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учасні системи контролю ін�
фекційних кишкових захво�
рювань, продовольчої без�
пеки, збереження та раціо�
нального використання гене�
тичних ресурсів, об'єктів
міжнародної торгівлі тварин�
ного походження та ветери�
нарних імунобіологічних пре�
паратів мають бути на належ�
ному рівні забезпечені засо�
бами моніторингу та надій�
ними засобами діагностики
[1�3].

Провідна роль у розши�
фровці етіології інфекції на�
лежить лабораторним мето�
дам. У зв'язку з цим щороку
збільшується арсенал діагно�
стичних тестів, які впровад�
жуються у повсякденну прак�
тику [4, 5]. У сучасних умовах
все більшого значення набу�
вають експрес�тести, які
здатні за короткий час забез�
печити постановку первинно�
го діагнозу, що значно збіль�
шує ефективність реагуван�
ня, особливо коли йдеться
про емерджентні інфекції.

Численні дослідження по�
казують [6, 7], що етіологічна
структура гострих кишкових
захворювань в останні деся�
тиліття зазнає змін і може іс�
тотно відрізнятися у різних
географічних зонах. Так, зо�

крема, у ряді економічно роз�
винених країн рідше стали
виділятися під час обстежен�
ня хворих на діарею інфек�
ційної природи Shigella spp.
та Salmonella spp., тоді як пи�
тома вага токсигенних
Escherichia coli значно зро�
сла.

За даними світової літера�
тури, провідним елементом
оцінки патогенності E. coli є
наявність у них генів, що де�
термінують синтез ентеро�
токсинів термостабільного
(ST) і термолабільного (LT), з
експресією яких і пов'язаний
розвиток діарейного синдро�
му [8�10].

Відомо, що найчастіше (у
40�50% випадків) ентерото�
ксигенні E. coli синтезують
ST�ентеротоксин або ST+ та
LT+ (30�40%), рідше — лише
LT� (20�30%) [11]. Описано
дві родини термостабільних
токсинів, які є причиною діа�
реї: STa (або STI) та STb (або
STII) [12].

У зв'язку з цим особливої
актуальності набуває ство�
рення способів генетичного
типування ентеротоксиген�
них E. coli, їх апробація та
адаптація до практики. Полі�
меразна ланцюгова реакція
(ПЛР), яка заснована на вия�
вленні унікальних фрагментів
геномів інфекційних агентів,
істотно розширює можливо�
сті діагностики кишкових зах�
ворювань і моніторингу за їх�
німи збудниками.

Мета досліджень. Розро�
бити спосіб індикації генів
термостабільних ентеро�
токсинів E. coli у клінічному
матеріалі у процесі розши�
фровки етіології гострих
кишкових захворювань, а та�
кож для прогностичного
скринінгу епізоотичної ситуа�
ції у тваринництві.
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Матеріали і методи. В
якості досліджуваного мате�
ріалу для індикації ентеро�
токсинів використовували
фекалії хворих на колідіарею
телят (n= 100).

Методика проведення ПЛР
містила виділення ДНК генів
ST з фекалій телят з клінічни�
ми ознаками діареї; ампліфі�
кацію специфічних фрагмен�
тів генів та детекцію продук�
тів ампліфікації.

На першій стадії проведен�
ня аналізу клінічна проба фе�
калій піддавалася спеціаль�
ній обробці, у результаті якої
відбувався лізис бактерійних
клітин E. coli, що містилися у
ній, видалення білкових і по�
лісахаридних фракцій та от�
римання розчину ДНК, віль�
ного від інгібіторів і готового
для подальшої ампліфікації.
При цьому використовували
комерційний набір реагентів
для виділення ДНК з біопроб
"ДНК�експрес", (виробник —
"Сіместа�ВААЛ", м. Одеса,
Україна).

На другій стадії відбувалося
накопичення коротких специ�
фічних фрагментів ДНК (ам�
плікон) ентеротоксинів у кіль�
кості, необхідній для їх по�
дальшої детекції.

На третьому етапі проводи�
ли розділення суміші продук�
тів ампліфікації, отриманої на
другій стадії, методом гори�
зонтального електорофоре�
за в агарозному гелі. До про�
ведення електрофоретично�
го розділення до ампліфіка�
ційної суміші або до агароз�
ного гелю додавали 1% роз�
чин бромистого етидію, який
утворював з дволанцюжкови�
ми фрагментами ДНК міцні
сполуки, які під дією УФ�
опромінення флуоресцюва�
ли, що реєструвалося у ви�
гляді помаранчевих смуг
після електрофоретичного
розділення.

До пробірок для позитив�
них контрольних зразків вно�
сили 5 мм3 відповідного по�
зитивного контрольного
зразка ДНК ST�ентеротокси�
ну, а до пробірки для негатив�
ного контрольного зразка
(нетоксигенний штам E. coli
М�17) — 5 мм3 розріджувача,
використовуючи індивідуаль�
ні наконечники з фільтрами.

Після чого переносили до
програмованого термостату
(ампліфікатора), прогрітого
до температури 93°С (ста�
більна температура у режимі
"пауза"), і проводили амплі�
фікацію за схемою.

У кишені гелю вносили по
10�15 мм3 ампліфікату у по�
слідовності, що відповідала
нумерації проб. Наносили
позитивні і негативні кон�
тролі.

Підключали електрофоре�
тичну камеру до джерела жи�
влення і задавали напругу,
що відповідала напружено�

сті електричного поля 10�
15 В/см гелю. Проводили
електрофоретичний поділ
продуктів ампліфікації у на�
прямку від катода (�) до ано�
да (+). Контроль за електро�
форетичним поділом здій�
снювали візуально за рухом
смуги барвника. Виймали
гель з форми і переносили
його на скло УФ�трансілюми�
натора.

Результати досліджень.
На момент початку дослід�
жень ПЛР�детекція генів
факторів патогенності E. coli
в Україні не проводилася. У
зв'язку з цим на підставі
комп'ютерного аналізу відо�
мих нуклеотидних послідов�
ностей, наявних у банках да�
них, було підібрано олігону�
клеотидний праймер, одно�

часно гомологічний високо�
консервативним ділянкам
генів двух родин термоста�
більних ентеротоксинів
E. coli STa (або STI) і STb
(або STII): 5'�TGCTGTGAA�
ATATGTTGTAATCCTGCCTGT�
3', що істотно розширило
спектр їх виявлення.

Фрагменти аналізованої
ДНК ентеротоксинів виявля�
лися у вигляді помаранчевих
смуг при опроміненні УФ�ви�
промінюванням з довжиною
хвилі 310 нм. Специфічність
смуги визначалася її поло�
женням щодо ДНК�маркера

БІОЛОГІЧНІ ФАКТОРИ ДОВКІЛЛЯ

Рисунок
ПЛР7аналіз генетичних 

детермінант 
ST7ентеротоксину E. coli

Таблиця
Схема ампліфікації

Примітка: 
1 — позитивний контроль (К+),
2 — негативний контроль (К=), 
3 — STb (STII), 
4 — STa (STI), 
5 — ДНК=маркер (ST), 
6 — негативний контроль.

Концентрація Mg2+ 1,5�3,0 мM

Кількість Taq�полімерази 0,5�3,0 Ед

Концентрація праймера 0,2�2,0 мкМ

Денатурація 95°С � 30 с

Віджиг праймера 60°С � 30 с

Полімеризація 72°С � 30 с
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та позитивного контролю.
Смуги у негативному контро�
лі (К�) були відсутніми. У по�
зитивному контролі (К+) вия�
влялася одна смуга помаран�
чевого кольору. Відсутність
смуги на рівні позитивного
контролю свідчила про від�
сутність ДНК ентеротоксинів
E. coli в аналізованих пробах,
тоді як наявність смуги, від�
повідної позитивному кон�
тролю, — про їхню присут�
ність. В усіх негативних зраз�
ках виявлялася смуга пома�
ранчевого кольору, відповід�
на внутрішньому контролю
(рис.).

Встановлено, що у фекаліях
телят з клінічними ознаками
діареї у 78,0±8,3% випадків
виявлялися специфічні ну�
клеотидні послідовності, го�
мологічні до консервативних
ділянок генів ST�ентеро�
токсинів E. coli.

Таким чином, проста про�
грама ампліфікації фрагмен�
та ДНК (3 етапи), універсаль�
ний набір для обробки проб і
нетривалість аналізу (4,0�4,5
години) дозволили отримати
стабільний результат під час
дослідження клінічного мате�
ріалу хворих тварин. Чутли�
вість даного тесту становила
2,5х102 — 2,5х103 КУО E. co�
li/см3. Ефективність виявлен�
ня ентеротоксигенних E. coli,
порівняно з бактеріологічним
методом, була достовірно
вищою більш ніж у 2,5 рази.
Для проведення ПЛР�аналізу
не потрібно було виділення
та вирощування культури
токсигенних E. coli, що по�
требує великої кількості часу.
Операційна стабільність те�
сту склала 100�200 зразків на
день.

Висновки
1. Розроблено оптимальні

алгоритми застосування
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ПЛР�детекції генів STa (або
STI) та STb (або STII) E. coli у
клінічному матеріалі.

2. Отримано нову об'єктив�
ну інформацію про пошире�
ність та особливості циркуля�
ції ентеротоксигенних E. coli
у випадках неонатальних діа�
рей телят.

3. Зменшено часові та
матеріальні витрати, значно
підвищено інформативність
та діагностичну цінність
експрес�тестів.
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METHOD OF INDICATION OF GENE THERMOSTABLE 
ENTEROTOXINS OF ESCHERICHIA COLI

Sukharev Yu.S.
For the first time on the basis of the original oligonucleotide

primer, developed a method for the simultaneous display of genes
STa (STI) and STb (STII) enterotoxins E.coli in clinical material for

deciphering the etiology of acute intestinal diseases and predictive
screening of the epizootic situation in animal husbandry.
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