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Найпоширенішим інфекцій-
ним шлунково-кишковим за-
хворюванням людей і молодня-
ка сільськогосподарських тва-
рин, яке спричинюють патогенні
Escherichia coli, є колібактеріоз
(синоніми: ешерихіоз, колібаци-
льоз, колідіарея, коліентерит,
«білий пронос», токсична дис-
пепсія), що характеризується
виснажливою діареєю, швид-
ким зневодненням організму і
явищами токсикозу [1–3].

Розроблені нині методи діа-
гностики колібактеріозу базу-
ються, переважно, на типізації
кишкової палички в серологіч-
них реакціях. Проте, за дани-
ми світової літератури, один із
головних критеріїв оцінки пато-
генності збудника — наявність
у нього генів, що зумовлюють
утворення ентеротоксинів: тер-
мостабільного (ST) і термола-
більного (LT), з експресією яких
і пов’язаний розвиток діарей-
ного синдрому при цьому за-
хворюванні [4].

Cьогодні на ринку України й
інших європейських країн від-
сутні сучасні високоефективні
діагностикуми, що дозволяють
проводити експрес-ідентифіка-
цію ентеротоксигенних E. coli
за їх основними чинниками па-
тогенності.

Саме тому мета досліджень
полягала в розробці діагности-
кума для експрес-ідентифі-
кації ентеротоксигенних E. coli
за їхньою здатністю продуку-
вати ентеротоксини при діа-
гностиці колібактеріозу.

Суть і новизна розроблено-
го методу полягала в тому,
що визначення ентеротокси-
нів E. coli у фекаліях хворих і
вмісті кишечнику загиблих тва-
рин проводили в реакції аглю-
тинації антитіл до кон’югату
ентеротоксинів E. coli, іммобі-

лізованих на частках монодис-
персних полістиролових ла-
тексів діаметром 0,31 мкм [5].

Матеріали та методи
дослідження

Для експериментів викори-
стовували: монодисперсні
полістиролові латекси діамет-
ром 0,31 мкм; фізіологічний
розчин (рН 7,0–7,2); гліцино-
вий буфер (рН 8,2); 0,1 М фос-
фатний буфер (рН 6,8); кар-
бонат-бікарбонатний буфер;
0,5%-й гліцерин; 0,2 М роз-
чин лізину; поліетиленгліколь
(ПЕГ) із молекулярною масою
35 000–40 000 D; глутараль-
дегід (“Reanal”, Угорщина); се-
фадекс G-25 (Pharmacia, Шве-
ція); предметне скло; хромато-
графічну колонку 0,9×60 см; маг-
нітну мішалку; термостат; холо-
дильник; спектрофотометр.

Приготування кон ’югату
здійснювали таким чином:
100 мг ліофілізованого натив-
ного LT-ентеротоксину розчи-
няли в 2,0 мл 0,1 М фосфат-
ного буфера з рН 6,8, який
містив 12,5 г/л глутаральдегіду.

Через 18 год експозиції при
кімнатній температурі суміш
наносили на хроматографічну
колонку 0,9×60 см з сефадек-
сом G-25, урівноважену 0,15 М
розчином хлориду натрію.
Фракції, які містили активова-
ний LT (екстинкція при 403 нм),
об’єднували і концентрували
до 1/10 початкового розчину
ПЕГ із молекулярною масою
3000 D. До цього розчину до-
давали 50 мг ST-ентеротокси-
ну, розчиненого в суміші 10 мл
0,15 М хлориду натрію і 1,0 мл
карбонат-бікарбонатного бу-
фера.

Через 24 год інкубації при
4 °С додавали 1,0 мл 0,2 М
розчину лізину і на 2 год ста-

вили на діаліз проти 0,1 М
фосфатно-сольового буфера.
Кон’югат центрифугували 20 хв
при 2000 g і зберігали при
4 °С.

Для приготування імунізую-
чого препарату кон’югат ентеро-
токсинів змішували з рівними
об’ємами повного ад’юванта
Фрейнда або 30%-го розчину
гідроокису алюмінію, суміш ре-
тельно збовтували і витримува-
ли при кімнатній температурі
4 год, повторюючи збовтування
через кожні півгодини. Готовий
імунізуючий препарат зберігали
в холодильнику при 4 °С.

Гіперімунні антитоксичні си-
роватки крові до кон’югату ен-
теротоксинів отримували від
11 биків віком 1,0–1,5 роки
Червоно-степової породи з до-
слідного господарства «Україн-
ка» Харківського району, бла-
гополучного щодо інфекційних
захворювань.

Імунізацію проводили дво-
кратно з інтервалом 30 днів.
Кон’югат вводили внутрішньо-
м’язово, в 2–4 точки, дозою
5,0 і 6,0 мг/мл в об’ємі 5 мл.

На 7-й день після ревакци-
нації проводили пробне крово-
пускання (100 мл), отримували
сироватки (близько 30 мл) і
визначали їх специфічність у
реакції дифузійної преципіта-
ції. За наявності в сироватці
титрів антитоксинів не нижче
1:8–1:16 здійснювали відбір
крові. У кожної тварини брали
по 5 л крові й отримували 2,8–
3,0 л сироватки [6].

Антитоксини, виділені за до-
помогою імуносорбенту з гі-
перімунних антитоксичних си-
роваток крові биків [7], розво-
дили в гліциновому буфері до
отримання концентрації 1,2 %,
а частки монодисперсних полі-
стиролових латексів — у спів-
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відношенні 1:3 гліциновим бу-
фером, рН 8,2.

Змішували рівні об’єми ла-
тексів і антитоксинів, суміш ви-
тримували впродовж 2 год у
термостаті при 37 °С, періо-
дично струшуючи. До суміші
додавали дві частини гліцино-
вого буфера, що містив 0,5 %
гліцерину. Діагностикум витри-
мували в холодильнику 5 днів
при 4 °С, перед застосуван-
ням його збовтували.

У контролі використовува-
ли діагностикум, виготовлений
з імуноглобулінів нормальної
сироватки крові биків, іммобі-
лізованих на латексах.

Індикацію ентеротоксинів
E. coli проводили у фекаліях
здорових і хворих телят, а та-
кож у вмісті тонкого кишечни-
ку загиблих від колібактеріозу
телят. Фекалії та вміст кишеч-
нику центрифугували при 4000–
5000 g протягом півгодини,
збирали супернатант і концен-
трували його в 5 разів полі-
етиленгліколем.

Постановку реакції латекс-
аглютинації здійснювали таким
чином: на знежирене предмет-
не скло наносили і змішували
1 краплю досліджуваної рідини
і 1 краплю латексного діагнос-
тикума. Облік реакції проводи-
ли візуально впродовж 3 хв за
4-бальною шкалою:

++++ — чітка аглютинація
часток у прозорій рідині;

+++ — дрібні скупчення
часток у прозорій рідині;

++ — дрібні скупчення час-
ток у каламутній рідині;

+ — ледве помітні частки в
каламутній рідині;

- — аглютинація відсутня,
рідина рівномірно каламутна.

Позитивною реакцією вва-
жали аглютинацію не менше
ніж на ++, при негативному
контролі.

В усіх позитивних випадках
спостерігалася чітка аглюти-
нація антитоксинів, іммобілі-
зованих на частках латексів у
прозорій рідині (++++).

Для визначення титру ен-
теротоксинів у мікротитраторі
«Такачи» готували двократні
розведення досліджуваних рі-
дин від 1:2 до 1:128 в об’ємі
0,05 мл. У всі лунки приготова-

них розведень окремо вноси-
ли по 0,025 мл розчину анти-
тіл до ST- і LT-ентеротоксинів,
іммобілізованих на латексах.
Вміст лунок ретельно пере-
мішували шляхом легкого по-
стукування по кутах панелі і
залишали на 1 год при 37 °С.

Постановку реакції латекс-
аглютинації супроводжували
два контролі: для контролю
антигену використовували
нативний ST-ентеротоксин
E. coli з концентрацією білка
100 мкг/мл, а для контролю
специфічності діагностикума
— імуноглобуліни нормаль-
ної сироватки крові биків, ім-
мобілізовані на латексах.

Результати дослідження
та їх обговорення

Результати оцінювали за
зовнішнім виглядом осаду анти-
токсинів, іммобілізованих на
частках монодисперсних ла-
тексів, у лунках. У позитивно-
му випадку, що позначався
знаком (+), антитоксини рівно-
мірно, у вигляді «парасольки»,
вкривали усе дно лунки. При
нахилі осад не розпадався
або утворював окремі грудоч-
ки. При негативному резуль-
таті (-) антитіла осідали на дно
лунки у вигляді компактної гру-

дочки або кільця в самому
центрі лунки. При нахилі осад
легко руйнувався з утворен-
ням рівномірної каламуті.

За допомогою латексного
діагностикума на основі ан-
титіл до кон’югату ентероток-
синів у фекаліях телят із симп-
томами діареї та в кишковому
вмісті загиблих тварин іден-
тифікували ST-ентеротоксин
E. coli. У фекаліях телят його
титр становив 1:8–1:16, а в
кишковому вмісті — 1:32–1:64.

Латексний діагностикум на
основі антитіл до LT-ентеро-
токсину виявляв LT-ентеро-
токсин E. coli у фекаліях хво-
рих телят у титрах 1:16–1:32,
а в кишковому вмісті загиблих
телят — 1:32–1:64.

Контроль антигену був по-
зитивним у 100 % випадків
(титр 1:64), а контроль діагно-
стикума на основі антитіл нор-
мальної сироватки крові биків
— негативним (табл. 1).

Оцінюючи  ефективність
існуючих і розробленого тес-
ту для індикації ентероток-
синів E. coli, встановили, що
найбільш специфічний із них
— латексний діагностикум на
основі антитіл до кон’югату
ентеротоксинів порівняно з
простим біотестуванням. У

Таблиця 1
Кількість позитивних проб латексних діагностикумів

при індикації ентеротоксинів E. coli
у здорових і хворих на колібактеріоз телят

                Метод індикації, Кількість позитивних

          досліджуваний матеріал  проб діагностикума, Рд-к≤
Х±s, n=25, %

Антитіла до кон’югату ентеротоксинів,
іммобілізовані на латексах
Фекалії здорових телят (контроль) 0 —
Фекалії хворих телят 79,3±5,2 0,05
Вміст кишечнику хворих телят 85,3±3,7 0,05
Контроль антигену 100,0 —

Антитіла до LT-ентеротоксину,
іммобілізовані на латексах
Фекалії здорових телят (контроль) 0 —
Фекалії хворих телят 15,0±4,0 0,05
Вміст кишечнику хворих телят 21,4±5,5 0,05
Контроль антигену 100,0 —

Антитіла нормальної сироватки крові,
іммобілізовані на латексах
Фекалії здорових телят (контроль) 0 —
Фекалії хворих телят 0 —
Вміст кишечнику хворих телят 0 —
Контроль антигену 0 —
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біотестах спостережуваний
ефект завжди залежить від
індивідуальної чутливості біо-
логічних об’єктів не тільки до
ентеротоксинів, але і до ін-
ших умов проведення дослі-
ду. Ці тести неможливо за-
стосовувати безпосередньо
в зонах масових шлунково-
кишкових захворювань, вони
є трудомісткими, дорогими,
важковідтворюваними, часто
неспецифічними, недостатньо
чутливими, а більшість із них
не відповідає етичним нор-
мам щодо тварин.

Використання  існуючих
серологічних методів потре-
бує  тривалого  часу  (24–
48 год), що призводить до
запізнення результатів лабо-
раторної діагностики колібак-
теріозу, тимчасом як перева-
га запропонованого способу
— швидкість проведення ре-
акції (5–10 хв).

Виявлення генів ST- і LT-ен-
теротоксинів за допомогою по-
лімеразної ланцюгової реакції
(ПЛР) не є показником віру-
лентності E. coli. Тільки інди-
кація продуктів експресії цих
генів — об ’єктивний доказ
етіологічної ролі E. coli при
колібактеріозі. Розроблений
латексний діагностикум на ос-
нові антитіл до кон’югату ен-
теротоксинів саме дозволяє
ефективно проводити цю ін-
дикацію.

Висновки

Розроблений високоефек-
тивний латексний антитільний
діагностикум для прижиттєвої
і посмертної індикації ентеро-
токсигенних Escherichia coli
при діагностиці колібактеріо-
зу,  визначена частота зуст-
річальності штамів-проду-
центів термостабільного і тер-
молабільного ентеротоксинів,
а також концентрація токсинів
у фекаліях хворих і вмісті ки-
шечнику загиблих телят.

Різниця в кількості пози-
тивних проб діагностикумів
на  основі  антитоксинів  у
дослідних і контрольних гру-
пах була високовірогідною
(Р≤0,05).

Контроль антигену був по-
зитивним у 100 % випадків
(титр 1:64), а контроль діагно-
стикума на основі антитіл нор-
мальної сироватки крові биків
— негативним.

Перевагою методу є швид-
кість проведення реакції (5–
10 хв), а також можливість
тривалого зберігання діагнос-
тикума.

Наступний етап роботи пе-
редбачає розробку оптималь-
них алгоритмів застосування
латексного діагностикума для
поліпшення технологічності,
підвищення ефективності та
зменшення вартості діагнос-
тичних досліджень.
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Незважаючи на те, що се-
лезінка не належить до життє-
во важливих органів, її роль в
імунній системі людини посі-
дає особливе місце як пери-
ферична лімфоїдна морфо-

функціональна одиниця, яка
має тісні анатомічні зв’язки з
кровоносною системою завдя-
ки продукції та секреції безлічі
клітинних медіаторів. У зв’яз-
ку з такою функцією в організ-

мі людини саме селезінці на-
лежить важлива роль у здійс-
ненні імунного контролю у від-
ношенні антигенів, що можуть
потрапити у кров [3]. Така
спільність механізмів основних




