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аэробных условий вновь происходит размножение [5]. Пассирование буркхольдерий на питательных 
средах, как правило, ведет к снижению вирулентности культур, чувствительность к антибактериаль-
ным средствам при этом может меняться разнонаправлено. Дальнейшие исследования по изучению 
корреляции вирулентности культур буркхольдерий и их устойчивости к химиопрепаратам, безусловно, 
интересны как со стороны понимания биологической сути патогенности микробов, так и для решения 
конкретных задач лечения инфекций и расшифровки эпидемиологических процессов. 
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Разработана высокочувствительная специфичная тест-система для дот-иммуноанализа, 
позволяющая в течение двух часов обнаруживать ботулотоксины типов А, В, Е в клиниче-
ском материале от больных людей.  
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Ботулизм – тяжелая токсикоинфекция с высокой летальностью (35-85 %). Ботулизм встреча-

ется во всех регионах земного шара, но чаще регистрируется в странах, где население употребляет 
большое количество различных консервированных продуктов. Вместе с тем, ботулизм привлекает все 
более пристальное внимание не только как угроза для производителей продуктов питания и потреби-
телей, но и из-за потенциальной возможности использования ботулотоксина (БТ) в качестве поража-
ющего агента при совершении актов биологического и химического терроризма, а также как возмож-
ная причина внезапной смерти младенцев, наркоманов, принимающих внутривенные препараты.  

Ботулотоксины – продукты жизнедеятельности вегетативных и споровых культур Clostridium 
botulinum, относятся к ядам биологического происхождения II группы патогенности, являются очень 
мощными нейротоксинами. Смертельная доза ботулотоксина для человека составляет 1нг/кг массы 
тела. 

Стандартным методом обнаружения ботулотоксина является биопроба на белых мышах (БП). 
Постановка БП является ориентировочным исследованием, чувствительность ее составляет около 
30-40 пг/мл ботулотоксина [1]. 

Тип токсина определяется в реакции биологической нейтрализации токсина (РБНТ) на белых 
мышах [4]. За время исследования мыши, не защищённые тем типом антитоксина, которым вызвано 
заболевание у пациента, погибают. Остаются живыми лабораторные животные, которым вводили ис-
следуемый материал в смеси с сывороткой, соответствующей типу токсина, циркулирующего в крови 
больного. Чувствительность РБНТ составляет около 30-40 пг/мл ботулотоксина. 

В клинических микробиологических лабораториях анализ проводят с фекальными, сыворо-
точными, желудочными, раневыми и пищевыми образцами. Однако анализ достаточно трудоёмкий и 
дорогой, представляет этическую дилемму из-за использования лабораторных животных. Лишь огра-
ниченное число лабораторий за рубежом проводят биоанализ на мышах [5], несмотря на то, что он 
признан «золотым» стандартом детекции БТ. При подозрении на ботулизм, когда необходимо немед-
ленное лечение, биоанализ может быть слишком медленным методом диагностики. Успех лечения 
больных антитоксином напрямую зависит от времени его введения: если токсин уже связался с ре-
цепторами на поверхности пресинаптической мембраны двигательных нейронов периферической 
нервной системы и вызвал в нейронах протеолиз белков, входящих в состав аппарата нейроэкзоци-
тоза, то время упущено и такое лечение будет не эффективным.  

В связи с этим, актуальным является развитие альтернативных методов обнаружения ботули-
нических токсинов. Последние успехи касаются скорости и чувствительности анализа; самые быст-
рые тесты сегодня выполняются за 20 минут, а ряд разработанных методов по чувствительности пре-
восходит биопробу на мышах [5].  

У нас в стране индикацию БТ проводят согласно единой схеме индикационного анализа двумя 
методами: постановкой реакции пассивной гемагглютинации (РПГА) и РБНТ. Лабораторное подтвер-
ждение может проводиться также (при наличии необходимых реагентов и оборудования) с использо-
ванием ИФА и ПЦР [4].  

К сожалению, возможность проведения работ с лабораторными животными в ряде случаев 
ограничена, сроки получения результатов биоанализа длительны (2-8 сут). Время постановки РПГА – 
2-3 часа, но чувствительность реакции составляет ~ 50 мкг/мл, что не позволяет обнаруживать невы-
сокие концентрации токсина в образцах.  

Одним из надежных экспрессных и информативных методов обнаружения ботулотоксинов in 
vitro является дот-иммуноанализ (ДИА) [2, 3]. Достаточно высокие специфичность и чувствитель-
ность, простота постановки, миниатюризация (объем пробы ~ 1 мкл), получение результатов в тече-
ние 2 ч, отсутствие потребности в дорогостоящих реактивах, оборудовании и специальной подготовке 
персонала делают ДИА перспективным для использования даже в лабораториях с минимальной 
оснащенностью. 

 
Цель работы – конструирование тест-систем для детекции и определения типов ботулоток-

сина (А, В, Е) в клиническом материале от больных людей методом ДИА. 
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Материалы и методы 
В качестве источника специфических антител использовали коммерческие поливалентные 

диагностические ботулинические лошадиные очищенные сыворотки против типов А, В, С, Е, F для 
реакции биологической нейтрализации производства НПО «Микроген» (г. Ставрополь) активностью 
5000-10000 МЕ и моноспецифические ботулинические сыворотки типов А активностью 10000 МЕ, В – 
активностью 5000 МЕ, Е – активностью 10000 МЕ. Выбор моноспецифических сывороток обусловлен 
наибольшей частотой регистрации указанных типов ботулотоксина в Иркутской области.  

Иммуноглобулины G (IgG) выделяли из специфических сывороток путем фракционирования 
каприловой кислотой и сульфатом аммония. Перед использованием полученные IgG диализовали в 
течение 16-18 ч против дистиллированной воды, прогревали и осветляли центрифугированием. 

Золь серебра готовили путем смешивания равных объемов водных растворов боргидрида 
натрия и азотнокислого серебра [2]. С помощью флоккуляционного теста определяли количество IgG, 
способных стабилизировать золь серебра. Рассчитанное количество антител (АТ) вносили в золь, 
перемешивали на магнитной мешалке 20 мин, затем полученный комплекс (диагностикум) стабилизи-
ровали добавлением равного объема фосфатного буфера, содержащего бычий сывороточный аль-
бумин (БСА), нормальную кроличью сыворотку и водный раствор полиэтиленгликоля-20000. Далее в 
диагностикум добавляли NaCl и азид натрия и дополнительно перемешивали в течение 10 мин на 
магнитной мешалке.  

По указанной прописи готовили диагностикумы с использованием противоботулинических IgG 
из поливалентной и моноспецифических каждого типа (А, В, Е) сывороток. 

Постановку ДИА осуществляли в «сэндвич» варианте. При этом нитроцеллюлозные мембран-
ные фильтры «Millipore» с размером пор 0,22 мкм персонально нагружали противоботулиническими 
поливалентными и моноспецифическими IgG, выдерживая их в соответствующих растворах в тече-
ние 20 мин. Далее подложки высушивали на воздухе, на каждую из них наносили исследуемый мате-
риал в объеме 1 мкл, и, после дополнительного блокирования свободных участков на мембране рас-
твором БСА, погружали в соответствующие приготовленные моноспецифические и поливалентный 
диагностикумы. После часовой экспозиции и последующей промывки мембран физиологическим рас-
твором и дистиллированной водой, образовавшийся иммунный комплекс (ботулоток-
син+специфическое АТ, меченное коллоидным серебром) выявляли водным раствором проявителя, 
состоящего из лимонной кислоты, метола и азотнокислого серебра. Учет результатов – визуальный: 
места нанесения проб, содержащих ботулотоксин, окрашивались в виде пятен в темно-серый цвет. В 
отрицательных контролях и образцах, не содержащих ботулинические токсины, окрашенные пятна не 
формировались [2, 3].  

Исследования проведены на клиническом материале (рвотные массы, промывные воды же-
лудка, клизменные воды) от 7 больных с установленным диагнозом «ботулизм» в трех повторностях, 
отмечалась стопроцентная воспроизводимость результатов. 

 
Результаты и обсуждение 
В ходе экспериментов установлено, что в ДИА с использованием диагностикума на основе по-

ливалентных IgG, меченных коллоидным серебром (КС) (поливалентный IgG+КС), все исследованные 
образцы от 7 больных были положительными, что полностью совпадало с результатами биопробы на 
мышах (табл. 1).  

 
 

Таблица 1. 
Сравнительные результаты исследования клинического материала от больных с диагнозом 

«ботулизм» в ДИА, РБНТ и БП 
 

Исследуемый 
материал от 
больных 

Поливалентный 
IgG+КС 

IgG тип 
А+КС 

IgG тип 
Е+КС 

IgG тип 
В+КС 

РБНТ БП 

Больной 1 1:1280 1:640 1:160 1:160 А + 
Больной 2 1:640 1:160 1:640 1:80 Е + 
Больной 3 1:640 1:80 1:640 1:80 Е + 
Больной 4 1:640 1:80 1:80 1:640 В + 
Больной 5 1:640 1:80 1:640 1:80 Е + 
Больной 6 1:640 1:80 1:160 1:640 В + 
Больной 7 1:1280 1:160 1:1280 1:160 Е + 

Примечание: В РБНТ и БП исследовался цельный материал.  
 
 



Дальневосточный Журнал Инфекционной Патологии ● №25 – 2014 г. 

 149

При раститровке материала установлено, что у пяти больных в ДИА ботулотоксин определял-
ся в разведении исходных образцов 1:320 – 1:640; у двух больных – в разведении 1:1280.  

При исследовании клинического материала от больных в тест-системе с использованием IgG 
тип А+КС у одного больного ботулотоксин определялся в разведении исходного образца 1:640, при 
этом остальные пробы клинического материала были положительными в разведениях 1:80 – 1:160. 
Исследование клинических образцов в ДИА с использованием тест-системы на основе IgG тип Е+КС 
показало наибольшее количество положительных находок: от четырех больных в пробах обнаружи-
вался ботулотоксин в разведениях 1:640 –1:1280, остальные образцы были положительными в раз-
ведениях 1:80 – 1:160. В ДИА с использованием тест-системы на основе IgG тип В+КС в материале от 
двух больных ботулотоксин регистрировался в разведениях 1:640, остальные образцы – в разведени-
ях 1:80 – 1:160.  

В параллельных исследованиях материала в ДИА и РБНТ наблюдалось стопроцентное сов-
падение результатов, т.е. у одного больного был обнаружен ботулотоксин тип А, у четырех – ботуло-
токсин тип Е и у двух больных – ботулотоксин тип В.  

Таким образом, результаты проведенных экспериментов свидетельствуют о возможности ис-
пользования ДИА для экспресс-детекции и типирования ботулинического токсина в клиническом ма-
териале от больных людей, что позволит повысить эффективность лабораторной диагностики боту-
лизма, будет способствовать более быстрой постановке диагноза и спасению больного. Разработан-
ные тест-системы экономичны, технически просты в приготовлении, постановка ДИА легко выполнима 
в лабораториях инфекционных стационаров, а также в условиях работы санитарно-
противоэпидемических бригад (СПЭБ) в режиме чрезвычайных ситуаций. 
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