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Резюме: Целью исследования явилось конструирование антигенного латексного диагностику-
ма для индикации лептоспирозных антител. Авторами получен высокоактивный антиген; отра-
ботан режим иммобилизации антигена на латексе; оптимизированы условия проведения реак-
ции суспензионной агглютинации (РСА); проведены лабораторные испытания препарата. Для 
получения антигенных комплексов использованы штаммы лептоспир шести серогрупп. Выде-
ление антигенов проводили по схеме, включающей Х-пресс и ультразвуковую дезинтеграцию с 
последующей экстракцией неионным детергентом. В результате получены антигены с высокой 
концентрацией белка – 12-15 мг/мл. Специфическая активность в реакции иммунодиффузии 
(РИД) для различных серогрупп лептоспир колебалась от 1:32 до 1:64. Изучены структурные ха-
рактеристики полиакролеиновой матрицы: удельная поверхность матрицы равна 35 м2/г, объем 
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пор – 1,1 см3/г, радиус пор – 62,8 нм. Проведена иммобилизация латексных частиц полигруппо-
вым антигеном и подобраны оптимальные условия сенсибилизации. Влияние концентрации ли-
ганда и рН реакционной смеси изучали в РСА. В качестве источника антител применяли смесь 
коммерческих агглютинирующих сывороток кролика против лептоспир 6 серогрупп. Усовер-
шенствованы условия постановки РСА путем использования разводящей жидкости, обеспечи-
вающей максимальную чувствительность и демонстративность реакции. Оптимальное значе-
ние рН реакционной смеси составило 7,0-7,5. Сенсибилизирующая доза антигена – 180 мкг/мл. 
Результаты исследования показали, что по чувствительности родоспецифический суспензион-
ный лептоспирозный диагностикум превосходит чувствительность стандартного метода – ре-
акции микроагглютинации (РМА) в среднем в 1,7 раза, при использовании препарата не требу-
ется использование живых культур лептоспир. Это свидетельствует о возможности примене-
ния диагностикума в широкой медицинской и ветеринарной практике в качестве скрининг-те-
ста на лептоспироз.

Введение
Лептоспирозные заболевания челове-

ка и животных регистрируются во многих 
странах мира. Это обусловлено широкой 
распространенностью лептоспир на всех 
континентах, длительной выживаемостью 
их в объектах внешней среды и способно-
стью поражать различные виды домаш-
них и диких животных, которые затем слу-
жат источниками инфицирования людей 
[1, 2]. Из широкого круга зооантропонозов 
комитетом экспертов ВОЗ лептоспиро-
зы выделены как нозологические формы, 
наиболее значимые в социально-экономи-
ческом отношении [3].

В Российской Федерации лептоспироз 
является одной из наиболее распростра-
ненных инфекций. Ежегодно в России ре-
гистрируется в среднем от 1,5 до 2,5 тысяч 
заболеваний людей лептоспирозами [4]. 
Лептоспирозы постоянно угрожают здо-
ровью и жизни человека и наносят значи-
тельный материальный ущерб сельскому 
хозяйству. Наличие на территории страны 
значительного числа природных очагов и 
формирование стойких антропургических 
очагов создает постоянную угрозу возник-
новения заболеваний людей и сельскохо-
зяйственных животных [5, 6, 7, 8]. 

Лептоспирозная инфекция занимает 
одно из лидирующих мест среди зоонозов 
по тяжести клинического течения, частоте 
летальных исходов и отдаленных клиниче-
ских последствий. 

Клиническая дифференциальная ди-
агностика лептоспирозов затруднена из-
за полиморфизма клинической карти-
ны, вследствие чего решающими для под-
тверждения лептоспирозной этиологии за-
болевания. являются результаты лабора-
торного исследования [9]. В связи с этим 
своевременная, достоверная, доступная для 
практических лабораторий диагностика 
лептоспироза является весьма актуальной.

 В диагностике лептоспироза ведущее 

место принадлежит серологическим ме-
тодам. В настоящее время общепринятым 
стандартным тестом диагностики лепто-
спироза является иммунологическая реак-
ция микроагглютинации с использованием 
в качестве антигенов живых культур леп-
тоспир [10]. Ее постановка сопряжена с ря-
дом трудностей. Необходимо постоянно 
поддерживать большое количество штам-
мов патогенных лептоспир, относящихся 
к медленнорастущим и труднокультиви-
руемым микроорганизмам. Культивирова-
ние производится на питательных средах 
сложного состава, преимущественно сы-
вороточных, получаемых на основе крови 
животных-доноров. Учет результатов ре-
акции осуществляется путем микроскопии 
в темном поле. Эти факторы ограничива-
ют возможность внедрения РМА в широ-
кую практику. 

С целью серологического скрининга 
и ранней диагностики лептоспирозов ис-
пользуется также иммуноферментный 
анализ (ИФА) [9]. 

Генетические методы могут осущест-
вляться только в специализированных ла-
бораториях, отличаются значительной до-
роговизной и сложностью исполнения и 
поэтому широкого практического распро-
странения не получили. 

Это вызывает потребность в разработ-
ке более простых и безопасных методов 
диагностики, обладающих высокой специ-
фической активностью, экспрессностыо и 
информативностью [10, 11].

Материалы и методы исследований
Для получения антигенных комплек-

сов лептоспир использованы штаммы 6 
серогрупп: Le�tos�ira Po�o�a, L. �arasso- Po�o�a, L. �arasso-Po�o�a, L. �arasso-, L. �arasso-L. �arasso-. �arasso-�arasso-
vi, L. Gri��oty�hosa, L. Icterohae�orrhagiae, 
L. �a�ico�a, L, He�do�adis, имеющих наи-
большее эпидемиологическое и эпизоото-
логическое значение на юге России и вхо-
дящих в типовой диагностический набор 
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штаммов для РМА. 
Водорастворимые антигены лептоспир 

получали путем комбинированной дезин-
теграции биомассы лептоспир с последую-
щей экстракцией [11].

Количественное определение бел-
ка проводили по методу O.Warbyrg,  
W.Christian [12]. 

Качество полученных водораствори-
мых антигенов оценивали в реакции им-
мунодиффузии в агаровом геле по О. 
Ouchterlony [13].

Постановку и учет реакции микроаг-
глютинации производили в соответствии с 
общепринятой методикой [9].

В качестве матрицы при получении ди-
агностикума использовали полиакролеи-
новый латекс.

Удельную поверхность латекса оцени-
вали по методу A.A. Клячко-Гурвича [14]; 
объем и радиус пор – по методу Н.В. Кель-
цева [15].

Постановку реакции суспензионной аг-
глютинации и учет результатов проводи-
ли по общепринятой методике в модифи-
кации А.А. Зайцева и В.В. Бинатовой [16].

Результаты и обсуждение
Среди способов диагностики инфекци-

онных заболеваний особое место занима-
ют иммуносорбционные, в основе кото-
рых лежит принцип аффинности, базиру-
ющийся на специфическом связывании ан-
тигенов с комплементарными антителами. 
В качестве матрицы для сорбции биологи-
ческих лигандов могут быть использованы 
латексы различной химической природы.

Альтернативой РМА при индикации 
лептоспирозных антител в сыворотках 
крови людей и животных может служить 
реакция суспензионной агглютинации с ис-
пользованием препаратов на основе латек-
са с иммобилизованными на них антигена-
ми [17, 18].

В РСА используется следующий прин-
цип: антиген, сорбированный на частицах 
латекса взаимодействует со специфиче-
скими антителами, что приводит к агглю-
тинации, которая становится видимой, бла-
годаря присутствию латексных частиц [19].

К латексам, используемым в приготов-
лении диагностических препаратов, предъ-
являют высокие требования. У них долж-
но отсутствовать неспецифическое связы-
вание с клетками, они должны иметь удоб-
ные функциональные группы для фикса-
ции лигандов, быть монодисперсными и 
стабильными в физиологических раство-
рах. Этим требованиям вполне соответ-

ствует полиакролеиновый латекс, содер-
жащий на своей поверхности альдегидные 
группы, способные вступать в реакцию с 
первичными аминогруппами, образуя ос-
нование Шиффа [20]. Для такой матрицы 
отсутствует необходимости добавлять де-
тергенты, однородность суспензии обеспе-
чивается ее природой. Кроме того, поли-
акролеиновые системы характеризуются 
низким уровнем неспецифических взаимо-
действий с клеточными мембранами.

С целью конструирования диагности-
кума необходимо: получить высокоактив-
ный антиген; отработать режим иммоби-
лизации антигена на латексе; изучить ди-
агностическую ценность сконструирован-
ного препарата путем сравнения результа-
тов испытаний с данными, полученными в 
РМА.

В качестве антигена для детекции ан-
тител в иммунологических реакциях анти-
ген-антитело часто используются суспен-
зии убитых микробных клеток. Но для ря-
да микроорганизмов приготовить такие 
диагностикумы не представляется возмож-
ным. В частности, инактивированные клет-
ки лептоспир быстро подвергаются лизису 
и становятся непригодными к использова-
нию в практических лабораториях. В свя-
зи с этим, возникает необходимость выде-
ления из биомассы лептоспир антигенных 
комплексов, эффективных при сенсибилс-
зации полимерной матрицы.

Извлечение антигенов из микробных 
клеток может быть осуществлено с помо-
щью ряда физических и химических мето-
дов, таких как температурное воздействие, 
ультразвук, γ-облучение, баллистическая 
дезинтеграция, Х-пресс дезинтеграция; 
экстракция фенолом, этанолом, ацетоном, 
трихлоруксусной кислотой, формамидом, 
петролейным эфиром, солевыми раствора-
ми; кислотный и щелочной гидролиз и т.д..

Мы сочли целесообразным использо-
вать режим разрушения микробных кле-
ток с помощью Х-пресса и ультразвуко-
вой дезинтеграции в сочетании с экстрак-
цией детергентом. Выход водораствори-
мых белковых компонентов составил 12-
15 мг/мл.

Проведено изучение иммунохимиче-
ских характеристик в реакции иммуно-
диффузии. Для постановки РИД исполь-
зовали иммуноглобулины класса G, выде-G, выде-, выде-
ленные из кроличьей полигрупповой леп-
тоспирозной сыворотки, и моноантиген-
ные комплексы в убывающих концентра-
циях (1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:64) . Положи-
тельным считалось последнее разведение 
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в лунке, которое давало наиболее четкую 
линию преципитации. Антигены из раз-
личных серогрупп лептоспир проявляли 
специфическую активность в титрах 1:32-
1:64 (табл. 1). 

Для получения полигруппового анти-
гена использовали смесь из аликвот моно-
специфических антигенов из лептоспир се-
рогрупп Po�o�a, Icterohae�orragiae,  Gri�-, Icterohae�orragiae,  Gri�-Icterohae�orragiae,  Gri�-,  Gri�-Gri�-
�oty�hosa, �a�ico�a, He�do�adis, �arassovi с 

Таблица 1. Специфическая активность лептоспирозных антигенов в РИД 
№ 
п/п 

Серогруппа лептоспир Разведение антигена 
Повторности опыта 

1 2 3 
1 L. Pomona 1:64 1:64 1:64 
2 L. Icterohaemorragiae 1:64 1:32 1:64 
3 L.Grippotyphosa 1:32 1:64 1:64 
4 L.Canicola 1:64 1:64 1:64 
5 L.Hebdomadis 1:32 1:32 1:32 
6 L.Tarassovi 1:64 1:64 1:64 

 
концентрациями белка Сб = 1 мг/мл. 

Таким образом, нами получен родоспе-
цифический антиген с Сб=1 мг/мл, который 
был применен для иммобилизации матри-
цы в качестве лиганда.

Для конструирования суспензионного 
антигенного диагностикума нами был ис-
пользован полиакролеиновый латекс со 
следующими структурными характеристи-
ками: удельная поверхности 1 г латексной 
матрицы – 35 м2/г; суммарный объемом 
пор – 1,1 см3/г, суммарный радиус пор – 62,8 
нм. Матрица окрашена в розовый цвет. 

С целью получения диагностического 
препарата для обнаружения лептоспироз-
ных антител отработан режим иммобили-
зации полиакролеиновой матрицы родо-
специфическим антигеном лептоспир. 

Для получения диагностикума соеди-
няли аликвоты 2% полимерной матрицы и 
0,1 М фосфатно-солевого буферного рас-
твора рН 7,3-7,4 и добавляли 100-200 мкг 
белка лептоспирозного антигена, содержа-
щегося в 0,9% раствора хлорида натрия рН 
7,2-7,4. Смесь инкубировали при температу-
ре 4-6°C в термостате и постоянном пере-
мешивании без вспенивания на мешалке в 
течение 16-18 ч.

Суспензию осаждали центрифугирова-
нием и дважды отмывали в белковом ста-
билизаторе от избытка реагентов путем 
центрифугирования. Отмытый осадок су-
спензии диагностикума взвешивали в 1 мл 
защитной среды.

Для оптимизации условий иммобили-
зации антигена были исследованы такие 
параметры как концентрация белка леп-
тоспирозного антигена и влияние рН сре-
ды на иммобилизацию. Изучена кинетика 

процесса иммобилизации, произведена ко-
личественная оценка встраивания антиге-
нов в матрицу. 

Чувствительность диагностикумов 
определяли в РСА. В качестве антител ис-
пользовали смесь коммерческих агглюти-
нирующих кроличьих сывороток к 6 серо-
группам лептоспир, взятым в одинаковых 
количествах. Постановку РСА производи-
ли в микропланшетах.

Реакцию ставили, начиная с разведения 
1:200 и готовили последовательно двух-
кратное ее разведеие во всех лунках до 
1:102400, кроме последних двух, которые 
служили контролем оседания модифици-
рованной дисперсии в растворителе. В ка-
честве растворителя использована разво-
дящая жидкость, состоящая из 0,1 М фос-
фатно-солевого буфера, белкового стаби-
лизатора из белка куриного яйца и неион-
ного детергента твин-80. Данная рецептура 
растворителя обеспечивает максимальную 
чувствительность и демонстративность ре-
акции.

Далее в каждую лунку вносили по од-
ной капле суспензионного диагностикума 
с помощью пипетки Токачи или пастеров-
ской пипеткой с тонко оттянутым концом. 

Микропланшеты встряхивают до рав-
номерного распределения суспензии в лун-
ках и через 2 ч или 16-18 ч учитывают ре-
зультата реакции. В случае положитель-
ной реакции суспензия диагностикума рав-
номерно устилает дно лунки в виде «зон-
тика» (+). При отрицательном результате 
реакции и в контроле – суспензия диагно-
стикума выпадает на дно лунки в виде чи-
стой «пуговки» или узкого колечка с ров-
ным краем (-). 
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При этом антиген, сорбированный на 
частицах латекса взаимодействует со спец-
ифическими антителами, что приводит к 
агглютинации, которая становится види-
мой. РСА намного демонстративнее дру-
гих агглютинационных тестов за счет 
окрашивания носителя. 

Результаты подбора оптимальной сен-
сибилизирующей дозы антигена представ-
лены в таблице 2.

Анализ результатов реакции показал, 
что при сенсибилизирующей дозе антигена 
(концентрации белка в антигене) Сб=110-
120 мкг/мл положительный ответ наблю-
дался в разведении 1:1600, при Сб=130-160 
– в разведении 1:3200, при Сб=170 – в разве-
дении 1:12800 – четкий положительный от-
вет и сомнительный в разведении 1:25600. 
Диагностикум с нагрузкой лиганда по бел-
ку Сб=180 – 200 мкг/мл стабильно выяв-

    Таблица 2. Результаты подбора оптимальной сенсибилизирующей дозы 
антигена 

№ 
п/п 

Разведения 
полигрупповой 
лептоспирозной 
сыворотки 

Концентрация белка антигена, мкг/мл 
 

100 
 

110 
 

120 
 

130 
 

140 
 

150 
 

160 
 

170 
 

180 
 

190 
 

200 

1 1:200 + + + + + + + + + + + 
2 1:400 + + + + + + + + + + + 
3 1:800 + + + + + + + + + + + 
4 1:1600 + + + + + + + + + + + 
5 1:3200 - - - + + + + + + + + 
6 1:6400 - - - - - - - + + + + 
7 1:12800 - - - - - - - + + + + 
8 1:25600 - - - - - - - ± + + + 
9 1:51200 - - - - - - - - - - ± 

10 1:102400 - - - - - - - - - - - 
11 контроль  1 - - - - - - - - - - - 
12 контроль  2 - - - - - - - - - - - 

 
ляет антитела в разведении 1:25600. Таким 
образом, определена оптимальная концен-
трация антигена – 180 мкг/мл.

При определении влияния рН раствора 
антигена на иммобилизацию доводили рН 
реакционной смеси от 5 до 9 с помощью 0,1 
Н раствора едкого натра и 10% раствора 
соляной кислоты.

Установлено, что оптимальное значе-
ние рН реакционной смеси составило 7,0-
7,5. 

Таким образом, отработана оптими-
зированная схема получения антигенного 
лептоспирозного латексного диагностику-
ма, включающая стадии иммобилизации, 
центрифугирования, отмывки, стабилиза-
ции в белковом стабилизаторе и стандар-
тизации препарата. 

Были проведены лабораторные испы-
тания 3-х серий сконструированной поли-
групповой тест–системы для индикации 
противолептоспирозных антител в РСА и 
сравнение их результатов со стандартным 
тестом – РМА.

Разведенную исследуемую сыворотку 

и живую культуру из диагностического на-
бора штаммов лептоспир смешивали в рав-
ных объемах (по одной капле в лунках по-
листироловых планшетов). Контролями 
служили 0,9% раствора хлорида натрия и 
живык культуры лептоспир с концентра-
цией микробов в темном поле микроскопа 
при увеличении 400 не менее 80 м. кл. в по-
ле зрения.

После инкубации производили оконча-
тельный учет реакции в препаратах «раз-
давленная капля». Капли наносили на стек-
ло бактериологической петлей из большо-
го разведения к меньшему. Вследствие до-
бавления к разведенной сыворотке равно-
го объема живой культуры лептоспир раз-
ведение сыворотки удваивалось.

Чувствительность данного метода ха-
рактеризуется разведениями серогруппо-
специфических сывороток, которые пред-
ставлены в таблице 3. 

Лептоспиры в контроле оставались 
подвижными, не лизировались и не агглю-
тинировались, не имели зернистости. Аг-
глютинация проявлялась в склеивании 
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лептоспир и образовании «паучков», «бан-
тиков», «кос». Учет реакции производили 
в крестах. Положительной считали реак-
цию, оцененную в +++, ++++. В положи-
тельных случаях наблюдали обездвижива-
ние, лизис и агглютинацию лептоспир. Ти-

тром сыворотки считали наибольшее ее 
разведение.

Данные по сравнению чувствительно-
сти диагностикумов в РМА и РСА с при-
менением живых антигенов представлены 
в таблице 4.

Таблица 3. Чувствительность родоспецифических лептоспирозных 
антигенов в РМА 

№ 
п/п 

Наименование серогрупп Титры специфических антител 

1 L. Pomona 1:25600 ++++ 
2 L. Icterohaemorragiae 1:12800 +++ 
3 L.Grippotyphosa 1:25600 +++ 
4 L.Canicola 1:12800 ++++ 
5 L.Hebdomadis      1:6400 +++ 
6 L.Tarassovi 1:25600 ++++ 

 

Таблица 4. Чувствительность суспензионного лептоспирозного                             
антигенного диагностикума в РСА по сравнению с РМА 

Наименование 
серогруппы 

Титры специфических антител в 
РМА 

Титры специфических антител 
в РСА 

Повторности опыта № серии диагностикума 
1 2 3 1 2 3 

L.Pomona 1:12800 1:25600 1:25600 1:51200 1:51200 1:25600 
L.Icterohaemorragiae 1:12800 1:6400 1:12800 1:12800 1:25600 1:25600 
L.Grippotyphosa 1:25600 1:51200 1:25600 1:51200 1:25600 1:51200 
L.Canicola 1:25600 1:12800 1:12800 1:25600 1:12800 1:25600 
L.Hebdomadis 1:6400 1:6400 1:12800 1:25600 1:25600 1:12800 
L.Tarassovi 1:25600 1:25600 1:25600 1:51200 1:51200 1:51200 

 
Результаты исследования показали, что 

по чувствительности суспензионный леп-
тоспирозный диагностикум на базе поли-
акролеинового латекса превосходит чув-
ствительность метода с применением жи-
вых культур в среднем в 1,7 раза. Диагно-
стикум выявляет антитела против шести 
серогрупп лептоспир, т.е. является родо-
специфическим. 

Заключение
1. Получены высокоактивные антиген-

ные комплексы лептоспир. 
2. Оптимизированы условия сенсибили-

зации матрицы лигандом, определена сен-
сибилизирующая доза антигена и опти-
мальная рН реакционной смеси.

3. Усовершенствованы условия прове-
дения реакции латексной агглютинации 
путем варьирования компонентного соста-
ва разводящей жидкости.

4.  На основе латекса разработаны вы-
сокоактивные родоспецифические лепто-
спирозные антигенные диагностикумы. В 
результате лабораторных испытаний вы-
явлена высокая чувствительность полу-
ченного диагностикума и безопасность ра-
боты в сравнении со стандартным тестом. 

1. Ананьин В.В. Лептоспирозы людей и животных / 
В.В. Ананьин, И.Л. Коковин, Е.В. Карасева, Л.Н. 
Кац и др.// – М.: Медицина, 1971. – 352 с.

2. Бернасовская Е.П. Лептоспироз / Е.П. Бернасов-
ская, Б.Л. Угрюмов, А.Д. Вовк // – К.: Здоровье, 
1989. – 151 с.

3. Human leptospirosis: guidance for diagnosis, 
surveillance and control / WHO, 2003.

4. Таран А.В. Совершенствование методов лабора-

торной диагностики лептоспироза и детекции 
его возбудителя: дис. … канд. мед. наук (03.00.07 
– микробиология /А.В. Таран; рук. работы И.В. 
Жарникова. – Ставрополь: ФГУЗ СтавНИПЧИ, 
2008. – 150 с. 

5. Каршин С.П. Эпизоотическая ситуация по леп-
тоспирозу сельскохозяйственных животных в 
Ставропольском крае. Профилактика и методы 
борьбы / С.П. Каршин, В.В. Бинатова // Ветери-

Библиографический список:



41Ветеринарная патология. № 1. 2016

ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА

нарная служба Ставрополья. – 2008. – №4. – С. 
22-26.

6. Каршин С.П. Эпизоотология лептоспироза в Став-
ропольском крае / С.П. Каршин, В.В. Бинатова, 
М.Н. Веревкина // Ветеринария. – 2010. – №7 – С. 
31-33.

7. Каршин С.П. Ландшафтно-эпозоотологическое 
районирование Ставропольского края по лепто-
спирозу / С.П., Каршин, М.Н. Веревкина // Вете-
ринарная патология. – 2013. – №2 (44) – С.92-96.

8. Каршин С.П. Лептоспироз сельскохозяйственных 
животных в Ставропольском крае / С.П. Каршин, 
М.Н Веревкина // Вестник АПК Ставрополья. – 
2015 – №8 – С. 84-86.

9. Методические указания от 03.07.2002 N МУ 
3.1.1128-02. – 3.1. Профилактика инфекционных 
болезней. Эпидемиология, диагностика и про-
филактика заболеваний людей лептоспирозами 
– М., 2002. – 38 с. 

10. Малахов Ю.А. Лептоспироз животных / Ю.А. Ма-
лахов, А.Н. Панин, Г.Л. Соболева // – Ярославль: 
ДИА-пресс, 2001. – 584 с.

11. Бинатова В.В. Совершенствование методов ла-
бораторной диагностики лептоспироза: дисс. 
… канд.. биол. наук (03.00.07 – микробиология, 
14.00.30 - эпидемиология / В.В. Бинатова; рук. ра-
боты И.С. Тюменцева, В.И. Ефременко. – Став-
рополь: СтавНИПЧИ, 1999. – 175 с. 

12. Warburg O. Isolierung und Kristallisation des 
Garugsterments Enolase / O. Warburg, W Christian 
// Biochem. J. 1941. – Vol. 310. – P. 384-421.

13. Ouchterlony O. Antigen-antibody reactions in gel / 
O. Ouchterlony // Acta path, microbiol. med. 1949. – 

Vol. 26. – P. 507-515.
14. Клячко-Гурвич A.A. Методы определения удель-

ной поверхности / A.A. Клячко-Гурвич // Изд-во 
АН СССР. – 1964. – № 10. – С. 1885.

15. Кельцев Н.В. Основы адсорбционной техники / 
Н.В. Кельцев // – М: Химия, 1984. – 280 с.

16. Пат. 2198407 Российская Федерация, МПК7 G 01 
N 33/531, 33/569. Способ постановки реакции ла-
тексной агглютинации / Зайцев А.А., Бинатова 
В.В., заявитель и патентообладатель Ставроп. 
науч.- исслед. противоч. ин-т. – №2001104761/13. 
заявл. 20.02.01, опубл. 27.02.03, Бюл. №6. – 5 с.: ил.

17. Филь А.А. Безопасная диагностика лептоспироза 
/ А.А. Филь, В.В. Бинатова // VII международная 
экологическая студенческая конференция «Эко-
логия России и сопредельных территорий». Сбор-
ник научных трудов. – Новосибирск, НГУ. – 2002. 
– С. 204-207.

18. Бинатова В.В. Конструирование диагностиче-
ских препаратов для обнаружения лептоспироз-
ных антител в реакции латексной агглютинации / 
В.В. Бинатова, А.А. Филь // 2-я Всероссийская на-
учно-техническая конференция «Современные 
достижения биотехнологии». Сборник научных 
трудов. – Ставрополь, Сев-Кав ГТУ. – 2002. – С. 
139-140.

19. Лефковитс И. Иммунологические методы ис-
следований / под ред. И. Лефковитса, Б. Перниса; 
пер. с англ. – М.: Мир, 1988. – 530 с.

20. Гармонов И.В. Синтетический каучук / И.В. Гар-
монов, Е.Г. Эренбург, И.Я. Поддубный и др.; под 
ред. И.В. Гармонова. – Л.: Госхимиздат, 1983. – 559 
с.

1. Ananyin V.V. Leptospirosi lyudei i givotnikh [The 
leptospirosis of humans and animals] / V.V. Ananyin, 
I.L. Kokovin, E.V. Karasyova, L.N. Kaz i dr. // – M.: 
Medizina, 1971. – 352 p.

2. Bernasovskaya E.P. Leptospiros [Leptospirosis] / E.P. 
Bernasovskaya, B.L. Ugryumov, A. D. Wowk. // – К.: 
Zdorovye, 1989. – 151 p.

3. Vide supra. 
4. Taran A.V. Soverchenstvovanie metodov laboratornoi 

diagnostiki leptospirosa i detekcii ego vosbuditelya 
[Improvement of methods of laboratory diagnostics 
of leptospirosis and the detection of its pathogen]: 
diss. … kand. med. nauk (03.00.07 – microbiologiya 
/ A.V. Taran, ruk. rabotyi I.V. Garnikova. – Stavropol: 
FGUZ StavNIPCHI, 2008. – 150 p.

5. Karshin S.P. Epizooticheskaya situaziya po 
leptospirosu selskokhosyaistvennyich givotnikh v 
Stavropolskom kraye. Profilaktika i metodyi borby 
[Epizootic situation on leptospirosis in farm animals 
in the Stavropol region. Prevention and methods of 
struggle] / S.P. Karshin, V.V. Binatova // Veterinarnaya 
slujba Stavropolya. – 2008. – №4. – рр. 22-26. 

6. Karshin S.P. Epizootologiya leptospirosa v 
Stavropolskom kraye [Epizootiology of leptospirosis 
in the Stavropol region] / S.P. Karshin, V.V. Binatova, 
M.N. Verevkina // Veterinariya. – 2010. – №7 – рр. 
31-33. 

7. Karshin S.P. Landchaftno-epizooticheskoye 
raionirovanie Stavropolskogo kraya po leptospirosu 
[Landscape epizootologicheskie regionalization 
of the Stavropol territory on leptospirosis] / S.P. 
Karshin, M.N. Verevkina // Veterinarnaya patologia. 
– 2013. – №2 (44) – рр. 92-96.

8. Karshin S.P. Leptospiros selskokhosyaistvennyich 
givotnikh v Stavropolskom kraye [Leptospirosis of 
agricultural animals in the Stavropol region] / S.P. 
Karshin, M.N. Verevkina // Vestnik APK Stavropolya. 
– 2015 – №8 – рр. 84-86.

9. Metodicheskie ukazaniya ot 03.07.2002 N МU 
3.1.1128-02. - 3.1. Profilaktika infectionnyikh 

bolesnei. Epidemiologiya, diagnostika i profilaktika 
zabolevaniya lyudei leptospirosami [Prevention of 
infectious diseases. Epidemiology, diagnosis and 
prevention of human disease leptospirosis]. – M., – 
2002. – 38 p.

10. Malakhov Yu.A. Leptospiros givotnikh [Leptospirosis 
of animals] / Yu.A. Malakhov, A.N. Panin, G.L. 
Soboleva // – Yaroslavl: DIA-press, 2001. – 584 p.

11. Binatova V.V. Soverchenstvovanie metodov 
laboratornoi diagnostiki leptospirosa [Improvement 
of methods of laboratory diagnostics of leptospirosis]: 
diss. … kand. biol. nauk (03.00.07 – microbiologiya,, 
14.00.30 – epidemiologia / V.V. Binatova, ruk. rabotyi. 
I.S. Tyumenzeva, V.I. Efremenko – Stavropol: 
StavNIPCHI, 1999. – 175 p.

12.-13. Vide supra. 
14. Klyachko-Gurvich A.A. Metody opredelenia udelnoi 

poverkhnosti [Methods for determining specific 
surface area] / A.A. Klyachko-Gurvich // Izd-vo AN 
SSSR. – 1964. – № 10. – р. 1885.

15. Kelzev N.V. Osnovy adsorbzionnoi tekcniki [The 
basics of adsorption technique] / N.V. Kelzev. –М.: 
Chimiya, 1984. – р. 280. 

16. Pat. 2198407 Rossiyskaya Federaziya, МPК7 G 01 N 
33/531, 33/569. Sposob postanovki reakzii latexnoi 
agglutinazii [The way of the formulation of the latex 
agglutination reaction] / Zaicev A.A., Binatova V.V., 
zayavitel i patentoobladatel Stavrop. nauch-issled. 
protivoch. in-t. - №2001104761/13. zayavl. 20.02.01., 
opubl. 27.02.03. , Byul. №6. – 5 p.: il.

17. Fil A.A. Besopasnaya diagnostika leptospirosa [Safe 
diagnosis of leptospirosis] /A.A. Fil, V.V. Binatova 
// Materialy VII megdunarodnoi ecologicheskoi 
studencheskoi konferencii «Ecologia Rossii i 
sopredelnyck territorii». – Novosibirsk, NGU. – 2002. 
– pp. 204-207.

18. Binatova V.V. Konstruirovanie diagnosticheskick 
preparatov dlya obnarugeniya leptospirosnyck 
antitel v reakzii larexnoi agglutinazii [The design 
of diagnostic preparations for the detection of 

References:



42 Ветеринарная патология. № 1. 2016

ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА

Binatova V.V., Karshin S.P., Verevkina M.N.
SUSPENSION LEPTOSPIRA ANTIGENS DIAGNOSTICUM

Key Words: leptospirosis, antigen, antibody, agglutination, MA test, ID test, SA test, latex, polyacrole-
in,  matrix, diagnostic sensitivity

Abstract:  The aim of the study was to design an antigen latex diagnostic test to indicate Leptospira 
antibodies. The authors have obtained the highly active antigen; regime of immobilization of the antigen 
to the latex.  Conditions of slurry agglutination reaction was optimized and laboratory tests of the drug 
was conducted. For antigenic complexes used six strains of Leptospira serogroups. Antigens were 
isolated by the scheme comprising X-press and an ultrasonic disintegration with followed by extraction 
with a non-ionic detergent. In the result was obtained by protein antigens with high concentration (12-
15 mg / ml). The specific activity in the immunodiffusion reaction for different serogroups of Leptospira 
ranged from 1:32 to 1:64. The structural characteristics of polyacrolein matrix was shown. The specific 
surface area of the matrix was 35 m2 / g, pore volume was 1.1 cm3 / g, pore radius was 62.8 nm. 
Immobilization  latex particles by polyantigenic was performed. Optimal conditions for sensitization 
were chosen. Influence of ligand concentration and pH of the reaction mixture was studied in the test 
suspension agglutination. The source of the antibodies was a mixture of commercial agglutinating 
rabbit sera against Leptospira serogroups 6. Conditions for suspension agglutination test Improved 
using a dilution fluid, which provides maximum sensitivity reaction. Optimum reaction pH was 7.0-
7.5. Sensitizing antigen dose was 180 mg / ml. The results showed that the sensitivity of the suspension 
Leptospira Diagnosticum above standard method in 1.7 times. When using the drug does not require 
the use of live cultures of Leptospira. This suggests the possibility of using diagnostic kit in human and 
veterinary medicine as a screening test for leptospirosis.
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