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Кампилобактериоз  является  одним  из  широко  распространяющихся
зоонозов в мире и основным возбудителем бактериального пищевого отрав-
ления у людей и сельскохозяйственных животных. Возбудители кампилобак-
териоза распространены повсеместно. Среди видов Campylobacter (C. jejuni,
C. coli, C. lari и C. upsaliensis), способных вызывать заболевания у человека,
C. jejuni чаще всего вызывает болезни пищевого происхождения, связанные с
сельскохозяйственной продукцией [1, 2]. Помимо диарейных проявлений бо-
лезни описаны внекишечные осложнения инфекции C. jejuni, такие как реак-
тивный артрит, панкреатит и кардит. Более того, некоторые штаммы C. jejuni
способны стимулировать выработку антител реагирующие с миелином пе-
риферических нервов, вызывая синдром Гийена-Барре [3].

Основными резервуарами кампилобактеров являются дикие и домаш-
ние птицы, в первую очередь куры, домашние и сельскохозяйственные жи-
вотные, включая крупный рогатый скот, овец, свиней, собак, кошек (в осо-
бенности щенков и котят), других мелких домашних животных [4, 5]. 

Повышенная  устойчивость  C.  jejuni к  антибиотикам  и  сложность
снижения  показателей  диарейных  заболеваний  в  последние  годы  усилили
акцент на разработке инновационных методов диагностики с целью сокраще-
ния присутствия  C. jejuni у  сельскохозяйственных животных,  и продуктах
потребляемых людьми,  а также в водоемах, чтобы снизить риск заражения
этой инфекцией. По данным ВОЗ кампилобактериозом заболевает до 550 ми-
ллионов человек в год [6, 7].

На сегодняшний день основным диагностическим тестом является бак-
териологический, однако,  он требует специальных условий культивирования
и дорогостоящих питательных сред. Для выявления возбудителя также ис-
пользуют полимеразно-цепную реакцию (ПЦР) и иммуноферментный анализ
[8], но данные методы также требует наличия оборудования и специальных
условий [9]. 

В условиях интенсификации сельскохозяйственного производства, есть
потребность  в наличии простых, быстрых и достоверных методов выявления
зараженных животных и продуктов животноводства, одним из таких методов



является  иммунохроматографический  анализ.  Внедрение  иммунохро-
матографического  метода  в  ветеринарную  практику  позволит  сократить
время анализа до 5-15 минут и получать результаты с высокой степенью до-
стоверности [10].

Для конструирования ИХА-теста используются три типа антител: по-
движные моноклональные антитела к исследуемому антигену или антителу, с
коллоидным золотом;  поликлональные антитела к исследуемому антигену,
жестко  иммобилизованные  в  тест-зоне  полоски  и  вторичные  антитела  к
моноклональным антителам, жестко иммобилизованные в контрольной зоне
тест-полоски. От качества каждого компонента зависит и достоверность те-
ста. 

Целью нашего исследования является получение поликлональных ан-
тител к рекомбинантным белкам внешней мембраны Campylobacter jejuni.

Материалы и методы исследований
В качестве антигена были использованы рекомбинантные белки внеш-

ней мембраны C.jejuni (Omp18 и MOMP) полученные С.Н.Боровиковым с со-
авт.

В  качестве  лабораторных  животных  использованы  кролики  породы
советская шиншилла (3 гол., самцы 6 месячного возраста с живой массой по
3-4 г).  Все процедуры, связанные с уходом за лабораторными животными,
выполнялись в соответствии с Руководством по содержанию и уходу за жи-
вотными:  особые  условия  для  лабораторных  грызунов  и  кроликов
(Межгосударственный  стандарт,  ГОСТ 33216-2014).  Также руководствова-
лись  Международными  принципами  для  биомедицинских  исследований  с
участием животных,  2012 г  (International  Guiding Principles  for  Biomedical
Research Involving Animals) и Европейской конвенцией о защите позвоночных
животных, используемых для экспериментальных и других научных целей,
2005 г (European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for
Experimental and Other Scientific Purposes). Уход и использование лаборатор-
ных животных одобрены Комиссией по этике животных факультета Ветери-
нарии и технологии животноводства Казахского агротехнического универси-
тета им. С. Сейфуллина (КАТУ), Нур-Султан.

Иммунизацию животных проводили подкожно, в 5 точек вдоль хребта
с обеих сторон, вводили препарат в дозе 0,25 мл в каждую точку. Инъекции
проводили с использованием полного и неполного адъюванта Фрейнда (ПАФ
и НАФ)

Исследование сывороток крови проводили в н-ИФА. Лунки полистиро-
лового планшета (ThermoFisherScientific, США) сенсибилизировали раздель-
но белковыми антигенами Omp18 и MOMP. После сенсибилизации и отмыв-
ки лунок активные центры твердой фазы нейтрализовали 1% раствором бы-
чьего сывороточного альбумина. Далее, в двух лунках готовили разведения
сывороток крови  иммунизированных животных  в  PBS-Тв,  инкубировали в
течение 1 часа и после отмывки планшета в лунки вносили анти-кроличьи
IgG антитела, меченые пероксидазой хрена (Sigma-Aldrich США). Результаты
реакции проявляли с помощью субстрата фермента.   Реакцию считали по-



ложительной, если показатель оптической плотности исследуемой сыворотки
(ОПис) в 2, и более раз превышал среднее значение оптической плотности
контрольного  образца  (ОПко)  в  разведении 1:100.  В качестве  негативного
контроля была использована сыворотка крови неиммунизированного кролик.

Результаты исследований
С целью получения поликлональных антител была проведена иммуни-

зация лабораторных животных рекомбинантными белками внешней мембра-
ны C.jejuni (Omp18 и MOMP) по схеме, представленной в таблице 1.

Таблица 1 – Схема иммунизации кроликов рекомбинантными антиге-
нами 

Дни иммуни-
заций

 I группа животных  II группа животных
Наименование АГ и доза Наименование АГ и доза

1 день Omp18  (250мкг/мл)  750  мкл
+ПАФ 750 мкл

MOMP (250мкг/мл)  750
мкл +ПАФ 750 мкл

14 день Omp18 (250мкг/мл) 750 мкл 
+НАФ 750 мкл

MOMP (250мкг/мл) 750 
мкл +НАФ 750 мкл

28 день Отбор крови для проведения тестирования на наличие анти-
тел

28 день Omp18 (250мкг/мл) 750 мкл 
+PBS 750 мкл

MOMP (250мкг/мл) 750 
мкл + PBS 750 мкл

42 день Omp18 (250мкг/мл) 750 мкл + 
PBS 750 мкл

MOMP (250мкг/мл) 750 
мкл + PBS 750 мкл

49 день Тотальный отбор крови

Как  видно  из  таблицы  1,  схема  иммунизации  предусматривала  че-
тырехкратное подкожное введение антигенов кроликам в концентрации 250
мкг/мл с полным и неполным адъювантом Фрейда. Перед проведением тре-
тьей  иммунизации  у  кроликов  была  отобрана  кровь  для  проведения  не-
прямого варианта иммуноферментного анализа на наличие антител, на 49-й
день  был  проведен  тотальный  отбор  крови  и  исследование  в  н-ИФА.
Результаты тестирования представлены в таблице 2.

Таблица 2 – Результаты тестирования крови иммунизированных кроли-
ков в н-ИФА

Группы  иммунизи-
рованных кроликов

Титр специфических антител
28 день 49 день

Iгруппа 1:51 200 1:204 800
II группа 1:25 600 1:102 400
Контрольная РО РО



В результате проведения н-ИФА, в сыворотке крови иммунизирован-
ных животных были обнаружены высокие титры антител к исходному анти-
гену.  Максимальные  значения  титров  антител  к  рекомбинантным  белкам
внешней мембраны  C.jejuni  (Omp18  и  MOMP), находились в диапазоне от
1:102 400 до 1:204 800, соответственно. 

Таким образом, доказана иммуногенность полученных ранее рекомби-
нантных антигенов  внешней мембраны Campylobacter jejuni. А использова-
ние приведенной выше схемы иммунизации можно рекомендовать для по-
лучения специфических поликлональных антител и в дальнейшем использо-
вать  их  как  компонент  для  конструирования  ИХА теста  для  диагностики
Campylobacter  jejuni  у  животных  и  обнаружения в  продуктах  животного
происхождения.
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