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ТРИХИНЕЛЛАНЫҢ БАЛАҢҚҰРТТАРЫНАН СОМАТИКАЛЫҚ
ЖӘНЕ ЭКСКРЕТОРЛЫҚ-СЕКРЕТОРЛЫҚ АНТИГЕНДІ АЛУ
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Иммунологиялық реакциялардың және тест-жүйелердің тиімділігі
көпшілік жағдайда антигендердің диагностикалық қасиеттері арқылы
анықталынады. Әдеби дерек мәліметтері бойынша трихинеллез балауында
сұйық антигендердің қолдану қарқындылығы әр түрлі жолдармен біртіндеп
іске асырылуда. Трихинеллез кезінде аруға шалдыққан жануарлардың және
адамдардың қан сарысуында трихинелланың әр түрлі антигендік
компоненттеріне қарсы антиденелер түзіледі, ал осындай сероконверсияны
немесе телімді титрдегі минимальды антиденелерді анықтау гельминтоз
балауында кеңінен қоладанылады (Бессонов, 1975, 1976; Лейкина и др.,
1984). Бастапқы кездері трихинеллалардың бұлшықет балаңқұрттарының
тазаланбаған сығындылары антиген ретінде қолданылып келген, алайда
олардың құрамында нематодтарға және басқада гельминттерге ортақ
көптеген антигендік компаненттердің болуы жалған оң реакциялардың
туындауына әкеп соқтыруда.

Жұмыстың мақсаты: трихинелланың балаңқұрттарынан соматикалық
антигенді алу және экскреторлық-секреторлық антигенді алу мақсатында
трихинеллаларды өсіру шарттарын анықтау.

Әдеби деректерге сүйене отырып, біз өз зерттеулерімізде Ruitenberget al
әдісі бойынша Т. spiralis бұлшықет балаңқұрттарынан антигенді алу
жолдарын қарастырдық және экскреторлық-секреторлық антигенді алу үшін
инвазияны in vitro жағдайында моделдеу арқылы трихинелларды қоректік
орталарда өсірдік. Соматикалық антигенді алу барысында трихинелла
балаңқұртының бүтін сығындысын фракциялау үшін көлемі 2,2 x 70 см
болатын гель-хроматография түтігін қолдандық. Түтікті G-200 сефадекс
гелімен толытырып, рН-8,0 болатын 0,1М трис-НС1 буферімен теңестірдік.
Үлгіні алдын-ала бір түнге, салқын жерде элюацияланатын буферге қарсы
диализге қойдық. Элюация жылдамдығы 6,3 мл/сағ. құрап отыр.
Фракцияларды шыны түтіктерге 3 мл жинап алып, белок мөлшерін
М.Бредфорд әдісі бойынша анықтадық. Нәтижесінде белок концентрациясы
125-250 мкг/мл шамасында болды. Алынған фракцияларды көлемі 1мл
болғанға дейін молекулалық салмағы 6000 құрайтын полиэтиленгликолмен
(ПЭГ) диализге қою арқылы концентрацияладық.

Ал экскреторлық-секреторлық антигенді алу мақсатында, яғни
инвазияны in vitro жағдайында моделдеу үшін 3 түрлі қоректік орта сынақтан



өткізілді: №1 орта– RPMI-1640 (Sigma, АҚШ) толымсыз ортасы, №2 орта –
Игла (Панэко, Ресей) толымсыз ортасы, №3 орта –10% глюкоза қосылған
стерильді физиологиялық ерітінді.

1000-5000 дана мөлшеріндегі жуып-шайылған трихинеллаларды
антибиотик (1000 ӨБ/мл пенициллин және 1 мг/мл стрептомицин) қосылған
50 мл қоректік ортамен бірге  200 мл көлемдегі стерильді полистиролды
матрацқа (NUNC, Дания) еңгіздік. Матрацқа енгізілген орта өсіндісін 70%
ылғалдылығы, температурасы (37ºС)  және газдың берілуі (СО2- 5%)
реттелген СО2-инкубаторға орналастырдық. 24 сағаттан соң тоғышар
қанынан тазалап отыру үшін ортаны ауыстырып отырдық. 48 сағат өсіруден
кейін жасуша метаболиттерін жинап отырдық.

Қолданылған қоректік орталардың сапасын максималды өсіру
уақытында трихинеллардың өміршенділіктерін сақтауларына байланысты
анықтадық. Барлық қолданылған қоректік орталардың түрлері айтарлықтай
мерзімде трихинеллалардың өміршенділігін сақтап тұруға мүмкіншілік берді
және ЭС-АГ түзілуіне ықпал ететіндігі белгілі болды. Айта кететін жағдай
барлық қолданылған синтетикалық орталар (RPMI-1640, Игла) айтарлықтай
тиімді болды, яғни 4 тәулікке дейін трихинеллалар өздерінің
өміршенділіктерін сақтап, қажетті мөлшерде ақтық өнімді өндіре алды.

Оптималды ортаны таңдау үшін трихинеллалардың өндірген ЭС-АГ
максималды мөлшерінің өсінді сұйықтығындағы белок көрсеткіші
анықталды. Барлық қолданылған орталар 335 тен 400 мкг/мл
концентрациясына дейін ЭС-АГ өндіруге мүмкіншілік береді. Максималды
концентрацияның (4-ші туәлікте 400 мкг/мл) түзілуі синтетикалық орталарды
(RPMI-1640, Игла) қолданған кезде жоғары болды. Ал ары қарай өсіру
мерзімін ұзарту ақтық өнімнің концентрациясын жоғарлатқан жоқ.

ЭС-АГ белок мөлшері концетрацияланбаған күйінде 125- 250 мкг/мл
болса, концентрацияланған жағдайда 250-400 мкг/мл құрап отыр. Алынған
ЭС-АГ түзетін өсінді сұйықтығын гельфильтрациялық хроматография
әдісімен тазалау арқылы 3 фракция бөліп алдық. Алынған фракциялардың
белсенділігін иммунды ферменттік талдаумен (ИФТ) тексеру барысында
серобелесенді компоненттер бірінші және екінші компоненттер екендігі
анықталды.

Зерттеуіміздің келесі кезенінде алынған антигендердің иммунды
химиялық қасиеттерін анықтадық.

Трихинелланың соматикалық фракцияланған антигеннің молекулалық
салмағын J. Laemmli et al әдісі бойынша құрамында додецилсульфат натрийі
бар 10 %-тік полиакриламидтік гелінде вертикалді электрофорез арқылы
айқындадық. Нәтижесінде соматикалық фракцияланған антигеннің
құрамында молекулалық салмағы 12 ден 97 кД аралығына дейінгі 11
белоктық компоненттің бар екендігі белгілі болды. Ал иммуноблотинг
нәтижесі соматикалық антигеннің телімді иммунды қан сарысуларымен 12
ден 74 кД аралығындағы диапазонында байланысқа түсетіндігін көрсетті.

ЭС-АГ молекулалық салмағын вертикалды электрофорез көмегімен
анықтау кезінде, оның құрамында молекулалық салмағы 19-72 кД болатын 8
белок фракциясы айқындалды. Иммуноблотингтың блотограмма



көрсеткішіне көңіл аударатын болсақ экскреторлық-секреторлық антигенмен
иммунделген жануарлардың организмінде түзілген телімді антиденелер
молекулалық саламағы 35 кД шамасындағы антигендік детерминантамен
байланысқа түсіті.

ЭС-АГ диагностикалық құндылығын ИФТ және ДПР трихинелламен
инвазияланған шошқалар мен иттердің қан сарысуын қолдану арқылы
тексердік.

ИФТ өткізу үшін ЭС-АГ тазартылған фракцияларын 15 мкг/мл
концентрациясында полистиролды планшеттің шұңқыршықтарына құю
арқылы бекіттік. Қан сарысуларын 1:100 сұйылтымынан бастап титрледік.
Жүргізілген талдау нәтіижесінде алынған экскреторлық-секреторлық антиген
қан сарысуындағы телімді антиденелермен 1:3200 - 1:12800 тирінде
әрекеттесті.

Трихинеллалардан алынған антигендердің иммунды химиялық
қасиеттерін анықтау мақсатында иммунологиялық реакциялармен иммунды
қан сарысулар тексерілді.

Нәтижесінде алынған барлық антигендер диффузды преципитация
реакциясында және иммунды ферменттік талдауда телімді антиқан
сарысуларымен байланысуының белсенділігі жоғары болды.

Жүргізілген зерттеулер нәтижесінде трихинелла балаңқұрттарынан
соматикалық антиген алынды және экскреторлық-секреторлық (ЭС-АГ)
антигендерді культивирлеу параметрлері айқындалды. Алынған антигендерге
иммунды химиялық сипаттама беріліп, оларды диагностикалық тесттерді
әзірлеуде қолдануға болатындығы белгілі болды. Барлық антигендер
иммунды диффузия және иммунды ферменттік талдауда трихинелламен
инвазияланған жануарлардың қан сарысуындағы телімді антиденелермен
белсенді әрекеттесетіндігі анықталды.


