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Рассмотрены дезинтегрированные мембраны Xanthomonas campestris, которые были использованы 
для получения гипериммунных сывороток с высоким содержанием специфических антител. Наиболее 
эффективным адъювантом при иммунизации оказался 0,05%-й раствор полиазолидинамммония, моди-
фицированного гидрат-ионами галогенов.

Сосудистый бактериоз крестоцветных яв-
ляется одним из наиболее опасных за-

болеваний сельскохозяйственных культур. Он 
поражает практически все известные растения, 
относящиеся к семейству Крестоцветные. В час-
тности, это относится к роду Капустные (Brassi-
caceae), большинство представителей которого 
являются возделываемыми культурами, имею-
щими важное продовольственное значение.

Поскольку возбудитель заболевания  бак-
терия вида Xanthomonas campestris pv. campestris 
(X. campestris) – широко распространён в при-
роде, профилактика и диагностика бактериозов 
является актуальной проблемой. Своевременная 
диагностика заболевания позволяет принимать 
решение по удалению зараженных объектов, тем 
самым снижая экономические затраты на хране-
ние и переработку.

Согласно исследованиям, проведенным в Ти-
мирязевской академии [4], наиболее эффектив-
ным методом диагностики сосудистого бактериоза 
капусты является иммуноферментный анализ. В 
ходе опытов с семенным материалом было пока-
зано, что он обладает высокой чувствительнос-
тью и позволяет выявлять наличие возбудителя 
при минимальной степени обсеменения. Кро-
ме того, иммуноферментный анализ позволяет 
проводить диагностику с относительно малыми 
затратами и по сравнению с другими методами 
отличается простотой.

Все это позволяет говорить о том, что разра-
ботка новых способов получения гипериммун-
ных сывороток для диагностики сосудистого 

бактериоза крестоцветных является актуальной 
задачей.

В связи с вышесказанным целью работы яв-
лялось получение диагностической сыворотки, 
содержащей антитела к клеточным мембранам 
X. campestris.

Методика исследований. В ходе исследова-
ния изучали антиген, подбирали наиболее эффек-
тивный адъювант, определяли чувствительность 
и специфичность полученной гипериммунной 
сыворотки крови.

Необходимое для работы количество био-
массы микроорганизмов X. campestris 611 получа-
ли по методике [2], адаптированной для исполь-
зуемой культуры. Жидкая питательная среда для 
культивирования X. campestris 611 имела следую-
щий состав: пептон – 10 г, сахароза – 10 г, натрия 
хлорид – 5 г, дрожжевой автолизат – 5 г, вода –
1000 мл. Культивирование производилось на 
шейкер-боксе в течение двух суток при темпе-
ратуре 28 С и режиме встряхивания 155 мин-1. 
Микробную биомассу отделяли от культураль-
ной жидкости центрифугированием при 5500 g 
в течение 15 мин и сохраняли замораживанием 
при –18 С.

Для получения дезинтегрированных кле-
точных мембран замороженная клеточная мас-
са суспензировалась в 40 мл физиологического 
раствора. Затем полученную  взвесь обрабаты-
вали на звуковом дезинтеграторе марки UD-11 
при 22 кГц в течение 10 циклов по 60 с. Между 
циклами делали перерыв продолжительностью 
2 мин для охлаждения, проводимого на ледяной 



4747

А
ГР

А
РН

Ы
Й

 Н
А

У
ЧН

Ы
Й

 Ж
У

РН
А

Л
А

ГР
А

РН
Ы

Й
 Н

А
У

ЧН
Ы

Й
 Ж

У
РН

А
Л

ЕС
ТЕ

СТ
В

ЕН
Н

Ы
Е

ЕС
ТЕ

СТ
В

ЕН
Н

Ы
Е 

Н
А

У
К

И
 Н

А
У

К
И

06
2017

бане. Дезинтегрированная клеточная масса отде-
лялась от неразрушенных клеток центрифугиро-
ванием при 3500 g в течение 5 мин. Затем, цен-
трифугированием при 5500 g в течение 15 мин, 
происходило отделение разрушенных клеточных 
стенок от цитоплазмы и периплазмы. Получен-
ный осадок суспензировали в 2%-м растворе до-
децилсульфата натрия (SDS) из расчета 1 г массы 
клеточных стенок на 10 мл раствора. Суспензи-
рованную массу выдерживали в течение суток на 
шейкер-боксе при температуре 20 С и режиме 
встряхивания 120 мин-1. Далее проводилось ос-
вобождение раствора от SDS диализом в течение 
трех суток в проточной воде. Полученный препа-
рат концентрировался в потоке воздуха и сохра-
нялся замораживанием [1].

Концентрацию белков в препарате определя-
ли спектрофотометрически по методу Лоури [6].

Гипериммунную сыворотку получали под-
кожной иммунизацией кроликов вдоль спины в 
3–4 точки в 1 мл смеси антигена и адъюванта в со-
отношении 1:1 с интервалом между последующи-
ми иммунизациями в 2 недели. Всего было про-
ведено 7 иммунизаций. Кровь для исследования 
брали перед каждой иммунизацией. В качестве 
антигена использовали препарат дезинтегриро-
ванных мембран (ДМ) X. campestris 611 с концен-
трацией белка 2 мг/мл. В контрольных группах 
антиген заменяли физиологическим раствором 
(ФР). С целью оптимизации процесса иммуниза-
ции и улучшения характеристик получаемых сы-
вороток была проведена сравнительная оценка 
двух адъювантов: 1 – полный адъювант Фрейнда 
(ПАФ); 2 – химическая полиэлектролитная суб-
станция, состоящая из 0,05%-го раствора полиа-

золидинамммония, модифицированного гидрат-
ионами галогенов, в физиологическом растворе 
(ПААГ) [3]. Всего было иммунизировано 4 груп-
пы кроликов: 1 – ДМ + ПАФ; 2 – ДМ + ПААГ; 
3 – ФР + ПАФ; 4 – ФР + ПААГ.

Чувствительность и специфичность гиперим-
мунных сывороток изучали в непрямом твердо-
фазном иммуноферментном анализе на планше-
тах (Linbro, США) (ИФА) [5].

В ИФА использовали дезинтегрированные 
мембраны X. campestris 611, формалинизиро-
ванные клетки Xanthomonas campestris 611 (по-
лучен из коллекции ризосферных бактерий 
ИБФРМ РАН), Pseudomonas aeruginosa АТСС-
9027 (P. aeruginosa) (получен из ВКПМ ФГУП 
ГосНИИГенетика), Yersinia pseudotuberculosis III 
(Y. pseudotuberculosis), Yersinia enterocolitica 66-82 
(O:3) (Y. enterocolitica), Escherichia coli 1027 (по-
лучены из ГКПМ ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб» 
Роспотребнадзора).

Результаты исследований. Получение ан-
тител к дезинтегрированным мембранам X. camp-
estris 611 и определение их иммунологической 
активности и специфичности предполагали их 
использование в реакциях по выявлению возбу-
дителя  сосудистого бактериоза крестоцветных.

Как видно из табл. 1, иммунизация кроликов 
дезинтегрированными мембранами X. campes-
tris 611 позволила получить сыворотки крови с 
высоким титром специфических антител. Мак-
симальный титр специфических антител в крови 
обеих опытных групп иммунизированных жи-
вотных составил 1:409600, однако следует отме-
тить, что количество антител достигало макси-
мального уровня при использовании в качестве 

Таблица 1 

 Результаты определения антительной активности сывороток, полученных в опытных группах, 
при изучении их в ИФА с дезинтегрированными мембранами Xanthomonas campestris 611 (1 мкг/мл)

Время взятия сыворотки

Титры антител полученных сывороток в ИФА с ДМ

1:
80

0

1:
16

00

1:
32

00

1:
64

00

1:
12

80
0

1:
25

60
0

1:
51

20
0

1:
10

24
00

1:
20

48
00

1:
4

09
60

0

1:
81

92
00

В группе ДМ + ПАФ
До иммунизации + – – – – – – – – – –
После 1-й иммунизации + + + + – – – – – – –
После 2 иммунизации + + + + + + – – – – –
После 3-й иммунизации + + + + + + + + + – –
После 4-й иммунизации + + + + + + + + + – –
После 5-й иммунизации + + + + + + + + + – –
После 6-й иммунизации + + + + + + + + + + –
После 7-й иммунизации + + + + + + + + + + –

В группе ДМ + ПААГ

До иммунизации + – – – – – – – – – –
После 1-й иммунизации + + + + – – – – – – –
После 2-й иммунизации + + + + + – – – – – –
После 3-й иммунизации + + + + + + + + + – –
После 4-й иммунизации + + + + + + + + + + –
После 5-й иммунизации + + + + + + + + + + –
После 6-й иммунизации + + + + + + + + + + –
После 7-й иммунизации + + + + + + + + + + –
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адъюванта ПААГ на месяц раньше, чем полного 
адъюванта Фрейнда.

В контрольных группах высоких титров спе-
цифических антител не отмечено, что свидетель-
ствует о стимулирующем влиянии адъювантов 
на антителогенез только в сочетании с антигеном 
(табл. 2).

В процессе иммунизации также наблюдалось 
отсутствие абсцессов в местах введения комплек-
са антиген + ПААГ и наличие данных образова-
ний при использовании ПАФ.

При оценке специфичности полученных ги-
периммунных сывороток крови отмечены их не-
специфичные реакции с P. aeruginosa и предста-
вителями семейства Enterobacteriaceae в титрах 
1:800–1:1600. Однако положительные титры спе-
цифических антител X. campestris 611 на порядок 
выше положительных титров антител к другим 
видам бактерий, что позволяет использовать полу-
ченные гипериммунные сыворотки при создании 
иммуноферментных тест-систем для диагностики 
сосудистого бактериоза крестоцветных (табл. 3).

Выводы. Препарат дезинтегрированных 
мембран X. campestris 611 может быть использо-
ван для получения гипериммунных сывороток с 
высоким содержанием специфических антител и 
конструирования на его основе иммунофермен-
тных тест-систем для диагностики сосудистого 
бактериоза крестоцветных..

При иммунизации кроликов дезинтегриро-
ванными мембранами X. campestris 611 в качестве 
адъюванта следует использовать 0,05%-й рас-
твор полиазолидинамммония, модифицирован-
ный гидрат-ионами галогенов.
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Таблица 2  

Результаты определения антительной активности сывороток, полученных в контрольных группах, 
при изучении их в ИФА с дезинтегрированными мембранами Xanthomonas campestris 611 (1мкг/мл)

Время взятия сыворотки

Титры антител полученных сывороток в ИФА с ДМ

1:
80

0

1:
16

00

1:
32

00

1:
64

00

1:
12

80
0

1:
25

60
0

1:
51

20
0

1:
10

24
00

1:
20

48
00

1:
4

09
60

0

1:
81

92
00

В группе ФР + ПАФ

До иммунизации + – – – – – – – – – –

После 2-й иммунизации + + – – – – – – – – –

После 4-й иммунизации + + + – – – – – – – –

После 6-й иммунизации + + + + – – – – – – –

В группе ФР + ПААГ

До иммунизации + – – – – – – – – – –

После 2-й иммунизации + + – – – – – – – – –

После 4-й иммунизации + + + + – – – – – – –

После 6-й иммунизации + + + + – – – – – – –
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Таблица 3 

Результаты определения специфичности сывороток после 6-й иммунизации, полученных 
в опытных группах, при изучении их в ИФА с клеточными антигенами (1 млрд клеток/мл)

Бактериальные 
клетки

Титры антител сыворотки

1:
4

00

1:
80

0

1:
16

00

1:
32

00

1:
64

00

1:
12

80
0

1:
25

60
0

1:
51

20
0

В группе ДМ + ПАФ

X. campestris + + + + + + – –

P. aeruginosa + + + – – – – –

Y. pseudotuberculosis + + + – – – – –

Y. enterocolitica + + + – – – – –

E. coli + + – – – – – –

В группе ДМ + ПААГ

X. campestris + + + + + + – –

P. aeruginosa + + + – – – – –

Y. pseudotuberculosis + + + – – – – –

Y. enterocolitica + + – – – – – –

E. coli + + + – – – – –
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were used to obtain hyperimmune serum with a high con-
tent of specific antibody. The most effective immunization 
with adjuvant proved to be 0.05% solution poliazolidinam-
mmoniya modified hydrate halogen ions.
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