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Отримання, очистка, ідентифікація стафілококового ентеротоксину серотипу D. — В. І. Петросова, 
К. О. Петросов. — Запропоновано метод очистки стафілококового ентеротоксину серотипу D з використанням 
сефадексів Г-100, Г-75, Г-200, який складається з чотирьох етапів Сефадекси використовували відповідно до кож-
ного етапу очистки. Контроль ступеня видалення супутніх білків відбувався за допомогою імунно хімічних методів 
Оудена і Оухтерлоні. В якості референс токсинів були використані комерційні препарати фірми "Serva". Молекуля-
рна вага отриманого препарату ентеротосину дорівнювала 28700 атомних одиниць маси. Мінімальна блювотна 
доза ентеротоксину становила 6 мкг/кг. 
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The obtaining, purification and identification of staphylococcus enterotoxin of D-serium type. — V. Petrosova., 
K. Petrosov. — Tse method of purification the staphylococcus enterotoxin of D serium type with the use of KMC rephadexins 
G-100, G-75 and G-200 has been suggested.The degree of the removal of accompanying proteins has been tested by immu-
nochemical metods of Oudin and Ouchterlony. As reference – toxins the commercsal preparations of "Serva" firm have been 
used. The molecular weght pf the obtained enterotoxin preparaions tolals 28700 atomic mass unit, the minimal djse pf 
vomitpng is eguil to 6 mcg/kg. 
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Вступ  
Серед харчових отруєнь, які уражають в першу 
чергу шлунково кишковий тракт, стафілококові 
токсикоінфекції займають провідне місце через 
здатність до секреції ентеротропних білкових ток-
синів. Відомо декілька типів ентеротоксинів: А, В, 
С, D, Е, які розрізняються як за своїми фізико-
хімічними так і імунологічними властивостями [3]. 
За останні роки вчені різних країн вивчали шляхи 
отримання і очистки стафілококових ентеротокси-
нів і, на перших етапах розвитку методів очистки 
ентеротоксинів, зусилля були спрямовані на отри-
мання їх у значних кількостях з метою визначення 
біологічних характеристик [1, 2, 5, 6, 8]. З часом 
Bergdoll з співавторами [10], повідомили про мож-
ливість отримання більш очищених препаратів ен-
теротоксинів при використанні іонообмінних 
смол, електрофорезу, тощо. Стафілококові ентеро-
токсини типу А і В вивчені більш докладніше, ніж 
серотипи С, D, Е [8]. Однак, запропоновані схеми 
очистки стафілококових ентеротоксинів усіх серо-
типів дають низький вихід активного матеріалу, 
характеризуються багатоступеневими та трудоміс-
ткими процедурами, тривалим часом очистки, що 
ускладнює вилучення домішків. Крім того, на під-
ставі хімічних і біологічних властивостей окремих 
серотипів ентеротоксинів розроблені методи очис-
тки відносно кожного ентеротоксину окремо, які 

потребують наявності майже унікального облад-
нання і матеріалів [10, 11]. Тому метою нашої робо-
ти було розробка уніфікованого методу очистки ста-
філококового ентеротоксину з використанням досту-
пних матеріалів і скороченням терміну очистки.  
Матеріали і методи  

В якості продуценту стафілококових ентеротокси-
нів використали еталонні штами, які отримані із 
лабораторії проф. Bergdoll. Для накопичення ста-
філококових ентеротоксинів використовували бу-
льйон Хоттінгера – 180–240 мг/% амінного азоту – 
з додаванням 1% NaCI, 0,001% нікотинової кисло-
ти і тіаміна – 0,0005% [1, 8, 14]. Дванадцятигодин-
ну бульйонну культуру еталонних штамів стафіло-
коків вносили у целофанові мішечки і інкубували 
протягом 18–24 годин при 370С і постійному 
струшуванні. Отримані бактеріальні популяції ви-
лучали з целофанових мішечків l0 мл 0,01 М фос-
фатного буферу, центрифугували при 5,00С протя-
гом 20 хв. і 6 тис.об./хв. Надосадову рідину, що 
вміщувала ентеротоксин, діалізували проти карбо-
ваксу і водопровідної води протягом доби. Діалі-
зований сконцентрований неочищений препарат 
зрівноважували Н3РО4 до певних значень рН в за-
лежності від типу ентеротоксину і усували нероз-
чинені солі за допомогою центрифугування 
(6 тис./об.–30 хв.). Супернатант фільтрували через 
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мембранні фільтри РМ-10 фірми "Duaflo" з метою 
згущення і усування низькомолекулярних компо-
нентів. Концентрацію отриманих препаратів енте-
ротоксину визначали методом преципітації по 
Oudin [7, 9, 14, 15]. За допомогою попередньо ви-
готовлених референс-кривих вимірювали кількість 
ентеротоксину за довжиною преципітаційного тя-
жу. Для очистки ентеротоксинів використовували 
карбоксиметилцелюлозу (КМЦ), і сефадекси Г-75, 
Г-100, Г-150. КМЦ – на 1 і 2-ому етапах очистки, 
сефадекс – на третьому етапі, елюати обробляли 
0,05 М розчином натрій-фосфатного буфера при 
відповідних значеннях рН. Для визначення ступе-
ню чистоти препарату після кожного етапу вико-
ристовували метод поліакриламидного дискового 
електрофорезу. Імунні сироватки, які використову-
вали для визначення ступеня очистки СЕ (стафіло-
кокові ентеротоксини), були отримані шляхом іму-
нізації кролів препаратами ентеротоксинів, за роз-
робленими попередньо схемами [1]. Кількість і роз-
ташування лінії преципітації у поліакриламідному 
дисковому електрофорезі були орієнтиром для по-
дальшого очищення препаратів стафілококових ен-
теротоксинів.  
Результати і обговорення  

Очистка стафілококового ентеротоксину D у на-
шому варіанті складалася з 4 етапів (табл. 1). На 
першому етапі виділення і очистки стафілококово-
го ентеротоксину D, водну суспензію в об’ємі 
500 мл і рН 5,7 заливали у колонку з карбоксиме-
тілцелюлозою зрівноваженою 0,01 М розчином 
фосфату натрію до рН 8,5. Вміст колонки проми-
вали буфером до оптичної щільності 0 при 
280 ммк, після чого ентеротоксин елюювали 0,2 М 
Na2HPO4. Проби елюата, що вміщували ентероток-
син діалізували протягом 4 годин при 5,00 С у дис-
тильованій воді і ліофілізували. Ліофілізація допо-
магала не тільки підвищити концентрацію ентеро-
токсину в певному об’ємі рідини, але й конче необ-
хідна була для збереження активності препарату 
при подальшій роботі з супернатантом. Порівняль-
ний аналіз кількісного вмісту отриманого ентерото-
ксину методом простої гельдифузії з вмістом його 
після концентрації карбоваксом показав 80,0 % ви-
ходу ентеротоксину. Метод подвійної гельдифузії 
довів наявність 4-ох антигенних компонентів.  

На подальшому етапі очистки, ліофілізований 
препарат ентеротоксину розчиняли приблизно у 
50 мл дистильованої води, діалізували при 5,00С 
протягом 8 годин і знову пропускали через колон-
ку з карбоксиметилцелюлозою. Отриманий елюат 
фракції великого піку ліофілізували і використо-
вували для остаточної очистки. Чистота препарату 
складала приблизно 70,0%, а вихід ентеротоксину 
дорівнював 60,0–65,0% [2].  

На третьому етапі ліофілізований матеріал роз-
чиняли 0,05 М розчином фосфату натрію і пропус-
кали через сефадекс Г-100, ентеротоксин з сефаде-
ксу видаляли тим же буфером. Фракції ліофілізу-
вали, а подвійна гельдифузія виявила наявність 

лише двох ліній преципітації. І на останньому ета-
пі ліофілізований матеріал розчиняли у дистильо-
ваній воді і пропускали через колонку з сефадек-
сом Г-150, врівноважений 0,005 М розчином фос-
фату буфера при рН–6,80. Вихід ентеротоксину 
склав 38,0% відносно похідної, ступінь очистки – 
95,0%. Результати гельдифузії виявили наявність 
слідів одного антигену. Методом дискового елект-
рофорезу у поліакриламідному гелі виявлено лише 
незначну кількість домішок.  

 
Таблиця 1. Етапи очистки ентеротоксину D 

Table 1. The stades purification of enterotoxin D  
№ Етапи очистки Кількість  

антигенів  
Дисковий  

електрофорез
1 надосадкова рідина 6 8 
2 елюат після першого І 4 6 
3 елюат після другого ІІ 3 5 
4 елюат після ІІІ 2 2 
5 елюат після IV 1+сліди 1 

 
При очистці ентеротоксину серотипу D завжди хара-
ктерно присутність білків з великою молекулярною 
масою і ці білкові залишки майже повністю зникали 
після гельфільтрації на сефакрилі "S-200" [11]. 

В таблиці 2 представлена характеристика ста-
філококового ентеротоксину D на різних етапах 
очистки. Аналіз результатів, викладених у таблиці 
вказує, що кінцевий вихід ентеротоксину склав 
34,5% (мг/мл).  

 
Таблиця 2. Характеристика СЕD на різних етапах очистки 

Table 2. The characteristics of enterotoxin D purification stades 
Етапи 
очистки 

Об’єм, 
мл 

Титр 
в реакції 

гельдифузії 

Кількість 
антигенів
і рівень 
очистки 

Вихід, 
% 

Культуральна 
рідина 

500 1:12 4 80,0 

I 50 1:128 3 65,0 
II 50 1:64 2 45,0 
III 50 1:32 1 39,2 
IV 50 1:16 1 34,5 

 
Проведені досліди дозволили встановити, що мо-
лекулярна маса стафілококового ентеротоксину D 
дорівнювала 28,700 atomic mass unit. Для визна-
чення молекулярної маси СЕD використовували 
гель-електрофорез [4, 7, 10], ідентифікацію отри-
маного ентеротоксину D проводили за допомогою 
референс-токсину фірми "Serva". Проведені дослі-
дження дозволили остаточно підтвердити імуноло-
гічну ідентичність отриманого СЕD з контролем за 
рахунок злиття смуг преципітації антитоксичної 
сироватки з отриманим нами препаратом ентеро-
токсину D. Позитивна реакція гельпреципітації 
спостерігалася лише за умов взаємодії антитокси-
ну з специфічними антигенами (СЕD). Випробу-
вання дії отриманого ентеротоксину D на кошеня-
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тах з’ясувало мінімальну отруйну дозу – 6,0 мкг/кг 
маси тіла [9, 12, 13]. 
Висновки  

Розроблена основна схема очистки ентеротоксину D, 
яка складається з 4-х етапів, не потребує вартісного 

обладнання і характеризується легким відтворенням 
на базі баклабораторій. Запропонована схема очистки  
СЕD, на відміну від попередніх, які складалися з 7–9 
етапів, вміщує 4 етапи і надає можливість отримувати 
високо очищені препарати ентеротоксину. Молекуля-
рна маса отриманого нами СЕD складала 28,700 
atomic mass unit. 

____________________ 
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