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ПОДБОР ШТАММОВ ESCHERICHIA COLI И РОТАВИРУСОВ 
ДЛЯ КОНСТРУИРОВАНИЯ ВАКЦИНЫ ПРОТИВ РОТАВИРУСНОЙ 

ИНФЕКЦИИ И ЭШЕРИХИОЗА КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА

П.А.Красочко, Ю.В.Ломако, Я. П.Яромчик

Научно-исследовательский институт экспериментальной ветеринарии 
им. С.Н. Вышелесского, Минск, Республика Беларусь; 

Витебская ордена «Знак Почета» государственная академия 
ветеринарной медицины, Витебск

Успешное развитие животноводческих хозяйств невозможно без созда­

ния стойкого благополучия по инфекционным болезням, в частности, по бо­

лезням молодняка крупного рогатого скота.

К наиболее распространенным заболеваниям у крупного рогатого скота 

следует отнести ротавирусную инфекцию и эшерихиоз. Ротавирусная инфек­

ция у новорожденных телят наиболее часто протекает в виде ассоциации с
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эшерихиозом. В этих случаях летальность достигает 100%. Эшерихиоз в 

Республике Беларусь по количеству неблагополучных пунктов заболевших и 

павших животных занимает первое место [1,3, 5].

В комплексе мероприятий по профилактике и ликвидации ротавирус- 

ной инфекции и эшерихиоза телят важная роль принадлежит специфической 

профилактике. Сложность специфической профилактики эшерихиоза заклю­

чается в значительной антигенной вариабельности возбудителей, что делает 

маловероятным совпадение антигенных структур вакцинных и эпизоотиче­

ских штаммов, что снижает эффективность биопрепаратов, сконструирован­

ных путем подбора культур по одному или нескольким антигенным комплек­

сам [2, 3,4, 5].
На основании результатов исследований отечественных и зарубежных 

ученых установлено, что выделенные эпизоотические штаммы Escherichia 

coli чаще всего обладают адгезивными антигенами [2, 3, 4].

Использование фимбриальных адгезинов в составе вакцин позволяет не 

допустить проявления инфекционного процесса на самых начальных этапах 

развития болезни, что способствует повышению профилактической эффек­

тивности вакцин [2,4].

Целью данной работы было провести селекцию и подбор полевых и 

вакцинных штаммов E.coli, содержащих адгезивные антигены, и ротавирусы, 

изучить их антигенную активность.

Материалы и методы. Подбор штаммов E.coli и ротавирусов прово­

дили путем выделения возбудителей из патологического материала от телят, 

взятых в ряде хозяйств Минской и Брестской областей Республики Беларусь, 

а также сравнения их с референтными штаммами бактерий и вирусов.

Выделение и идентификацию E.coli проводили в соответствии с «Ме­

тодическими указаниями по бактериологической диагностике колибактерио- 

за животных», утвержденных ГУ В МСХ СССР 12 декабря 1991г. Бактерио­

логические исследования по диагностике колибактериоза телят были направ­
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лены на выделение чистой культуры возбудителя, изучение ее морфологиче­

ских, тинкториальных, ферментативных и адгезивных свойств с последую­

щим определением серотиповой принадлежности и патогенности выделен­

ных культур (биопроба на белых мышах). Выделение штаммов E.coli прово­

дилось по общепринятым бактериологическим тестам с использованием пи­

тательных сред (мясо-пептонный агар, мясо-пептонный бульон, среда Эндо, 

среда Левина). Для торможения роста протея поверхность среды, разлитой в 

чашки Петри, орошали 1-2 мл спирта-ректификата, через одну минуту спирт 

сливали, чашки подсушивали открытыми при 37°С в течение 5-15 минут, по­

сле чего использовали для посева. Через 18-24 ч инкубирования при 37°С по­

севы просматривали. Дифференциацию бактерий проводили с использовани­

ем монорецепторных О-колисывороток, а наличие адгезинов - с использова­

нием моноспсцифических антиадгезивных сывороток биофабричного произ­

водства в капельной реакции агглютинации.

Ротавирусы выделяли от больных телят с клинически выраженными 

признаками ротавирусной инфекции. Из натматериала от больных телят го­

товили вируссодержащую суспензию и заражали культуры клеток, предвари­

тельно обработанные раствором трипсина. Выделение ротавирусов телят 

проводили на культуре клеток СПЭВ (по В.Н. Сюрину, 1986). Идентифика­

цию выделенных штаммов проводили в реакции нейтрализации с моноспе- 

цифическими сыворотками.

Адгезивные штаммы кишечной палочки К99 и К88 культивировали в 

матрасных колбах на агаровой питательной среде, далее смывали стериль­

ным физрасгвором, доводя до концентрации 10 млрд, микробных клеток в 1 

мл.

Для накопления штаммов ротавирусов при проверке антигенной актив­

ности использовали культуру клеток СПЭВ.
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Для выявления штаммов бактерий и вирусов, обладающих наиболее 

высокой антигенной активностью, исследования проводили на белых мышах, 

которым вводили инактивированные 0,3 % формалином возбудитель эшери- 

хиоза подкожно, двукратно, с интервалом 14 дней, в дозах 0,2 мл 5 млрд, 

взвеси; ротавирусы -  в тех же дозах, двукратно, подкожно с таким же интер­

валом.

На каждый штамм использовали по 5 белых мышей, всего исследовали 

3 культуры эшерихий с адгезивным антигеном К88 и 2 культуры с адгезив­

ным антигеном К99; 2 изолята ротавируса крупного рогатого скота, выделен­

ные от павших телят в хозяйствах Республики Беларусь.

Через 21 день после второго введения вирусов и бактерий, животных 

тотально обескровливали, получали сыворотку крови и определяли уровень 

противовирусных антител в РИГА, а антибактериальных -  в РА на полисти­

роловых планшетах.

Результаты. Из головного мозга и паренхиматозных органов павших 

телят было изолировано 5 культур бактерий, которые по культурально­

морфологическим, биохимическим и биологическим свойствам были отнесе­

ны к роду Escherichia, идентифицированы как E. coli, а при серологической 

идентификации 3 культуры эшерихий были выделены с адгезивным антиге­

ном К88 и 2 культуры с адгезивным антигеном К99.

При изучении морфологических и тишсгориальных свойств микроорга­

низмы E. coli являлись грамотрицательными, полиморфными, мелкими, ко­

роткими палочками, отличающимися очень активной подвижностью, разме­

ры клеток составили 0,4*3 мкм, спор не образовывали, в мазках располага­

лись одиночно, образовывали индол, ферментировали лактозу и маннит, не 

разлагали мочевину, не росли на среде Симмонса. Рост на среде Эндо с обра­

зованием округлой формы колоний с приподнятым центром, ровными края­

ми и гладкой поверхностью. Колонии имели красный цвет с металлическим
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блеском. На среде Левина наблюдали рост колоний черного цвета. На агаро­

вой среде наблюдалось формирование влажных, круглых колоний с ровными 

краями и гладкой поверхностью серого цвета. На МПБ образовывалось 

обильное равномерное помутнение с неприятным запахом и появлением лег­

ко разбивающегося осадка. Исследуемые культуры эшерихий признавали па­

тогенными, так как гибель белых мышей наступала через 12 ч после зараже­

ния смывом с суточных агаровых культур в дозе 500 млн. микробных тел.

Ротавирус при культивировании на культуре клеток СПЭВ вызывал 

ЦПД через 24 часа после инокуляции и характеризовался округлением кле­

ток, появлением серповидных клеток, зернистостью и лизисом. Титр ротави­

руса составил 7,0 lg ТЦД 50/„„.

В таблице представлены результаты изучения титров противовирус­

ных и антибактериальных антител у мышей при изучении антигенной актив­

ности вирусов и бактерий.

Результаты изучения антигенной активности 
вирусов и бактерий на белых мышах

№№
п/п

Группы животных Наименование антигена Количество мы­
шей в группе

Тигр
антител

i . Опытная группа № 1 Ротавирус телят, штамм 
№1

5 1:8

2. Опытная группа № 2 Ротавирус телят, штамм 
№2

5 1:16

3 . Опытная группа № 5 Эшерихии К88 -  штамм 
№ 1

5 1:256

4. Опытная ipynna № 6 Эшерихии К88 -  штамм 
№2

5 1:128

5. Опытная группа № 7 Эшерихии К88 - штамм 
№3

5 1:128

6. Опытная группа № 8 Эшерихии К99 -  штамм 
№ 1

5 1:128

7. Опытная группа № 8 Эшерихии К99- штамм 
№2

5 1:256

8. Контрольная группа № 14 Ротавирус телят 5 0
Эшерихии К88 5 0
Эшерихии К99 5 0
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Из таблицы видно, что введение мышам ротавируса способствовало 

образованию антител в титрах 1:8 - 1:16, эшерихий - 1:128 - 1:256.

Таким образом, проведенные исследования подтверждают данные оте­

чественных и зарубежных ученых о том, что среди этиологических факторов, 

вызывающих патологию желудочно-кишечного тракта молодняка крупного 

рогатого скота, ведущую роль играют ротавирусы и энтеропатогенные

E. coli, содержащие адгезивные антигены. Из патмагериала от павших телят 

нами выделено 5 культур бактерий, которые по культурально­

морфологическим, биохимическим и тинкториальным свойствам были отне­

сены к роду Escherichia, идентифицированы как E. coli. При серологической 

идентификации установлены 3 культуры эшерихий с адгезивным антигеном 

К88 и 2 культуры с адгезивным антигеном К99. Выделено 2 изолята ротави­

руса крупного рогатого скота.

При изучении антигенной активности максимальный уровень антител 

установлен у белых мышей после 2-х кратного введения ротавируса - штамм 

№2, эшерихий К88 - штамм №1, К99 - штамм №1, что предопределяет выбор 

этих штаммов для дальнейшей работы при конструировании вакцины против 

ротавирусной инфекции и эшерихиоза крупного рогатого скота.
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