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раЗраБотКа иммуноферментнЫх теСт-СиСтем  
и иммунохроматографичеСКих наБоров реагентов, преднаЗначеннЫх  

дЛя вЫявЛения СтафиЛоКоККовЫх энтеротоКСинов типов а и в
Филиал ФГБУ «48 Центральный научно-исследовательский институт» Министерства обороны Российской Федерации, Киров, 

Российская Федерация

цель. создание экспериментальных образцов иммуноферментных тест-систем и иммунохроматографических 
наборов реагентов для выявления стафилококковых энтеротоксинов типов а и в. материалы и методы. в работе 
использованы гибридомы, продуцирующие моноклональные антитела к стафилококковым энтеротоксинам типов 
а и в, полученные в филиале Фгбу «48 цнии» минобороны россии (г. киров); мыши линии BALB/c; стафило-
кокковые энтеротоксины типов а и в. клетки гибридом культивировали в культуральных флаконах и в перитоне-
альной полости мышей линии BALB/с. моноклональные антитела выделяли из асцитических жидкостей путем 
осаждения насыщенным раствором сульфата аммония с последующей очисткой ионообменной хроматографией. 
полученные препараты моноклональных антител использовали для конструирования иммуноферментных тест-
систем и иммунохроматографических наборов реагентов для выявления стафилококковых энтеротоксинов типов 
а и в. специфические компоненты иммуноферментных тест-систем подвергали сублимационному высушива-
нию в защитной среде. результаты и обсуждение. сконструированы иммуноферментные тест-системы и имму-
нохроматографические наборы реагентов, позволяющие выявлять стафилококковые энтеротоксины типов а и в 
в концентрациях 0,5 нг/мл и более, в том числе в пробах продуктов питания.

Ключевые слова: стафилококковые энтеротоксины, иммуноферментные тест-системы, иммунохроматографи-
ческие наборы реагентов.

Корреспондирующий автор: Печенкин Денис Валериевич, e-mail: 23527@mil.ru.
Для цитирования: Еремкин А.В., Ипатов С.С., Куклина Г.В., Печенкин Д.В., Кытманов А.А., Тихвинская О.В., Кузнецов С.Л., Горшков А.С., Хапаев 

Н.Г. Разработка иммуноферментных тест-систем и иммунохроматографических наборов реагентов, предназначенных для выявления стафилококковых 
энтеротоксинов типов А и В. Проблемы особо опасных инфекций. 2021; 2:94–99. DOI: 10.21055/0370-1069-2021-2-94-99

Поступила 23.09.2020. Принята к публ. 30.10.2020.

A.V. Eremkin, S.S. Ipatov, G.V. Kuklina, D.V. Pechenkin, A.A. Kytmanov, O.V. Tikhvinskaya,  
S.L. Kuznetsov, A.S. Gorshkov, N.G. Khapaev 
Development of elIsA Test-Systems and Immune-Chromatographic Reagent Panel 
Designed for the Detection of Staphylococcal Enterotoxins of A and B Types
Affiliated Branch of the Federal State Budgetary Institution “48th Central Research Institute” of the Ministry of Defense  
of the Russian Federation, Kirov, Russian Federation

Abstract. Objective of the study was the development of experimental ELISA tests and lateral flow immunoassays 
for detection of staphylococcal enterotoxins, A and B types. Materials and methods. Hybridomas, producing mono-
clonal antibodies against staphylococcal enterotoxins A and B from State Collection of the Affiliated Branch of the “48th 
Central Research Institute” of the Ministry of Defense of the Russian Federation, BALB/c mice and staphylococcal 
enterotoxins A and B were used in the research. Hybridoma cells were incubated in culture flasks and in the peritoneal 
cavity of BALB/c mice. Monoclonal antibodies were isolated from ascitic fluids through precipitation with saturated 
ammonium sulfate subsequently purified using ion-exchange chromatography. Obtained preparations of monoclonal an-
tibodies were used for the construction of ELISA tests and immune-chromatographic reagent panels for the detection of 
staphylococcal enterotoxins A and B. Specific components of ELISA tests were lyophilized in protective media. Results 
and discussion. ELISA tests and lateral flow immunoassays which allow for detecting staphylococcal enterotoxins A and 
B at concentrations of 0.5 ng/ml and higher, including in food samples, have been constructed. 
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пищевые токсикоинфекции (пти) относятся к 
группе острых кишечных инфекций и представляют 
собой полиэтиологическую группу острых инфекци-
онных заболеваний, возникающих при попадании в 
организм человека с пищей или жидкостью условно-
патогенных бактерий и/или их токсинов.

из широкого круга возбудителей пти особое 
место занимает Staphylococcus aureus, штаммы кото-
рого продуцируют ряд энтеротоксинов (а, B, C, D, E 
и др.) [1]. отравление стафилококковыми энтероток-
синами происходит при употреблении в пищу зара-
женных молочных продуктов, молока, мяса живот-
ных и птиц, рыбы и других пищевых продуктов [2]. 
симптомы отравления проявляются в интервале от 
получаса до 6 ч после заражения. выздоровление 
обычно наступает в течение 24–48 ч [3]. случаи ста-
филококковых отравлений носят спорадический ха-
рактер, зачастую не регистрируются и, как правило, 
связаны с пунктами общественного питания [4, 5].

накопление стафилококковых энтеротоксинов в 
продуктах питания обусловлено их инфицировани-
ем во время хранения или приготовления пищи вви-
ду широкого распространения энтеротоксигенных 
штаммов стафилококка в окружающей среде [5, 6]. 
при комнатной температуре энтеротоксины обра-
зуются примерно через 8 ч по достижении концен-
трации стафилококка 105 кое на 1 г продукта, что 
примерно соответствует завершению логарифмиче-
ской фазы роста [7]. высокая резистентность энте-
ротоксинов к физическим факторам (устойчивость 
в широком диапазоне значений рн, способность вы-
держивать кипячение до 30 мин) приводит к тому, 
что большинство методов приготовления пищи не 
позволяют полностью избавиться от содержащихся 
в ней стафилококковых энтеротоксинов [5].

наибольшую значимость среди стафилококко-
вых энтеротоксинов имеют энтеротоксины типов а 
и в (SEA и SEB). из них SEA занимает доминирую-
щую позицию по частоте вызываемых пищевых от-
равлений [8, 9]. данные о минимальной дозе стафи-
лококковых энтеротоксинов, вызывающей интокси-
кацию у человека, значительно различаются [10, 11]. 
по данным одних исследований, токсичной является 
доза 3,5–4,0 мкг [12]. по сведениям других авторов, 
интоксикацию может вызвать попадание энтероток-
сина в количестве: 0,1–0,2 мкг с молоком и молоч-
ными продуктами, 2 мкг с сыром, 6 мкг с другими 
продуктами [13–15].

к методам выявления стафилококковых энте-
ротоксинов и их продуцентов относятся иммуно-
химические, молекулярно-генетические и биологи-
ческие методы. биологические методы предпола-
гают использование животных моделей и характе-
ризуются низкой точностью и трудоемкостью [16]. 
молекулярно-генетические методы подходят только 
для выявления генов, кодирующих синтез энтеро-
токсинов, у штаммов стафилококков, выделенных 
у пострадавших от пищевых отравлений или из пи-
щевых продуктов [17]. иммунохимические методы 

являются наиболее чувствительными, быстрыми и 
достоверными для обнаружения стафилококковых 
энтеротоксинов. среди них наибольшее распростра-
нение получили иммуноферментный (иФа) и имму-
нохроматографический (иха) методы анализа [10].

в российской Федерации (рФ) анализ пищевых 
продуктов на наличие стафилококковых энтероток-
синов регламентирован методическими указаниями 
мук 4.2.2429-08 «метод определения стафило-
кокковых энтеротоксинов в пищевых продуктах» и 
дополнением к ним (мук 4.2.2879-11). согласно 
данным мук, в россии для выявления стафилокок-
ковых энтеротоксинов применяют наборы реаген-
тов RIDASCREEN® SET A, B, C, D, E и SET Total 
(R-Biopharm, германия), а также наборы реагентов 
VIDAS® Staph enterotoxin II (SET2) (BioMerieux, 
Франция). они позволяют производить дифферен-
цированное и недифференцированное определение 
энтеротоксинов типов A, B, C, D и E и обладают чув-
ствительностью 0,25 нг/мл.

в россии на данный момент отсутствуют отече-
ственные средства для выявления стафилококковых 
энтеротоксинов, а перечень проводимых работ в 
этом направлении крайне ограничен. учитывая вы-
шеизложенное, а также тот факт, что среди стафи-
лококковых энтеротоксинов наиболее значимыми 
являются энтеротоксины а и в, на долю которых 
приходится большая часть пищевых отравлений,  
целью наших исследований являлось конструирова-
ние лабораторно-экспериментальных образцов им-
муноферментных тест-систем (иФтс) и иммунох-
роматографических наборов реагентов (ихнр) для 
выявления SEA и SEB.

материалы и методы

для получения препаратов моноклональ-
ных антител (мкат) к SEA использовали культу-
ры гибридом 328F8F5 и 329A11F6, а для получе-
ния мкат к SEB – культуры гибридом 357A8C1 и 
357E10E9. гибридные клеточные линии получены 
ранее в филиале Фгбу «48 центральный научно-
исследовательский институт» министерства оборо-
ны российской Федерации (г. киров). наработку гиб-
ридных клеток осуществляли в культуральных фла-
конах т25 (TPP, Швеция) в среде RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich, сШа), содержащей 10 % фетальной теля-
чьей сыворотки (Gibco, германия). клетки гибридом 
вводили мышам линии BALB/с внутрибрюшинно в 
дозах от 1 до 2 млн клеток. мышам-реципиентам за 
10 дней до инокуляции культур в брюшную полость 
вводили по 0,5 мл пристана (Sigma-Aldrich, сШа). 
в случае развития у мышей выраженного асцита 
производили забор перитонеального экссудата.

иммуноглобулины из асцитических жидкостей 
выделяли путем высаливания насыщенным 40 % 
раствором сульфата аммония. очистку иммуногло-
булинов осуществляли методом ионообменной хро-
матографии на колонке с DEAE Toyopearl (Tosoh 
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Bioscience, сШа). специфическую активность 
мкат к стафилококковым энтеротоксинам опреде-
ляли методом непрямого иФа. 

синтез конъюгатов иммуноглобулинов с перок-
сидазой хрена (Sigma-Aldrich, сШа) осуществляли 
по методу P.K. Nakane и A. Kawaoi [18]. рабочее раз-
ведение конъюгатов определяли методом «шахмат-
ного титрования» [19]. иммунологически активные 
компоненты иФтс лиофильно высушивали в защит-
ной среде, содержащей 5 % сахарозы.

наночастицы коллоидного золота (нчкз) по-
лучали по методу Френса [20]. для приготовления 
конъюгата растворы мкат и нчкз смешивали 
и инкубировали в течение 30 мин при комнатной 
температуре. затем в смесь добавляли 4 % раствор 
пэг-40000, перемешивали и инкубировали еще 
15 мин при комнатной температуре.

конъюгат осаждали центрифугированием при 
10000 g в течение 30 мин. к осадку добавляли стаби-
лизирующий буферный раствор до исходного объема 
и ресуспендировали. процедуру отмывки повторяли 
2 раза. конъюгат наносили на подложку для конъю-
гата GFCP 103000 (Millipore, сШа). на нитроцеллю-
лозной мембране TYPE-CNPF-SN12 (MDI, индия) 
формировали тестовую и контрольную зону путем 
нанесения мкат к стафилококковым энтеротокси-
нам и антимышиных кроличьих антител. подложки 
с нанесенным конъюгатом и готовые рабочие мем-
браны сушили в вакууме при 40 °с.

для оценки чувствительности разработанных 
иФтс и ихнр использовали различные концен-
трации SEA и SEB. изучение специфичности про-
водили в отношении токсина синдрома токсического 
шока (TSST-1), шигаподобных токсинов I и II типов 
(Stx1 и Stx2), ботулинического токсина типа а (бта) 
и холерного токсина (хт).

оценку воспроизводимости результатов ана-
лиза, обеспечиваемых иФтс и ихнр, проводили 
путем исследования 20 повторностей образцов со-
ответствующих стафилококковых энтеротоксинов в 
минимальных выявляемых концентрациях.

выявление SEA и SEB в жидких и твердых пи-
щевых продуктах проводили с использованием раз-
работанных иФтс и ихнр согласно инструкциям 
по их применению. для исследования чувствитель-
ности иФтс и ихнр к серии проб молока (2,7 % 
жирность, гост 31450-2013) и сыра (50 % жир-

ность, гост 11041-88) добавляли препараты очи-
щенных SEA и SEB до конечных концентраций эн-
теротоксинов 20, 10, 5, 2, 1, 0,5 и 0,25 нг/мл (1 нг на 
1 г продукта в случае сыра). подготовку проб молока 
и сыра, содержащих энтеротоксины, осуществляли в 
соответствии с мук 4.2.2429-08, пункт 6.2.1 (б, в) –  
«экстракция стафилококковых энтеротоксинов из 
сыров» и «экстракция стафилококковых энтероток-
синов из жидких продуктов и сухих молочных про-
дуктов». 

в качестве положительных контрольных образ-
цов (к+) использовали препараты очищенных SEA 
и SEB. отрицательными контрольными образцами 
(к-) служили пробы молока и сыра без добавления 
стафилококковых энтеротоксинов.

на этапах работы с животными исследования 
соответствовали международным этическим нор-
мам, законодательству российской Федерации и нор-
мативным документам учреждения.

результаты и обсуждение

в серии предварительных экспериментов уста-
новлено, что наибольшую чувствительность иФа 
при выявлении SEA и SEB обеспечивают сочетания 
мкат 329A11F6-328F8F5 и 357A8C1-357E10E9, 
используемые соответственно для сенсибилиза-
ции планшетов и для синтеза иммунопероксидаз-
ных конъюгатов. указанные мкат наработаны in 
vitro и in vivo. иммуноглобулины из асцитических 
жидкостей выделены и очищены методом ионооб-
менной хроматографии. полученные препараты 
мкат характеризовались титрами антител в иФа 
от 1:2500000 и выше и содержанием белка 7,8 мг/мл 
и более (табл. 1).

полученные препараты мкат использовались 
для изготовления лабораторно-экспериментальных 
образцов иФтс и ихнр для выявления SEA и SEB. 
мкат 329A11F6 и 357A8C1 использовались для 
сенсибилизации планшетов и формирования тесто-
вых зон на нитроцеллюлозной мембране; мкат 
328F8F5 и 357E10E9 – для синтеза иммуноперокси-
дазных конъюгатов и конъюгатов антител с нчкз.

результаты оценки чувствительности и специ-
фичности разработанных лабораторно-экспери-
ментальных образцов иФтс и ихнр для выявления 
SEA представлены в табл. 2.

Таблица 1 / Table 1

характеристики препаратов моноклональных антител к стафилококковым энтеротоксинам типов а и В
Characteristics of monoclonal antibodies against staphylococcal enterotoxins of A and B types

наименование препарата мкат
Name of monoclonal antibodies 

(MCAb) preparation
специфичность мкат

Specificity of MCAb
специфическая активность в иФа, титр антител

Specific activity in ELISA, antibody titer
концентрация белка, мг/мл
Protein concentration, mg/ml

328F8F5
SEA

1:5000000 10,0

329A11F6 1:5000000 7,8

357A8C1
SEB

1:2500000 9,3

357E10E9 1:5000000 12,0
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Таблица 2 / Table 2

Чувствительность и специфичность лабораторно-экспериментальных образцов иммуноферментных тест-систем  
и иммунохроматографических наборов реагентов для выявления стафилококкового энтеротоксина типа а

Sensitivity and specificity of laboratory-experimental samples of ELISA test-systems and immunochromatographic reagent kits  
for the detection of type A staphylococcal enterotoxin

наименование токсина
Toxin name

минимальная выявляемая концентрация токсина (нг/мл, n=5) при использовании
Minimum detectable concentration of toxin (ng/ml, n=5), when using

иФтс
ELISA test-system

ихнр
immune-chromatographic reagent panel

SEA 0,5 10,0
SEB >10000 >10000
TSST-1 >10000 >10000
Stx1 >100000 >100000
Stx2 >100000 >100000
бта/botulinic toxin A >100000 >100000
хт/cholera toxin >100000 >100000

примечания :  в таблице представлены медианы минимальных выявляемых концентраций; n – количество определений.
No te :  the table shows the medians of the minimum detectable concentrations; n – the number of measurements.

Таблица 3 / Table 3

Чувствительность и специфичность лабораторно-экспериментальных образцов иммуноферментных тест-систем  
и иммунохроматографических наборов реагентов для выявления стафилококкового энтеротоксина типа B

Sensitivity and specificity of laboratory-experimental samples of ELISA test-systems and immunochromatographic reagent kits  
for the detection of type B staphylococcal enterotoxin

наименование токсина
Toxin name

минимальная выявляемая концентрация токсина (нг/мл, n=5) при использовании
Minimum detectable concentration of toxin (ng/ml, n=5), when using

иФтс
ELISA test-system

ихнр
Immune-chromatographic reagent panel

SEB 0,5 1,0
SEA >10000 >10000
TSST-1 >10000 >10000
Stx1 >100000 >100000
Stx2 >100000 >100000
бта/botulinic toxin A >100000 >100000
хт/cholera toxin >100000 >100000

примечания :  в таблице представлены медианы минимальных выявляемых концентраций; n – количество определений.
No te :  the table shows the medians of the minimum detectable concentrations; n – the number of measurements.

Таблица 4 / Table 4

Чувствительность лабораторно-экспериментальных образцов иммуноферментных тест-систем  
и иммунохроматографических наборов реагентов при выявлении стафилококковых энтеротоксинов A и B в пищевых продуктах

Sensitivity of laboratory and experimental samples of ELISA test-systems and immunochromatographic reagent kits  
for the detection of staphylococcal enterotoxins A and B in food

наименование средств  
иммуноанализа

Type of immune test

минимальная выявляемая концентрация (нг/мл) стафилококковых энтеротоксинов при исследовании  
различных проб (n=5)

Minimum detectable concentration (ng/ml) of staphylococcal enterotoxins when investigating different samples (n=5)

SEA (к+) SEB (к+) сыр + SEA
cheese + SEA

сыр + SEB
cheese + SEB

сыр (к-)
cheese (к-)

молоко + SEA
milk + SEA

молоко + SEB
milk + SEB

молоко (к-)
milk (к-)

иФтс для выявления SEA
ELISA test-systems for SEA detection 0,5 >10000 0,5 >10000 – 0,5 >10000 –

иФтс для выявления SEB
ELISA test-systems for SEB detection >10000 0,5 >10000 0,5 – >10000 0,5 –

ихнр для выявления SEA
Immune-chromatographic reagent kits 
for SEA detection

10 >10000 10 >10000 – 10 >10000 –

ихнр для выявления SEB
Immune-chromatographic reagent kits 
for SEB detection

>10000 1 >10000 1 – >10000 1 –

примечания :  в таблице представлены медианы минимальных выявляемых концентраций; n – количество определений; «–» – отрицательный 
результат анализа.

No te :  the table presents the medians of the minimum detectable concentrations; n – the number of measurements; “–” – negative test results. 
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результаты оценки чувствительности и специ-
фичности разработанных иФтс и ихнр для выяв-
ления SEB представлены в табл. 3.

лабораторно-экспериментальные образцы иФтс 
обеспечивают выявление SEA и SEB в концентра-
ции 0,5 нг/мл и более, лабораторно-экспери мен-
тальные серии ихнр обеспечивают выявление 
SEA и SEB с порогом чувствительности 10 нг/мл и  
1 нг/мл соответственно. разработанные иФтс и ихнр 
не дают взаимных перекрестных реакций при иссле-
довании SEA и SEB, а также TSST-1 в концентрации  
10 мкг/мл и ложноположительных результатов при 
исследовании гетерологичных токсинов в концен-
трации 100 мкг/мл и обеспечивают 100 % воспроиз-
водимость результатов анализа.

исследования по выявлению SEA и SEB в про-
дуктах питания с использованием иФтс и ихнр 
показали, что разработанные средства иммуноана-
лиза сохраняют свои диагностические характери-
стики при анализе проб, содержащих стафилококко-
вые энтеротоксины, и не дают ложноположительных 
результатов при исследовании отрицательных кон-
трольных образцов (табл. 4).

таким образом, в ходе проведенных исследо-
ваний наработаны мкат in vivo, из полученных 
асцитических жидкостей выделены и очищены 
иммуноглобулины, на основе которых сконструи-
рованы иФтс и ихнр для выявления SEA и SEB. 
изготовленные лабораторно-экспериментальные 
образцы иФтс позволяют выявлять SEA и SEB 
в концентрации 0,5 нг/мл и более, в то время как 
ихнр обладают чувствительностью при выявле-
нии SEA и SEB 10 нг/мл и 1 нг/мл соответственно. 
разработанные лабораторно-экспериментальные 
иФтс и ихнр перспективны для последующей 
регистрации в качестве медицинских изделий для 
диагностики in vitro.
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