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Культивирование мышечных личинок трихинелл, очищенных центрифугированием в 20 . . . 
50%-ном градиенте плотности сахарозы, в безбелковых питательных средах в дозе 3.5—4.0-103 

лич./мл в присутствии инсулина позволило получить растворимый антиген трихинелл. Электро-
форезом в полиакриламидном геле показано, что растворимый (секреторно-экскреторный) антиген 
имеет три белковые фракции, тогда как в соматическом трихинеллезном антигене выявлялось 
18 фракций. Показано, что растворимый (секреторно-экскреторный) антиген может быть ис-
пользован для иммобилизации на поверхности эритроцитов, что открывает возможности повышения 
чувствительности и специфичности серологических методов диагностики трихинеллеза. 

Д л я серологической специфической диагностики трихинеллеза могут быть 
использованы соматические и метаболические (экскреторно-секреторные, 
ЕС-антигены), получаемые при культивировании трихинелл в искусственных 
питательных средах. Возможность длительного культивирования (поддержа-
ния) мышечных личинок трихинелл для получения ЕС-антигена была пока-
зана многими исследователями (Бессонов, 1975; Полетаева и др., 1986; 
Gamble, G r a h a m , 1984). 

Анализ опубликованных работ выявил целый ряд ограничений, возни-
кающих при культивировании трихинелл и получении ЕС-антигена: вы-
сокая концентрация трихинелл в среде культивирования, быстро насту-
пающий процесс их гибели и возможность загрязнения среды культиви-
рования продуктами их распада , наличие балластных белков в средах, низ-
кий выход ЕС-антигена, стандартизированного по количеству белка и необхо-
димость его последующей концентрации. 

В настоящем сообщении приводятся данные по выживаемости мышеч-
ных личинок трихинелл при культивировании в различных безбелковых 
питательных средах, динамике накопления ЕС-антигена трихинелл и возмож-
ности его использования для получения эритроцитарного иммуносорбента. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Штамм трихинелл. Во всех опытах использовали мышечных личинок штамма 
Trichinella spiralis, полученного из В И Г И С ВАСХНИЛ СССР, который под-

держивался в лабораторных условиях пассированием на неимбредных бе-
лых крысах. 

Очистка и концентрация мышечных личинок трихинелл. Мышечных личинок 
получали методом переваривания мышечной ткани белых крыс на 45—60-й дни 
инвазии. Очистку трихинелл от пептолизата проводили отмыванием 0.15 М 
раствором натрия хлорида до отрицательной реакции надосадочной жидкости 
с 10%-ной трихлоруксусной кислотой'. Дальнейшую чистку, выделение жизне-
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способной фракции и концентрацию мышечных личинок трихинелл прово-
дили изопикническим центрифугированием в 20 . . . 50%-ном градиенте 
плотности сахарозы, как описано ранее (Васерин, Костецкий, 1989а, 19896). 
Отмытых после центрифугирования личинок помещали в 0.15 М раствор натрия 
хлорида в концентрации 106 лич. /мл. 

Культивирование мышечных личинок трихинелл. Культивирование трихи-
нелл осуществляли в питательных средах в присутствии инсулина, как это 
описано нами ранее (Васерин, Костецкий, 1989а, 19896). В качестве сред под-
держания использовали растворы Хенкса и Эрла, среду 199, среду Игла, 
0.5%-ный раствор гидролизата лактальбумина с антибиотиками (100 мкг/мл 
канамицина, 100 мкг/мл леворина) . Выживаемость мышечных личинок три-
хинелл определяли микроскопированием осадка. Жизнеспособными считали 
спиралевидных и подвижных личинок, к нежизнеспособным относили серпо-
видных и неподвижных. Концентрацию белка в культуральной жидкости, сво-
бодной от мышечных личинок трихинелл, определяли методом Лоури (Кэбот, 
Мейер, 1968), ошибка метода ± 1 5 мкг/мл. 

Электрофорез в полиакриламидном геле (Г1ААГ). Электрофорез в ПААГ 
проводили в вертикальных пластинах 10%-ного геля. Окраску белков осу-
ществляли раствором кумасси синего (Такач, 1981). 

Реакция непрямой гемагглютинации (РНГА) . Сенсибилизацию формалини-
зированных и танизированных эритроцитов барана осуществляли по ранее 
описанной методике (Костецкий, Васерин, 1988). При постановке РНГА в 
качестве стабилизирующего раствора использовали 0.33%-ный раствор бычь-
его сывороточного альбумина (Белорусского НИИЭМ) на 0.15 М солевом 
фосфатном буфере рН 7.2—7.4. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Проведенные исследования показали, что мышечные личинки трихинелл 
сохраняют высокую жизнеспособность в течение первых 48 ч культивирования 
во всех питательных средах в присутствии инсулина и при всех испытанных 
дозах культивирования (табл. 1). 

Через 60 ч культивирования высокая жизнеспособность мышечных личинок 
трихинелл отмечалась только в растворах Хенкса и Эрла при внесении 103 и 

Т а б л и ц а 1 
Длительность выживания мышечных личинок трихинелл в искусственных питательных средах 

Duration of survival of Trichinella muscular larvae in artificial nutrient media 

Концентрация 
личинок 

(лич. /мл) 

Время 
культивирования 

(часы) 

Процент нежизнеспособных особей е i средах культивирования 
Концентрация 

личинок 
(лич. /мл) 

Время 
культивирования 

(часы) Хенкса Эрла 199 И г л а 
Г и д р о л и з а т 

л а к т а л ь -
бумина 

24 0 . 9 + 0 . 5 0 . 9 + 0 . 5 0 .6+0 .4 0 .6+0 .4 0 .6+0 .4 
48 1+0.6 0 . 9 + 0 . 5 0 .6+0 .4 0 .6+0 .4 0 .6+0 .4 
60 1 + 0 . 7 1+0 .7 1.6+0.7 2 .4+0 .9 2 . 9 + 0 . 5 
72 2 .8+0 .9 2 .4+0 .8 2 .7+1.1 3.1 + 1 3 + 1 
96 4.1 + 1.1 5 .2+1 .2 5 .3+1 .2 4 .3+1 .1 4 .8+1 .2 
24 0 . 6 + 0 . 3 0 . 6 + 0 . 3 1+0 .4 0 . 9 + 0 . 5 1.2+0.6 
48 0 . 7 + 0 . 3 0 . 7 + 0 . 3 1.1+0.4 0 . 9 + 0 . 5 1 .5+0.7 
60 0 . 7 + 0 . 3 0 . 7 + 0 . 3 2 .6+0 .5 2 + 0 . 6 2.1+0.8 
72 2.8+0.6 2 .4+0 .6 2.8+0.6 3 + 0 . 7 3 + 1 
96 5 .7+0 .8 5 + 0 . 8 5 .5+0 .9 4 .4+1 .1 4 .8+1 .2 
24 1 .5+0.7 1.2+0.6 1.2+0.6 1.2+0.5 0 . 9 + 0 . 5 
48 1.5+0.7 1 .2+0.5 1 .5+0.5 1 .5+0.5 1 .4+0.6 
60 1.8+0.7 1 .5+0.7 1.6+0.6 1.6+0.6 1.5+0.6 
72 3 . 5 + 1 3 .1+0 .9 3 . 9 + 1 3 .0+0 .9 3 . 5 + 1 
96 5 + 1 5.1 + 1.2 5 .4+1 .2 4 .3+1 .1 5 .2+1 .2 

63 

103 

3.5—4ХЮ3 

5Х103 



3.5—4.0ХЮ3 лич. /мл, процент гибели личинок составлял 0.7—1. В синтетиче-
ских питательных средах (среда 199, среда Игла) и гидролизате лактальбумина 
в этот период отмечалась потеря жизнеспособности у 1.6—2.9 % личинок. При 
внесении в среды культивирования более высокой дозы трихинелл (5 .0X10 3 

лич./мл) была выявлена относительно высокая гибель мышечных личинок три-
хинелл во всех средах. Через 72—96 ч культивирования процент погибших личи-
нок увеличивался до 3.0—5.4 во всех испытанных культуральных средах при 
внесении всех доз трихинелл. 

Таким образом, оптимальные условия для сохранения жизнеспособных 
мышечных личинок трихинелл создаются в солевых растворах (растворы Хенкса 
и Эрла) при дозе до 4 . 0 Х Ю 3 лич. /мл и 60-часовом периоде культивирования. 

При изучении динамики накопления ЕС-антигена в процессе культивирова-
ния мышечных личинок трихинелл в искусственных питательных средах была 
отмечена тенденция к увеличению выхода белка при удлинении срока культиви-
рования (табл. 2). Из результатов проведенных опытов следует, что оптималь-
ное соотношение между числом жизнеспособных трихинелл и количеством белка 
в среде культивирования отмечается при культивировании в течение 48—60 ч. 
В этот период количество погибших личинок сравнительно низко и вероятность 
загрязнения среды культивирования белковыми продуктами их распада мини-
мальна. Оптимальная продукция ЕС-антигена отмечается при культивировании 
мышечных личинок трихинелл в солевых растворах Хенкса и Эрла, которые 
по составу питательных веществ могут быть отнесены к «голодным» средам. 
Дальнейшее культивирование одновременно с нарастанием содержания ЕС-ан-
тигена в культуральной жидкости приводит и к увеличению мертвых личинок. 
Так, уже через 72 ч культивирования количество погибших личинок настолько 
велико (2.4—4.1 % ) , что нельзя исключить возможность загрязнения среды 
культивирования денатурированными белками распадающихся личинок три-
хинелл. 

Культуральная жидкость, содержащая ЕС-антиген, полученная через 48— 
60 ч культивирования, использовалась для- изучения электрофоретической 
подвижности белков и способности адсорбироваться на поверхности формали-
низированных и танизированных эритроцитов барана. 

Т а б л и ц а 2 

Динамика накопления белка ЕС-антигена в искусственных питательных средах 
при культивировании мышечных личинок трихинелл 

Protein accumulat ion dinamics in artificial nutr ient media dur ing the cultivation 
of Trichinella muscu la r la rvae 

Концентрация Время 
Число 

К о н ц е н т р а ц и я белка в средах культивирования 
Концентрация Время 

Число Концентрация культиви- Число 
личинок 

культиви-
наблю- Г и д р о л и з а т 

(лич . /мл) рования 
(часы) дений Хенкса Эрла 199 Игла л а к т а л ь -

бумина 

103 24 10 57 ± 6 5 9 + 6 5 0 + 4 5 2 + 1 0 4 0 + 6 
48 14 1 0 5 + 3 1 0 5 + 3 8 7 + 5 6 5 + 6 8 3 + 6 
60 15 107-1-2 1 0 6 + 2 8 8 + 2 8 8 + 6 9 8 + 2 
72 15 105-4-1 1 0 9 + 1 9 7 + 8 8 7 + 6 9 5 + 6 
96 10 118-1-8 1 1 9 + 1 182+11 1 7 5 + 1 0 1 2 7 + 8 

3 . 5 - 4 Х Ю 3 24 15 91-4-3 9 7 + 2 4 5 + 5 4 7 + 2 4 0 + 6 
48 12 157-4-8 1 5 2 + 8 8 0 + 6 9 0 + 7 8 2 + 6 
60 12 1 5 5 + 6 1 5 7 + 8 8 0 + 6 1 1 0 + 4 1 0 0 + 7 
72 12 1 5 5 + 5 1 7 5 + 3 8 2 + 2 1 1 2 + 2 1 1 2 + 2 
96 10 1674-6 1 8 5 + 6 1 6 5 + 1 5 1 3 5 + 3 1 3 5 + 3 

5X10 3 24 20 9 0 + 4 8 7 + 5 4 7 + 2 4 5 + 3 4 5 + 3 
48 15 1 3 7 + 7 1 1 5 + 5 8 2 + 6 9 2 + 2 7 5 + 3 
60 12 1 4 2 + 1 1 1 4 2 + 8 1 1 0 + 4 1 1 7 + 5 1 0 0 + 4 
72 15 1 4 7 + 5 1 6 2 + 2 1 1 0 + 4 1 1 7 + 5 1 1 2 + 2 
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При сравнительном изучении электрофоретической подвижности белков 
ЕС-антигена и коммерческого соматического антигена (Белорусского Н И И Э М ) , 
стандартизированных по количественному содержанию белка (400 мкг /мл) , 
были отмечены существенные различия в качественном содержании их. В ЕС-ан-
тигене были обнаружены 3 электрофоретически различающиеся фракции, одна 
из которых представлена минорным компонентом. В соматическом коммерче-
ском антигене было выявлено 18 белковых компонентов. Следует отметить, что 
все электрофоретически различающиеся белки ЕС-антигена были выявлены и 
в соматическом антигене, что свидетельствует об их общей природе. В то же 
время меньшее содержание белковых фракций в ЕС-антигене могло указывать 
на его большую антигенную специфичность. 

При изучении адсорбционной активности ЕС-антигена была определена 
его способность сенсибилизировать 1.25%-ную суспензию формалинизирован-
ных и танизированных эритроцитов барана. Степень сенсибилизации эритро-
цитов определялась в РИГА при использовании в качестве антител сыворотки 
крови больного трихинеллезом (см. рисунок). Было показано, что ЕС-антиген 
эффективно сенсибилизирует эритроциты барана в дозе 75—125 мкг/мл. Эти 
данные свидетельствуют о том, что любая из доз, л е ж а щ а я в указанном диа-
пазоне, может быть использована для приготовления эритроцитарного диа-
гностикума, однако применение пограничных доз (75 и 125 мкг/мл) вряд ли 
целесообразно, так как незначительные ошибки в определении концентрации 
белка в культуральной жидкости могут привести или к снижению чувствитель-
ности метода (доза менее 75 мкг /мл) , или к спонтанной агглютинации эритро-
цитов (доза более 125 мкг /мл) . Таким образом, оптимальной для приготовле-
ния эритроцитарного трихинеллезного диагностикума является доза 100 мкг/мл 
ЕС-антигена. Об эффективности этой дозы свидетельствует также накопленный 
нами опыт приготовления эритроцитарного диагностикума для РНГА. 

В результате проведенных исследований показано, что методы культиви-
рования (поддержания) мышечных личинок трихинелл в искусственных пита-
тельных средах могут быть использованы для получения трихинеллезного 
ЕС-антигена. Этот антиген трихинелл содержит меньшее количество белковых 
фракций по сравнению с соматическим антигеном, что согласуется с ранее 
опубликованными данными о большей специфичности метаболических (ЕС) 
антигенов (Бессонов, 1975). В последнее время получены сведения, что строго 
специфичные для трихинелл антигенные детерминанты присутствуют в экскре-
торно-секреторных антигенах, полученных при культивировании личинок три-
хинелл in vitro (Gamble, Graham, 1984). Использование предлагаемых раство-
ров для культивирования (поддержания) трихинелл, которые по своему составу 
могут быть отнесены к «голодным» питательным средам, применение инсулина 
и, наконец, значительное снижение дозы вносимых в среду культивирования 

Зависимость эффективности РНГА от сенсибили-
зирующей дозы антигена. 

Dependence of the reaction efficiency of indirect 
haemoagglut inat ion on the sensit izing dosage of 

antigen. 

По оси абсцисс — с е н с и б и л и з и р у ю щ а я доза антигена , 
в мкг /мл; по оси ординат — log 2 обратного титра 
антител. 1 — Р Н Г А ; 2 — зона спонтанной агглюти-

нации. 
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трихинелл по сравнению с ранее предлагавшимися (Ермолин, 1967) позволяют 
получать ЕС-антиген трихинелл в больших количествах, а возможность его 
эффективного использования для приготовления твердофазных иммуносорбен-
тов позволит повысить чувствительность и специфичность серологических мето-
дов диагностики трихинеллеза. 
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S U M M A R Y 

Cultivation of Trichinella muscular larvae, purified by centr ifugation in 20 . . . 50 % saccharose 
density gradient, in protein — free nutrient media at a dosage of 3.5—4-103 l a r . /ml in the presence 
of insulin has made it possible to obtain a soluble antigen of Trichinella. It has been shown by means 
of electrophoresis in polyacrilamid gel that the soluble (secretory-excretory) antigen has three 
protein fractions while the somatic trichinnellous antigen has 18 fractions. It has been shown that 
the soluble (secretory-excretory) antigen can be used for immobilization of erythrocytes on the 
surface that enables the sensitivity and specificity of serological methods for diagnosis of trichinel-
losis to be increased. 


