Кадыр Бияшев, Жумагул Киркимбаева,
Биржан Бияшев, Светлана Ермагамбетова 
Динара Сарыбаева 
(Алматы, Казахстан) 

ИДЕНТИФИКАЦИЯ  ЭШЕРИХИИ, ВЫДЕЛЕННЫХ ПРИ ЖЕЛУДОЧНО-КИШЕЧНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ МОЛОДНЯКА ЖИВОТНЫХ
Изучение степени распространенности энтеротоксигенных штаммов эшерихий с различными факторами патогенности является актуальной проблемой. Поэтому в течение ряда лет мы изучали распространение на территории Казахстана различных энтеротоксигенных штаммов эшерихий – возбудителей  эшерихиоза животных и птиц [1, 2, 3].

В результате проведенных исследований по определению степени распространенности возбудителей энтероинфекций среди сельскохозяйственных и домашных птиц  в хозяйствах  в различных регионах Республики Казахстан нами выделено 170 культур эшерихии.

Выделенные культуры эшерихии обладали типичными культурально-биохимическими свойствами. На среде Эндо наблюдался рост в виде сочных круглых, гладких колоний красно-малинового цвета.
Ферментация с образованием кислоты и газа отмечалась на средах с глюкозой, лактозой, сахарозой, мальтозой, маннитом у всех 170 культур эшерихий, в том числе у культур, выделенных в ассоциации с сальмонеллами. Все культуры эшерихий были подвижными, образовывали индол и не разжижали желатин.
Нами были проведены исследования по выявлению способности культур эшерихий гемолизировать эритроциты у различных животных. 
В расплавленный и остуженный мясо-пептонный агар добавляли 5% дефибринированной крови (в три колбы раздельно добавляли эритроциты кролика, барана и лошади) и разливались в чашки Петри. Чашки с кровянным агаром помещали в термостат на сутки для определения стерильности взятой крови. Затем чашки делились на секторы и каждый сектор обазначался номером исследуемой культуры. Петлёй  делали посев кишечных палочек в намеченных секторах и чашки помещались в термостат на 18 часов. При образовании исследуемой культурой альфа-гемотоксина, в чашках с эритроцитами кролика отмечалась хорошо очерченная зона гемолиза, при образовании дельта-гемотоксина - узкая зона гемолиза вокруг колонии на чашках с эритроцитами лошади.

Для определения наличия бета-гемотоксина, на чашках Петри с эритроцитами барана,   чашки с выращенной культурой  помещали на сутки в холодильник. При продуцировании культурой бета- гемотоксина, после выдерживания в холодильнике, вокруг колоний наблюдается лизис.
При образовании исследуемыми культурами смешанного типа гемотоксина на чашках с эритроцитами различных животных, к основной зоне гемолиза добавлялась  дополнительная зона лизиса эритроцитов.
По нашим данным из 170 культур продуцировали гемотоксин 148 (88,1%), из них бета-гемотоксин - 115 (78,3%,) альфа-гемотоксин -16 (11,1%), дельта​гемотоксин – 4 (2,3%), смешанного типа гемотоксина ( бета- и альфа- гемотоксина) - 13 (9%).
Следует отметить, что из 148 культур эшерихий, продуцирующих гемотоксины были выделены от павших  животных  - 86 (58,2%), больных - 37 (25,4%). Все 56 культуры эшерихий выделенные в ассоциации с сальмонеллами продуцировали гемотоксины, в основном бета-гемотоксин (67,3%).

Так как мы в доступной литературе не нашли данных об адгезивных свойствах эшерихий, выделенных от больных и павших животных, решили изучить наличие адгезивных антигенов у 170 культур эшерихий.

 Адгезины у эшерихий выполняют роль пускового механизма в инфекционном процессе, обеспечивая микроорганизмам способность прикрепляться на эпителиальной поверхности кишечника и колонизировать его, а в дальнейшем воздействовать на организм энтеротоксинами. Колонизация кишечника патогенными эшерихиями является неотъемлемым этапом в патогенезе эшерихиоза. Поэтому при разработке более технологичных  методов серо- и вакцинопрофилактики энтероинфекции животных и птиц, необходимо учитывать этот фактор патогенности с целью разработки эффективных средств защиты их от заболевания.
Выявление адгезивных антигенов проводилось в соответствии с “Методическими указаниями по бактериологической диагностике колибактериоза (эшерихиоза) животных", утвержденными ГУВ МСХ СССР в 1991 году и «Временным наставлением по применению агглютинирующих сыворотк к адгезивным антигенам эшерихий К88, К99, 987Р, F41, и А20», утвержденным ГУВ Госагропрома СССР от 21.02. 89. 

Изучаемые культуры, выросшие на МПА и среде Минка исследовали в реакции агглютинации на стекле с  адгезивными сыворотками, в начале с комплексной сывороткой, а затем, при наличии положительной реакции - с моновалентными сыворотками.
Культуры выросшие на МПА изучались с сыворотками К88, 987Р и А20, а культуры выросшие на среде Минка - с сыворотками К99 и F41.

В результате исследований было установлено, что из 170 культур эшерихий - 68 (39,9%) дали положительную реакцию агглютинации с сывороткой К99; 18 (10,5%) - с сывороткой F41; 24 (14,1%) - с сывороткой К88; 2 (1,0%) -  с сывороткой 987Р;  2 (1,0%) -   с сывороткой А20, а  также в ассоциациях F41+K99 – 8 (4,7%), К99+К88 -  11 (6,8%). Выявлено адгезиннегативные культуры – 56 штаммов.

При типировании  114 адгезинпозитивных  культур эшерихий, используя О-типоспецифические агглютинирующие коли- сыворотки,  были отнесены   к следующим сероварам : 08 (1,5%), 09 (1,9%), 020 (8,4%),0101 (62,2%), 0138 (11,2%),  0141 (25,7%),  0142 (20,2%)  (0149 (1,9%). Установлено, что серовары 08, 09, 0141 имеют адгезивный антиген F41; 020, 0101 – К99; 0138 – А20; 0142 – К88; 0149 - 987Р.
Нами проведены исследования по определению связи между патоген​ностью и наличием адгезивных антигенов у выделенных из патматериалов и проб фекалий адгезинпозитивных штаммов эшерихий. Всего в опыте проверено 50 штаммов с наличием адгезивных антигенов К99, К88, F41, А20 и 987Р.
Вирулентные свойства культур эшерихий определяли путем постанов​ки биологической пробы на белых мышах, массой 14-16г.  Лабораторных животных заражали смывом суточной агаровой культуры эшерихий физиологическим раствором. Заражение проводилось внутрибрюшинно в дозе 109 КОЕ.
Из  мышей зараженных адгезинпозитивными культурами E.coli погибло в течение первых 3 суток  49,1-%, через 4-7 суток –16,2%,  осталось в живых через 7 суток после заражения -34,4%. Из внутренних органов всех погибших и оставшихся в живых от заражения мышей, обильно высевались заражающие культуры.
Результаты проведенных исследований показали, что между вирулен​тностью и обнаружением адгезивных антигенов существует определен​ная связь. При этом сочетание вирулентности культур и наличие адге​зивных антигенов у эшерихий, выделенных от животных, колеблется на уров​не 70,6%, т.е. из 114 культур эшерихий, у которых обнаружены адгезив​ные антигены,  были патогенными для белых мышей.

Нами  установлено, что наиболее патогенными для белых мы​шей являются серотипы 020 (К99),  0101 (К99), 0141 (F41), 0142 – К88 и серотипы 0101 и 0141, имеющие сочетания адгезинов K99+F41.
С целью подтверждения результатов экспериментальных исследований на лабораторных животных  о патогенности адгезинпозитивных штаммов эшерихии, проведены опыты по изучению патогенности адгезинпозитивных штаммов эшерихии на телятах, ягнятах,  поросятах, цыплятах.

Для заражения подопытных животных мы использовали  адгезинпозитивные штаммы  эшерихии, выделенные от телят E.coli 143 (0101-К99), от ягнят E.coli 152 (0141-F41), от поросят  E.coli 162 (0142-К88),  от цыплят E.coli 183 (0101-К99.  В качестве контроля нами взят эталонный штамм E.coli 81, взятый из ВГНКИ ( Москва).
Телят, ягнят и поросят, месячного возраста,  заражали внутрибрюшинно суточной агаровой культурой в дозах -109, 2x109 , 5x109 ,  и 1010 КОЕ, цыплят заражали в дозах – 108,109 , 2х 109 , 3х 109, 5х109  КОЕ. Результаты опыта приведены в таблице 1. Подопытные  животные в основном погибали на 8-12 сутки после заражения с явными признаками эшерихиоза. Проводились бактериологическое исследование патматериалов от павших подопытных животных . Постоянно выделялись заражающие культуры.

Таким образом, установлено, что 114 культуры, выделенных от животных и птиц по морфологическим , тинкториальным, культуральным, антигенным свойствам соответствовали роду Эшерихии, продуцировали гемотоксины, обладали адгезивными антигенами и были высоковирулентными. 

В исследованных культурах E.coli, адгезины выявлялись как в отдельности, так и в сочетаниях. Установлено, что между вирулен​тностью эшерихий и способностью продуцировать адгезивные антигены существует определенная корреляционная связь. Сочетание вирулентно​сти и наличие адгезинов выявлена у 70,6% исследованных культур E.coli. Приведенные данные показывают, что E.coli выделенные от больных и павших животных и птиц  с признаками диареи, продуцируют фимбриальные адгезины, что сви​детельствует об огромной роли их в патогенезе болезни. Поэтому при разработке более совершенных методов профилактики энтероинфекции  жи​вотных, необходимо учитывать этот фактор патогенности, что позволит разработать эффективные средства профилактики.
Наши исследования показали, что исследуемые штаммы сохранили типичные морфологические, тинкториальные,  культуральные , биохимические, антигенные и патогенные свойства, характерные для соответствующих сероваров эшерихии. Изученние адгезинпозитивные штаммы  эшерихии E.coli 143, E.coli 152, E.coli 162 и E.coli 183,   выделенные от телят,  ягнят, поросят, цыплят были отобраны, в качестве производственных штаммов, с целью применения их при  разработке  и конструирования инактивированных и живых (используя метод аттенуации) вакцин  против энтероинфекции сельскохозяйственных животных и птиц.

Таблица 33. Патогенность адгезинпозитивных штаммов эшерихии на телятах, ягнятах,  поросятах, цыплятах.
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