WITH COLIBACTERIOSIS  

IFA test-sistem is developed for identification of the heat stable (ST) enterotoxin of Escherichia coli in 
the calves faeces at different stages of colibacteriosis. The range of its titre makes ≥ 250 ng/ml at the hy-
peracute stage, at the acute stage – ≥ 500 ng/ml, and at the subacute one – ≥ 1 000 ng/ml. The registered 
enterotoxin titres can be considered as the diagnostic indices.  

Введение  
Несмотря на широкое использование самых современных антибиотиков и био-

препаратов, колибактериоз, который вызывают токсигенные Escherichia coli, занимает 
лидирующее положение по количеству случаев заболеваемости и смертности среди 
других инфекционных патологий у сельскохозяйственных животных [5; 7; 11].  

Основная группа факторов, определяющих развитие диарейного синдрома при 
колибактериозе, включает энтеротоксины: термостабильный (ST) и термолабильный 
(LT), которые путем активизации аденилат- и гуанилатциклазы нарушают транспорт 
электролитов и воды через мембраны клеток кишечного эпителия. В результате этого 
данные вещества переходят в просвет тонкого кишечника, что приводит к развитию 
водянистой диареи и дегидратации организма [13; 14]. Колибактериоз проявляется 
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главным образом в первые три дня жизни телят. Иногда они заболевают сразу после 
рождения, еще до приема молозива, и в течение 12–48 часов болезнь оканчивается ле-
тальным исходом [12].  

Имеющаяся современная классификация колибактериоза основана на учете вре-
мени течения болезни. В связи с этим по клиническим проявлениям различают сверх-
острую, острую и подострую формы [2; 6].  

Сверхострое течение болезни встречается в основном у телят первых 3–5 дней 
жизни и характеризуется диареей высокой интенсивности. Истощенные животные по-
гибают в глубоком коматозном состоянии.  

Остро болезнь протекает у телят в возрасте 3–7 дней. Болезнь длится несколько 
суток и заканчивается летальным исходом.  

Если животное перенесло острый приступ болезни, наступает постепенное вы-
здоровление. Заболевание переходит в подострое. Подострая форма бывает также при 
заболевании телят в возрасте 6–10 дней и является следствием затяжного острого тече-
ния болезни.  

Применяющиеся в настоящее время фенотипические методы определения ток-
сигенности E. coli с технической точки зрения сложны и часто недостаточно чувстви-
тельны. Более того, они занимают не менее 18–24 часов после выделения колоний ки-
шечной палочки до получения окончательного результата. Это обстоятельство не удо-
влетворяет ни клиницистов, ни эпидемиологов [3].  

Известные методы определения энтеротоксигенных E. coli с помощью ИФА да-
ют возможность идентифицировать только LT-энтеротоксин E. coli в исследуемых об-
разцах [4]. Отсутствие иммуногенных свойств у ST-энтеротоксина не позволяет полу-
чить специфические антитела и сконструировать ИФА тест-систему для его обнаруже-
ния. На основе собственных исследований и данных литературы установлено, что эн-
теротоксигенные E. coli – возбудители колибактериоза новорожденных телят синтези-
руют чаще термостабильный ST-энтеротоксин [1; 8].  

В связи с этим поставлена цель: определить с помощью ИФА [9] наличие ST-
энтеротоксина E. coli и его титр в фекалиях телят при сверхостром, остром и подост-
ром течении болезни. Новизна разработанного метода ИФА заключалась в том, что 
определение энтеротоксинов в фекалиях телят на разных стадиях заболевания коли-
бактериозом осуществляли с помощью антител к конъюгату энтеротоксинов [10], об-
ладающих аффинностью как к LT, так и к ST-энтеротоксинам E. coli.  

Материал и методы исследований  
В состав разработанной ИФА тест-системы входили следующие компоненты: 

полистироловый 96-луночный планшет; кроличьи поликлональные биспецифические 
антитела к конъюгату энтеротоксинов E. coli; калибровочный материал – лиофилизи-
рованный ST-энтеротоксин; конъюгат мышиных антикроличьих антител с пероксида-
зой хрена, полученный перийодатным методом Nakane и Kawaoi; фосфатно-солевой 
буфер с рН 7,2–7,4; карбонатный буфер с рН 9,6; цитратный буфер; твин-20 (детер-
гент); индикаторная субстратная смесь: кислота лимонная, натрий фосфорнокислый 
двузамещенный 12-водный, ортофенилендиамин, перекись водовода; серная кислота.  

У телят с клиническим проявлением сверхострой, острой и подострой формой 
колибактериоза брали пробы фекалий в количестве 10 г в стерильную посуду стериль-
ным инструментом. При этом срок доставки материала в лабораторию с момента его 
забора не превышал 2 часов. При невозможности доставки материала в указанный срок 
его хранили в холодильнике при 4 °С не более 6 часов. Фекалии центрифугировали 
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при 2 000–3 000 об./мин. в течение получаса, осадок отбрасывали, а супернатант соби-
рали в отдельные пробирки и использовали для ИФА.  

Чувствительность тест-системы вычисляли по формуле Р. А. Тигранян:  
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где 
0ОП  – среднее арифметическое значение оптической плотности отрицательного 

контроля; 
0ОП  – значение оптической плотности каждого измерения для отрицатель-

ного контроля; n – число измерений.  

Результаты и их обсуждение  
В основу разработанного метода определения энтеротоксинов E. coli положен 

метод двойных антител (“сэндвич-ИФА”). Этот тест представляет собой метод некон-
курентного твердофазного ИФА для индикации энтеротоксинов E. coli, в котором 
твердая фаза покрыта высокоавидными биспецифическими антитоксинами. Амплифи-
кация достигалась с использованием технологии полимерной конъюгации, в результа-
те чего происходила фиксация, при которой на каждый связанный участок антигена 
приходился полимерный комплекс с высокомолекулярным фрагментом (рис. 1).  

  
Рис. 1. Схема “сэндвич-ИФА” (метод двойных антител):  

1 – АТ, связанные с твердой фазой; 2 – инкубация с пробой, содержащей энтеротоксины;  
3 – инкубация с субстратом и измерение количества продукта реакции  

Сенсибилизацию 96-луночного полистиролового планшета проводили внесением 
в каждую лунку 0,1 мл кроличьих специфических антитоксических антител к ST-энтеро-
токсину E. coli. Планшет накрывали крышкой и помещали на три часа в термостат при 
+37 °С. Извлекали содержимое лунок вытряхиванием, промывали дважды раствором 
фосфатного буфера с твином-20, рН 7,3 и четыре раза – раствором фосфатно-солевого 
буфера, но без твина.  

Готовили 8 двойных разведений ST в фосфатно-солевом буфере так, чтобы по-
лучить интервал концентраций от 1 000 до 0,08 нг/мл. Лунки A1–H1 полистиролового 
планшета использовали в качестве контроля, внося в них все компоненты, кроме стан-
дартов ST-энтеротоксина. Анализируемые образцы фекалий вносили по 0,1 мл в две 
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лунки планшета и инкубировали 30 минут при +37 °С, затем промывали карбонатным 
буферным раствором с рН 9,6.  

Во все лунки планшета добавляли по 0,1 мл раствора, содержащего конъюгат 
мышиных антикроличьих антител с периксидазой хрена. Планшеты инкубировали в 
течение 30 минут при +37 °С и промывали дважды раствором фосфатно-солевого бу-
фера с рН 7,3, который содержал твин-20, и четыре раза – раствором того же буфера, 
но без твина.  

В лунки вносили по 0,1 мл раствора, содержащего индикаторную субстратную 
смесь, и инкубировали в течение 15–20 минут при +20 °С. Визуально позитивные про-
бы окрашивались в желто-оранжевый цвет. Интенсивность окрашивания пропорцио-
нальна количеству ST-энтеротоксина в исследуемых образцах. Для остановки реакции 
использовали 0,1 мл раствора серной кислоты (2 моль/л), который добавляли во все 
лунки планшета.  

Учет результатов проводили инструментально на регистрирующем спектрофо-
тометре «Мультискан» при 492 нм. При этом определяли содержание энтеротоксинов 
в пробах, которое соответствовало конечному разведению стандарта токсина в лунках, 
где оптическая плотность пробы и стандарта в два раза превышала поглощение в кон-
троле, но при значениях оптической плотности не менее чем 0,1. Концентрацию энте-
ротоксина в исследуемых образцах определяли по значению оптической плотности 
лунки, в которую вносился образец.  

Калибровочную кривую зависимости оптической плотности от средней концен-
трации энтеротоксина (в двух лунках) строили в системе координат, где в выбранном 
масштабе по оси ординат откладывали полученные значения единиц оптической плот-
ности (ЕОП), а по оси абсцисс – соответствующие значения концентрации энтероток-
сина (рис. 2).  

 
Рис. 2. Калибровочная кривая для определения концентрации энтеротоксинов E. coli  

На разных стадиях заболевания колибактериозом в фекалиях телят обнаружива-
ются энтеротоксины E. coli (табл. 1). Специфичность ИФА тест-системы (способность 
определять только то вещество, для определения которого эта система разработана) 
подтверждена путем постановки ИФА с бесклеточным супернатантом P. vulgaris и 
стерильной средой культивирования токсигенных штаммов E. coli (табл. 2).  



 118

Таблица 1  
Титр ST-энтеротоксина (нг/мл) в фекалиях новорожденных телят при сверхостром, остром  

и подостром течении колибактериоза, определяемый ИФА тест-системой  

Исследуемый материал Стадия заболевания Титр ST, нг/мл 
подострая ≥ 1000 
острая ≥ 500 Фекалии 
сверхострая ≥ 250 

 

 Таблица 2  
Оптическая плотность (ЕОП) бесклеточного супернатанта P.vulgaris и стерильной среды куль-

тивирования токсигенных штаммов E.coli при 492 нм 

Исследуемый материал Результат реакции ЕОП (492 нм), Х ± s, n = 4 
Культуральный фильтрат  P. vulgaris – 0,055 ± 0,001 
Стерильная среда культивирования E. coli – 0,070 ± 0,001 
Положительный контроль (ST – 125 нг) + 1,43 ± 0,01 

Примечания: «–» – отрицательная реакция, «+» – положительная реакция.  

Для штаммов E. coli, синтезирующих энтеротоксины, чувствительность разрабо-
танной тест-системы составила ~ 6 нг/мл.  

Выводы  
Разработана ИФА тест-система, с помощью которой идентифицирован термо-

стабильный ST-энтеротоксин Escherichia coli в фекалиях телят, находящихся на разных 
стадиях заболевания колибактериозом. При определении стадии заболевания регист-
рируемые в ИФА титры энтеротоксинов E. coli можно считать диагностическими.  

Индикация энтеротоксинов E. coli с помощью твердофазного ИФА является 
экономным и в то же время достаточно специфичным и чувствительным методом в 
рутинной диагностике колибактериоза. В связи с этим ИФА может применяться для 
получения окончательного результата определения токсигенности штаммов E. coli в 
течение рабочего дня. Преимуществом разработанного теста является отсутствие лож-
ноположительных результатов, обусловленных межвидовой перекрестной реакцией ST 
и LT-энтеротоксинов, отсутствие инфицированного антигенного материала, химически 
точная структура антигена, а также пригодность для использования на автоматических 
системах для ИФА.  
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