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ВСТУП
Escherichia coli є одним із найбільш вивчених видів мікроорганізмів. Незважаючи на це, ешерихії продовжують привертати до себе увагу багатьох мікробіологів, імунологів, епідеміологів і  клініцистів різного профілю. Це обумовлено їх важливим значенням у нормальній життєдіяльності макроорганізму та розвитку ряду інфекційно-запальних захворювань у людей і тварин. Останніми роками ешерихіоз ретельно вивчається медичними й ветеринарними спеціалістами, оскільки важливу роль в інфекційній патології людей і тварин стали відігравати ентерогеморагічні E.coli  [1,2,3]. 
   Харчові токсикоінфекції, викликані STEC, реєструються в багатьох країнах світу. До певного часу ці захворювання переважали в основному в розвинутих країнах Північної Америки  США і Канаді. Але сьогодні кількість ентерогеморагічних ешерихіозів значно почастішала в країнах Європи. Ця проблема загострена в Німеччині та Великобританії, де люди  часто інфікуються ешерихіями цієї патогенної групи [4,5,6,7,8,9]. Є повідомлення про враження людей ЕНЕС в  Угорщині [10], Румунії, Чехії, Бельгії, Нідерландах [11], Франції [12], Австрії [13], Італії [14]. Дослідження з вивчення епізоотології та діагностики STEC розпочаті в 1994 році в Росії, де вперше на території СНД було виділено E.coli O157:H7 при захворюванні великої групи дітей з ускладненням ГУС [15]. Відсутність інформації про циркуляцію E.coli O157:H7 (домінуючого серотипу) та інших EHEC у решті країн обумовлена пасивністю бактеріологічних лабораторій у виконанні відповідних досліджень. Слід відмітити,  що в дитячих центрах і клініках України досить часто реєструють ГУС на тлі гострої кишкової інфекції, при цьому звертають увагу не на етіологічний аспект захворювання, а на клінічний і патогенетичний [16].
Актуальність теми. Висока напруженість епідемічної ситуації у світі з ентерогеморагічних ешерихіозів зумовила необхідність всебічного й глибокого вивчення розповсюдження та біологічних особливостей  збудників цих  захворювань – шиготоксинпродукуючих ешерихій (STEC).
Дослідження циркуляції шиготоксинпродукуючих ешерихій має важливе епізоотологічне значення. Висока частота екскреції STEC у популяціях   тварин розглядається як основний фактор ризику  можливого інфікування   населення     [17]. Беручи до уваги збільшення впливу цих мікроорганізмів на здоров’я людей, Всесвітня організація охорони здоров’я акцентувала увагу на всебічному й детальному вивченні джерел, факторів передачі й характеристик штамів STEC у кожній географічній зоні. Основним фактором передачі збудника є продукти харчування тваринного походження, а сільськогосподарські тварини є носіями цих небезпечних патогенів [5,8]. Дослідження з вивчення поширення STEC серед поголів’я сільськогосподарських тварин у багатьох країнах проводяться систематично. Оскільки жуйні ідентифіковані як основне джерело STEC, то саме вони, а також продукти харчування – сире м’ясо й молоко, отримані від цієї групи тварин, вважаються потенційно контамінованими й обстежуються найбільш інтенсивно. 
На сьогоднішній день багато питань стосовно шиготоксинпродукуючих ешерихій залишаються нез’ясованими. Особливо це стосується не-О157:Н7 STEC. На даний момент патогенний потенціал STEC остаточно не оцінено, адже захворювання у людей і тварин можуть викликати штами з неповним набором факторів патогенності. Невідомо, наскільки патогенними для людей можуть бути штами ешерихій даної  групи, виділені не від великої рогатої худоби. 
Особливо важливе значення на сучасному етапі досліджень має вивчення закономірностей прояву епізоотичного процесу, що дозволить контролювати   поширення STEC у популяціях тварин і своєчасно розривати ланцюг передачі цих патогенів від тварин до людей. Фактично відсутня інформація про вплив різних факторів на рівень екскреції цих бактерій різними віковими групами окремих видів тварин. ВОЗ наголошує на необхідності ретельних досліджень щодо встановлення особливостей циркуляції бактерій даної патогенної групи у їхніх природних господарів.  Ці дані необхідні для розробки оперативних методів розриву епізоотологічної ланки при STEC-ешерихіозах людей  попередження контамінування продуктів харчування. 
Контроль за циркуляцією цих соціально небезпечних патогенів повинен бути обов’язковим компонентом епізоотологічного нагляду, а їх результат – основою для епідеміологічного прогнозування STEC-інфекцій  на контрольованій території й розробки програм забезпечення стабільного епідеміологічного благополуччя та ветеринарно-санітарної безпеки продуктів харчування [6,9,11].  
Питання поширення й лабораторної діагностики STEC є актуальними для нашої країни і мають теоретичне й практичне значення. В Україні відсутня інформація щодо епізоотичної ситуації із шиготоксинпродукуючих ешерихій, не визначені їх антигенна структура й шляхи циркуляції, не встановлена  їх роль у виникненні захворювань у  тварин різних видів і не досліджені клініко-епізоотологічні характеристики ешерихіозів, викликаних STEC. Оскільки збудник локалізується в організмі сільськогосподарських тварин, то своєчасна діагностика є ключовим заходом у попередженні можливого контамінування продуктів харчування й інфікування споживачів. Результати епізоотологічних досліджень господарств України в подальшому стануть науковим підґрунтям для розробки програм попередження інфекційних захворювань людей, викликаних шиготоксинпродукуючими ешерихіями,  і забезпечення населення якісними та безпечними продуктами харчування тваринного походження. В Україні не розроблені методи діагностування штамів STEC у різних зразках матеріалів від тварин, у продуктах харчування та об’єктах навколишнього середовища, відсутні методики, не розроблені схеми виділення й дослідження ешерихій даної патогенної групи, немає ефективних диференційно-діагностичних середовищ. 
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота є частиною державного завдання № 0101U000820 Інституту ветеринарної медицини УААН  із тематики “Дослідити поширення й антигенну структуру шиготоксинпродукуючих Escherichia coli, виділених від тварин і з продуктів харчування тваринництва, розробити методи діагностики та заходи профілактики ” на період 20012005 року. 
Мета й завдання досліджень. Мета роботи  визначити ступінь розповсюдження, антигенну структуру та біологічні властивості шиготоксин-продукуючих ешерихій серед сільськогосподарських тварин у господарствах України та розробити способи індикації штамів STEC у клінічних зразках та продуктах харчування.
Для досягнення поставленої мети потрібно було вирішити наступні завдання:
 відпрацювати й провести порівняльне вивчення ефективності різних методів індикації STEC;
 з’ясувати розповсюдження ешерихій, які продукують шиготоксини серед  великої рогатої худоби, свиней, птиці в господарствах України;
 установити роль STEC у розвитку шлунково-кишкових захворювань у різних видів тварин,  дослідити продукти харчування тваринного походження на наявність штамів  STEC;
 визначити культурально-морфологічні, біохімічні властивості виділених штамів STEC, дослідити їх біологічні властивості й установити наявність факторів патогенності ентерогеморагічних ешерихій;
 розробити експрес-методи виділення та ідентифікації STEC серотипу   О157:Н7 та провести його скринінг у досліджуваних матеріалах.
Об’єкт дослідження. Поголів’я великої рогатої худоби, свиней і птиці в різних господарствах України та продукти харчування тваринного походження.
Предмет досліджень. Рівень екскреції шиготоксинпродукуючих ешерихій різними віковими групами тварин; епізоотологічні особливості STEC-інфекції у ВРХ, свиней, птиці; фактори патогенності збудника та його біологічні властивості.
Методи досліджень. Епізоотологічний аналіз, бактеріологічні, серологічні, генетичні, біохімічні й статистичні методи.
Наукова новизна роботи.  Уперше в Україні проведені дослідження з визначення циркуляції STEC серед поголів’я сільськогосподарських тварин і птиці господарств різних регіонів країни. Носії STEC виявлені серед поголів’я великої рогатої худоби у 43,75 % обстежених тваринницьких фермах та серед свиней у 13,6%. Визначено спектр домінуючих сероварів STEC  установлено здатність продукувати шиготоксини в E.coli серогруп О2, О8, О26, О111, О139, О141. За допомогою нових сучасних діагностичних методів отримано об’єктивну інформацію щодо факторів патогенності виділених штамів  штами STEC, циркулюючі в господарствах України, мають stx1, stx ½, stx2 та еае-гени.  Визначена антигенна структура й вивчені біологічні властивості у STEC,  ізольованих від хворих телят і поросят із симптомом  діареї. У 100% штамів STEC, виділених від хворих із симптомом діареї телят, був присутній еае-ген.  У штамів STEC, виділених від поросят, встановлено здатність одночасно продукувати шиготоксини й ентеротоксини. 
Практичне значення одержаних результатів. Виділені провідні серогрупи STEC, які є етіологічним фактором захворювань травного каналу молодняку сільськогосподарських тварин. Отримані результати дали можливість підібрати штами і включити їх у вакцину для профілактики пастерельозу, сальмонельозу та ешерихіозу свиней “Пасако”, ТУУ 24.4.19024865.677-2002 затверджені Державним департаментом ветеринарної медицини 18 грудня 2002 року.  Розроблені й опубліковані Методичні рекомендації по профілактиці захворювань птиці колібактеріозом, які затверджені науково-технічною радою Головного управління ветеринарної медицини з державною-ветеринарною інспекцією Міністерства сільського господарства й продовольства України  17 грудня 1999 року (протокол №2). Отримано деклараційний патент на винахід “Селективне й диференційне живильне середовище для  виділення ентерогеморагічних E.coli  О157:Н7 агар”    № 53979А. Отримані наукові дані використовуються в учбовому процесі з курсу мікробіології і ветеринарної санітарії у Білоцерківському державному аграрному університеті.
Особистий внесок здобувача. Робота виконана здобувачем особисто.  Автор самостійно розробила напрямки й схему експерименту, провела основні дослідження з виділення й вивчення культурально-морфологічних, біохімічних та патогенних властивостей виділених штамів. Отримання даних із використанням ПЛР проводились спільно з науковими співробітниками лабораторії генетики Інституту свинарства  (м. Полтава) та співробітниками лабораторії бактеріології Інституту ветеринарії (м.Пулави, Польща). Отримання й концентрування токсинів, дослідження з використанням культури клітин, здійснені спільно із співробітниками відділу проблем інтерферону Інституту мікробіології й вірусології ім. Заболотного  НАН України. Аналіз та узагальнення одержаних експериментальних даних проведені автором особисто. Самостійно сформульовані основні положення та висновки дисертації.
Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертаційної роботи доповідалися на Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених “Проблеми патології тварин та шляхи їх вирішення” (м.Київ, жовтень 2000 р.), міжнародній науково-практичній конференції “Біотехнологія у ветеринарній медицині” (м.Київ, 911 вересня 2002р.) Основні положення дисертаційної роботи обговорювалися на звітних зборах Вченої ради ІВМ УААН (19992001 рр.)
Публікації. Матеріали дисертації опубліковані у 7 статтях, у тому числі     5  у фахових виданнях.
Структура та обсяг дисертації. Об’єм дисертаційної роботи складає 166 сторінок і включає: вступ, огляд літератури, результати експериментальних досліджень (6 розділів), їх аналіз та узагальнення, висновки, список використаних джерел, в т.ч. 243 іноземних, 5 додатків. Робота ілюстрована  19 таблицями, 12 діаграмами, 2 фотографіями. У додатках наведено 5 документів.



ЄВИСНОВКИ

1. Проведеними дослідженнями вперше в Україні вивчено  розповсюдження шиготоксинпродукуючих ешерихій у тваринницьких господарствах, оцінено антигенну структуру та визначено спектр домінуючих сероварів STEC у різних видів сільськогосподарських тварин. Шиготоксинпродукуючі E.coli широко розповсюджені в господарствах різних адміністративних регіонів України – циркуляція STEC виявлена серед поголів’я великої рогатої худоби у 43,75 % обстежених тваринницьких фермах та серед свиней у 13,6%. 
2. При дослідженні поголів’я великої рогатої худоби встановлено, що носіями  ешерихій даної патогенної групи є 6,9% дорослих тварин і 12,3% молодняку. Інтенсивність виділення STEC-позитивних тварин в кожному окремому господарстві варіювала від 2,9 до 30,6 %.
3. Визначенням питомої ваги шиготоксинпродукуючих ешерихій в   етіологічній структурі шлунково-кишкових хвороб телят і поросят було виявлено, що  Е. coli, здатні продукувати шиготоксини, виділяються від 12,9% хворих із симптомом діареї телят  та 9,68% поросят.
4. Екскреція  ешерихій, які мали властивість продукувати Stx2 встановлена у 41 % від загальної кількості всіх виявлених носіїв  STEC серед великої рогатої худоби, Stx1  у 6%, Stx1/2  у 29%. 24% тварин характеризувалися одночасною екскрецією штамів STEC із різними токсигенними властивостями:  у 6% обстеженого поголів’я великої рогатої худоби циркулювали E.coli,  продуценти Stx1 та  Stx2 токсинів,  у 6%  Stx1 та Stx1/2, у 12%   Stx2 та Stx1/2.
5. Наявність еае-гену, відповідального за синтез інтиміну – фактору колонізації макроорганізму, встановлено у 18,8% виділених від дорослої ВРХ і 52,2% від  здорових телят штамів STEC. Цей ген був присутній у 100% штамів STEC, виділених від хворих тварин (р<0,05). 12,5% штамів STEC, виділених від дорослої великої рогатої худоби і  29% штамів, виділених із фекалій здорового молодняку, володіли ентерогемолітичними властивостями. У штамів STEC не виявлено продукування термолабільного й термостабільного ентеротоксинів  й   експресії фімбріальних адгезинів.
6. Для ВРХ характерною є одночасна екскреція STEC із різною антигенною структурою й типом токсинопродукування. При дослідженні проб фекалій, отриманих від корів і телят,  STEC із різними соматичними антигенами були виділені від 4-х тварин (9,7%). Більшість досліджуваних культур STEC не типувалося аглютинуючими О-колі сироватками.  Було ідентифіковано серогрупу E.coli з проб фекалій 8-ми корів (47%) і 14 телят (54,2%) у 4-х господарствах. Ідентифіковані штами належали до  чотирьох серогруп – О111, О8, О26 і О2.  
7. У свиней E.coli, які здатні продукувати шиготоксини, становлять 14,3% від загальної кількості токсигенних штамів. Штами STEC, виділені від свиней, здатні одночасно продукувати ентеротоксини й шиготоксини: 66,7% культур одночасно продукують Stx2v і ТЛ і  33,3% продукують тільки  Stx2v. Установлено належність ізолятів STEC від свиней до серогруп О139 і О141.  У даних штамів не виявлено експресії адгезивних антигенів, сироватки до яких входять до складу діагностичного набору.
8. Уперше в Україні проведено скринінг і виділено штами E.coli серогрупи О157. Ці ешерихії складають 2% загальної кількості  епізоотичних ізолятів мікроорганізмів даного виду в господарствах України, у тому числі вони становлять 0,54% від загальної кількості  культур E.coli, виділених від ВРХ різних вікових груп і з різним клінічним статусом, і 1,46% від загальної кількості культур E.coli, виділених від свиней.
9. Додавання до 1л МПА 5 г жовчі ВРХ, 12 г сорбіту,  0,001 г кристал-віолету, 0,03 г нейтрального червоного, 1 г  цитрату заліза, 5 г тіосульфату натрію забезпечує високу селективність та диференціацію росту ентерогеморагічних  ешерихій серотипу О157:Н7. Значні інгібуючі властивості у відношенні мікробів-асоціантів забезпечують ефективність даного живильного середовища при дослідженні зразків із фекалій, патологічного матеріалу, об’єктів навколишнього середовища, продуктів харчування.
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ПРОПОЗИЦІЇ ВИРОБНИЦТВУ

На підставі проведених досліджень для практичного застосування пропонуються:
 вакцина для профілактики пастерельозу, сальмонельозу й ешерихіозу свиней “Пасако”, ТУУ 24.4.19024865.677-2002 затверджені Державним департаментом ветеринарної медицини 18 грудня 2002 року;
 методичні рекомендації з діагностики та профілактики колібактеріозу птиці, затверджені науково-технічною радою Головного управління ветеринарної медицини з державною-ветеринарною інспекцією Міністерства сільського господарства й продовольства України  17 грудня 1999 року (протокол №2);
 селективне й диференційне живильне середовище для виділення  штамів ентерогеморагічних Е. сoli  О157:Н7 агар, деклараційний патент на винахід № 53979А.
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