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Стратегія «Єдине здоров’я» передбачає контроль всіх проце-
сів за виробництва харчових продуктів у ланцюгу «від поля до 
столу». Виявлення біотоксикантів, зокрема ентеротоксигенних 
кишкових паличок, можна здійснювати різними методами. Од-
нак жоден з них не можна віднести до експрес-методів. Метод 
флуоресціюючих антитіл (МФА), який поєднує в собі об’єктив-
ність мікроскопічного методу та високу специфічність імуноло-
гічних реакцій, можна застосувати з цією метою.

Аналіз звітів (FAO) свідчить, що контроль за наявністю ен-
теропатогенних кишкових паличок – важлива складова стратегії 
«Єдине здоров’я». Розробка експрес-методів індикації та іденти-
фікації ентеротоксигенних кишкових паличок є актуальною те-
мою наукових пошуків. До таких можна віднести МФА. Діагнос-
тична ефективність МФА залежить від активності та специфічно-
сті ешерихіозних сироваток, що, зокрема, залежить від тварин-до-
норів, схем імунізації та антигенності вакцинних препаратів.

Мета досліджень – дати порівняльну оцінку двох схем імуні-
зації різних видів тварин вакцинним препаратом із інактивованих 
мікробних клітин E. coli.

Як вакцинний препарат використано 5-мільярдну суспен-
зію мікробних клітин 24-годинної культури ентеротоксигенного 
β-гемолітичного штаму E. coli на триптон-соєвому дріжджовому 
бульйоні, інактивованих формальдегідом (0,4 % до об’єму культу-
ри), концентрованих аеросилом А-300 (3 мг/мл).

Як тварин-донорів використано кролів, баранів, бугаїв та ко-
ней, по 6 голів кожного виду, підібраних за принципом аналогів 
(за віком, живою масою та умовами утримання і годівлі). Усі тва-
рини були клінічно здорові.

Використано дві схеми імунізації тварин. За першої схеми 
імунізації вакцинний препарат вводили підшкірно триразово, а за 
другої – чотириразово, з інтервалом 4 доби у 2-кратно зростаючих 
дозах. Забір крові для дослідження проводили на 21-шу добу піс-
ля останнього уведення вакцинного препарату.

Рівень аглютинінів визначали у реакції аглютинації (РА). Як 
антиген використали 2-мільярдну суспензію інактивованих клі-
тин E. coli. РА ставили в об’ємі 1 см3. За титр приймали останнє 
розведення сироватки, в якому спостерігали аглютинацію не мен-
ше як на 2 плюси.

Найвищі титри аглютинінів виявлено в сироватці крові 
кролів – 1:7253±1389 (за першої схеми імунізації) і 1:9387±853  
(за другої схеми). Дещо нижчі титри антитіл виявлено в сирова-
тці крові баранів – 1:5547±1028 (за першої схеми) і 1:8533±1079  
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Постановка проблеми та аналіз остан-
ніх досліджень. Міжнародна стратегія «Єди-
не здоров’я» передбачає державний санітар-
ний контроль всіх технологічних процесів з 
виробництва продуктів агропромислового 
комплексу. В цьому ланцюгу «від поля до 
столу» є низка критичних точок, де може від-
буватися забруднення продовольчої сировини 
та харчових продуктів різноманітними токси-
кантами синтетичного чи біогенного похо-
дження [1]. Одним із важливих біологічних 
токсикантів є ентеропатогенні кишкові па-
лички. Виявляти та ідентифікувати їх можна 
різними методами – бактеріологічним, імуно-
логічним та молекулярно-генетичним. Проте, 
кожний з них має свої недоліки, що не дозво-
ляє віднести їх до експрес-методів. Таких не-
доліків позбавлений метод флуоресціюючих 
антитіл, який поєднує в собі об’єктивність 
мікроскопічного методу та високу специфіч-
ність імунологічних реакцій.

Аналіз звітів Food and Agriculture 
Organization of the United Nations (FAO) та нау- 
кової літератури свідчить, що ентеропатогенні 
кишкові палички становлять важливу медико- 
епідеміологічну та ветеринарно-санітарну 
складову стратегії «Єдине здоров’я» [2, 3].

Збір, аналіз і систематизація даних щодо 
забрудненості кормів і продукції тварин-
ництва залишками агрохімікатів, лікуваль-
но-профілактичними препаратами, різнома-
нітними токсичними речовинами та біотич-
ними контамінантами – одні з основних за-
вдань, що передбачені цією стратегією [3–5].

До біотичних контамінантів, які станов-
лять серйозну загрозу здоров’ю людей, від-
носять низку токсиковарів ентеропатогенних 
та ентеротоксигенних штамів кишкової па-
лички [6–8].

Тому, розробка експрес-методів індикації 
та ідентифікації ентеропатогенних та енте-
ротоксигенних штамів кишкової палички є 
актуальною темою наукових пошуків [9, 10].  
Таким, на нашу думку, може бути метод 
флуоресціюючих антитіл (МФА), який заре-
комендував себе як один із перспективних 
експрес-методів [11, 12]. За умов діагнос-
тичної ефективності він може стати не лише 
сигнальним методом виявлення в матеріалах 
біотичного та абіотичного походження енте-
ротоксигенних кишкових паличок, а також 
в багатьох випадках фінальним етапом їх 
ідентифікації, що дозволить значно скороти-
ти терміни бактеріологічних досліджень, це 
матиме вагоме епідеміологічне та економічне 
значення [13–16].

Для успішної індикації та ідентифікації 
ентеротоксигенних штамів кишкової палич-
ки за допомогою реакції імунофлуоресценції 
необхідно, щоб імунні сироватки від поверх-
невих антигенів E.  coli мали високу актив-
ність та специфічність [17–19]. Отримати 
такі сироватки можливо за старанного під-
бору тварин-продуцентів, схем імунізації із 
застосуванням активних і типових в антиген-
ному значенні культур тест-штамів кишкової 
палички [20, 21].

(за другої схеми) та коней – 1:5973±1428 і 1:6827±1079, відповід-
но, а найнижчі – в сироватці крові бугаїв – 1:4267±540 (перша схе-
ма) і 1:4693±427 (друга). Це свідчить, що на один і той же антиген 
імунна система різних видів тварин реагує по-різному.

Встановлено, що різниця у рівнях аглютинінів між другою і 
першою схемами імунізації в овець становить 35 %, у кролів – 
22,8 %, в коней – 12,5 % і ВРХ – 9,1 %. Отже, четверте уведення 
препарату підсилює гуморальну відповідь в імунізованих тварин. 
Проте, воно призводить до розвитку стресу і сенсибілізації у тва-
рин. Тому, для отримання активних ешерихіозних сироваток до-
статньо триразового уведення препарату.

У процесі імунізації ешерихіозним антигеном найвищі титри 
аглютинінів були в сироватці крові кролів (1:9387±853) та бара-
нів (1:8533±1079), дещо менші – у коней (1:6827±1079) і бугаїв 
(1:4693±427).

Схема імунізації, що передбачає триразове з інтервалом у 4 
доби парантеральне уведення вакцинних препаратів у двократ-
но зростаючих дозах, стимулює високий рівень аглютинінів, не 
спричиняє стресу, а тому може бути використана для отримання 
високоактивних ешерихіозних сироваток.

Ключові слова: ентеротоксигенні кишкові палички, схеми 
імунізації, вакцинні препарати, тварини-донори, реакція аглюти-
нації, антигени бактерій.
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Мета дослідження – дати порівняльну 
оцінку двох схем імунізації різних видів тва-
рин (коні, велика рогата худоба, вівці та кро-
лі) вакцинним препаратом, що являє собою 
суспензію інактивованих формальдегідом 
мікробних клітини 24-годинної культури ен-
теротоксигенного штаму E. coli, які містили 
поверхневі антигенні детермінанти (Н-, К- і 
О-антигени) та анатоксин.

Матеріал і методи дослідження. Як 
вакцинний препарат використано 5-мільярд-
ну суспензію мікробних клітин 24-годин-
ної культури ентеротоксигенного β-гемолі-
тичного штаму E.  coli на триптон-соєвому 
дріжджовому бульйоні, інактивованих фор-
мальдегідом (0,4 % до об’єму культури), кон-
центрованих аеросилом А-300 (3 мг/мл). До 
інактивації культура являла собою рухливі 
поліморфні грамнегативні палички розміром 
0,8–1×2–5 мкм.

Як тварин-донорів використано кролів 
породи шиншила віком 6 місяців, масою 
3±0,3 кг; баранів породи прекос віком 6±0,5 
місяців; бугайців віком 6 місяців; коней ві-
ком 2±0,5 роки. Усі тварини були середньої 
вгодованості, клінічно здорові. Від кожного 
виду тварин брали по 6 голів, підібраних за 
принципом аналогів (за віком, живою масою 
та однаковими умовами утримання, догляду 
і годівлі). Кролі належали регіональній лабо-
раторії Держпродспоживслужби, а інші види 
тварин – ТОВ «Городище-2» Луцького райо-
ну Волинської області.

Схеми імунізації тварин різнилися між 
собою за кількістю ін’єкцій антигену та його 
дозою, а також датою забору крові для дослі-
дження на вміст аглютинінів у сироватці кро-
ві імунізованих тварин (табл. 1). Зокрема, за 
першої схеми імунізації вакцинний препарат 
вводили підшкірно триразово, а за другої – 

чотириразово,  з інтервалом 4 доби у 2-кратно 
зростаючих дозах. Початкова і наступні дози 
антигену для кожного виду тварин були різ-
ними (табл. 1). Забір крові для дослідження 
на вміст аглютинінів у сироватці крові про-
водили на 21-шу добу після останнього (тре-
тього) уведення вакцинного препарату або на  
30-ту добу після початку імунізації (перша 
схема імунізації) та на 21-шу добу після ос-
таннього (четвертого) уведення вакцинного 
препарату або на 34-ту добу після початку 
імунізації (друга схема імунізації).

Рівень аглютинінів у сироватці крові ви-
значали у розгорнутій реакції аглютинації 
(РА) [22]. Як антиген для РА використову-
вали 2-мільярдну суспензію інактивованої 
формальдегідом культури E. coli, з якої були 
виготовлені вакцинні препарати для імуніза-
ції тварин-донорів. РА ставили у полістиро-
лових 96-гніздних планшетах в об’ємі 1 см3. 
На забуференому до рН 7,40,85 % розчині 
натрію хлориду (ЗФР) готували розведення 
сироваток, починаючи із розведення 1:5. До 
0,5 см3 розведеної сироватки додавали по  
0,5 мл антигену, старанно перемішували і ви-
тримували за 37±0,5 °С впродовж 3±0,5 год, 
надалі за кімнатної температури – 18±2 год, і 
оцінювали реакцію в плюсах. За титр антитіл 
приймали останнє розведення сироватки, в 
якому спостерігалась аглютинація з оцінкою 
не менше як на 2 плюси.

Результати дослідження. У своїй ро-
боті ми намагалися врахувати досвід інших 
дослідників, які займалися виготовленням 
імунних діагностичних препаратів та досвід, 
отриманий із результатів попередніх власних 
досліджень, а також враховуючи наші можли-
вості щодо проведення таких досліджень на 
різних видах тварин. Результати досліджень 
наведено у таблиці 2.

Таблиця 1 – Схеми імунізації тварин-донорів вакцинним препаратом, виготовленим 
                     із ентеротоксигенного β-гемолітичного штаму E. coli

Вид 
тварин

Перша схема імунізації Друга схема імунізації
Доба імунізації Доба імунізації

Доза антигену, в см3 Доза антигену, в см3

Коні 1-ша; 
2,5

5-та;
5,0

9-та;
10,0

30-та;
забір*

1-ша; 
1,0

5-та;
2,0

9-та;
5,0

13-та;
10,0

34-та;
забір**

ВРХ 1-ша; 
2,5

5-та;
5,0

9-та;
10,0

30-та;
забір

1-ша; 
1,0

5-та;
2,0

9-та;
5,0

13-та;
10,0

34-та;
забір

Вівці 1-ша; 
1,0

5-та;
2,0

9-та;
4,0

30-та;
забір

1-ша; 
0,5

5-та;
1,0

9-та;
2,0

13-та;
4,0

34-та;
забір

Кролі 1-ша; 
0,5

5-та;
1,0

9-та;
2,0

30-та;
забір

1-ша; 
0,5

5-та;
1,0

9-та;
2,0

13-та;
4,0

34-та;
забір

Примітка: * – забір крові від тварин донорів проводили на 30-ту добу після початку імунізації тварин;
                   ** – забір крові від тварин донорів проводили на 34-ту добу після початку імунізації 
                           тварин.
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Наведені у таблиці 2 дані свідчать про те,  
що на один і той же вакцинний препарат (ан-
тиген) імунна система різних видів тварин 
реагує по-різному. Тому підбір тварин-до-
норів з метою виготовлення високоактивних 
імунних сироваток має важливе значення.

Водночас рівні антитіл у сироватці крові 
різних видів тварин за різних схем їх імуні-
зації однотипним антигенним препаратом до-
стовірно різняться між собою.

Обговорення. Як відомо із наукових дже-
рел, активність та специфічність антитільних 
діагностикумів для імунологічних реакцій 
(РНГА, РА, РІФ, РП тощо), насамперед, ви-
значається специфічною активністю імунних 
сироваток [23, 24]. Зокрема на активність 
імунних сироваток впливають такі чинники 
як антигенність вакцинних препаратів, взя-
тих для імунізації, вид тварин-донорів, схеми 
імунізації [25, 26].

Різниця у рівнях антитіл між другою і 
першою схемами імунізації в овець стано-
вить 35 %, кролів – 22,8 %, коней – 12,5 % 
і ВРХ – 9,1 %. Очевидно, що четверте уве-
дення вакцинного препарату підсилило гу-
моральну відповідь у тварин, імунізованих 
за другою схемою, порівняно із першою. 
Можна стверджувати, що збільшення кіль-
кості ін’єкцій антигену позитивно впли-
ває на зростання титрів аглютинінів. Наші  
дослідження узгоджуються із результатами 
досліджень інших дослідників, які вважа-
ють, що активність імунних сироваток зале-
жить, насамперед, від дози та кратності уве-
дення антигену [27, 28].

Проте, слід зазначити, що у всіх коней і 
кролів, а також у половини, взятих у дослід, 
бугаїв і баранів четверте введення вакцинно-
го препарату спричинило підвищення страху 
перед уведенням препарату – тварини збу-
джено реагували на їх фіксацію, тремтіли.  
У тварин цієї групи на місці уведення препа-
рату утворилась розлита припухлість, спо-
стерігалось місцеве підвищення температури 
і болючість, які зникали поступово впродовж 

6–8 діб. Ці ознаки є свідченням того, що у 
тварин вже після третього уведення вакцин-
ного препарату у різко зростаючих дозах 
спостерігається сенсибілізація організму ан-
тигенними детермінантами, що входили до 
складу вакцинного препарату.

Зважаючи на те, що четверте уведення 
препарату призводить до стресового стану 
організму імунізованих тварин як на імуно-
логічному (розвиток сенсибілізації), так і не-
вротичному (розвиток боязні до проведення 
ветеринарних процедур зокрема й ін’єкцій) 
рівнях, вважаємо, що для отримання високо-
активних сироваток достатньо триразового 
уведення вакцинного препарату.

Висновки те перспективи подальших 
досліджень. 1. У процесі імунізації однотип-
ним антигенним препаратом найвищі титри 
антитіл виявлялися в сироватці крові кро-
лів (1:9387±853) та баранів (1:8533±1079), 
дещо менші у коней (1:6827±1079) і бугаїв 
(1:4693±427).

2.	 Імунізація тварин-донорів за схемою, 
що передбачає чотириразове парантеральне 
уведення вакцинного препарату у двократ-
но зростаючих дозах стимулює накопичення 
вищого рівня аглютинінів в сироватці крові 
імунізованих тварин всіх чотирьох видів, які 
були взяті у дослід. Проте, четверте уведення 
антигену спричиняє в імунізованих тварин 
виникнення проявів сенсибілізації організму 
та стресового стану.

3.	 Схема імунізації тварин-донорів, що 
передбачає триразове з інтервалом у 4 доби 
парантеральне (підшкірне чи внутрішньом’я-
зове) уведення вакцинних препаратів у 
двократно зростаючих дозах, стимулює утво-
рення достатньо високого рівня аглютинінів 
і може бути використана в подальшій роботі 
для отримання високоактивних імунних си-
роваток.

Подяки. Висловлюємо щиру вдячність:
–	 директору ТОВ «Городище» Никонюку 

Анатолію Олександровичу за представлену 
можливість провести досліди з порівняльного  

Таблиця 2 – Порівняльна оцінка титрів аглютинінів у сироватці крові різних видів тварин –
                     потенційних донорів імунних ешерихіозних сироваток, імунізованих за двома схемами 
                     вакцинним препаратом, виготовленим із ентеротоксигенного β-гемолітичного штаму 
                     E. coli (р≤0,05)

Схема імунізації
Вид тварин (п=6) та титри аглютинінів

Коні ВРХ Вівці Кролі

Перша 1:5973±1428 1:4267±540 1:5547±1028 1:7253±1389

Друга 1:6827±1079 1:4693±427 1:8533±1079 1:9387±853
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вивчення схем імунізації тварин на конях, ве-
ликій рогатій худобі та вівцях, а також спеці-
алістам господарства – головному зоотехніку 
Богоносу Олександру Володимировичу, 
ветеринарному спеціалісту Кізицькому Ві-
талію Миколайовичу та завідувачці фер-
мою Верхорубовій Людмилі Павлівні за 
безпосередню допомогу та сприяння в прове-
денні дослідів на тваринах;

–	 директору регіональної лабораторії 
Держпродспоживслужби Коцюбинському 
Володимиру Григоровичу за сприяння у 
проведенні дослідів на кролях.
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Selection of donor animals for the production 
of immune diagnostic sera against escherichiosis

Poruchynskyi B., Boyko P.
The "One Health" strategy envisions the control 

of all processes in the food production chain “from 
farm to fork.” The detection of biotoxigens, including 
enterotoxigenic Escherichia coli, can be carried out 
by various methods. However, none of them can be 
classified as rapid methods. The fluorescent antibody 
technique (FAT), which combines the objectivity of 
microscopic methods with the high specificity of im-
munological reactions, may be applied in such a role.

Analysis of FAO reports shows that monitoring 
for the presence of enteropathogenic E. coli is a vital 
part of the "One Health" strategy. The development 
of rapid methods for the indication and identification 
of enterotoxigenic E. coli is a current topic of sci-
entific investigation, and FAT is one of such meth-
od. The diagnostic effectiveness of FAT depends on 
the activity and specificity of Escherichia coli sera, 
which in turn depends on the donor animals, immu-
nization schemes, and antigenicity of the vaccine 
preparations.

Objective of the Study is to perform a compar-
ative assessment of two immunization schemes in 
different animal species using a vaccine preparation 
from inactivated E. coli microbial cells.

As the vaccine preparation, a 5-billion suspen-
sion of microbial cells from a 24-hour culture of an 
enterotoxigenic β-hemolytic strain of E. coli grown 
in tryptone-soy yeast broth was used. The cells 
were inactivated with formaldehyde (0.4% of cul-
ture volume) and concentrated with Aerosil A-300 
(3 mg/ml).
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Rabbits, sheep, bulls, and horses (6 animals of 
each species) were used as donor animals. They were 
selected based on similarity in age, body weight, 
housing, and feeding conditions. All animals were 
clinically healthy.

Two immunization schemes were used. In the 
first scheme, the vaccine was administered subcuta-
neously three times, and in the second – four times, 
at 4-day intervals in twofold increasing doses. Blood 
samples for testing were collected on the 21st day af-
ter the last vaccine administration.

Agglutinin levels were determined using the ag-
glutination reaction (AR). A 2-billion suspension of 
inactivated E. coli cells was used as the antigen. The 
reaction was performed in a volume of 1 cm³. The 
titer was defined as the last dilution of serum that 
showed agglutination of at least 2 pluses.

The highest agglutinin titers were found in rab-
bit sera – 1:7253±1389 (first immunization scheme) 
and 1:9387±853 (second scheme). Slightly lower 
antibody titers were found in sheep – 1:5547±1028 
(first scheme) and 1:8533±1079 (second scheme), 
and horses – 1:5973±1428 and 1:6827±1079 respec-
tively. The lowest titers were found in bull sera – 
1:4267±540 (first scheme) and 1:4693±427 (second 

scheme). This indicates that different animal species 
react differently to the same antigen.

It was established that the difference in aggluti-
nin levels between the second and first immunization 
schemes was 35% in sheep, 22.8% in rabbits, 12.5% 
in horses, and 9.1% in cattle. Thus, the fourth ad-
ministration of the vaccine enhances the humoral re-
sponse in immunized animals. However, it also caus-
es stress and sensitization in the animals. Therefore, 
three administrations of the vaccine are sufficient for 
producing active Escherichia coli sera.

During immunization with Escherichia coli 
antigen, the highest agglutinin titers were re-
corded in the sera of rabbits (1:9387±853) and 
sheep (1:8533±1079), slightly lower in horses 
(1:6827±1079), and the lowest in bulls (1:4693±427).
The immunization scheme involving three parenter-
al administrations of the vaccine at 4-day intervals 
in twofold increasing doses stimulates a high level 
of agglutinins without causing stress, and therefore 
can be used for obtaining highly active escherichio-
sis diagnostic sera.

Key words: enterotoxigenic Escherichia coli, 
immunization schemes, vaccine preparations, donor 
animals, agglutination reaction, bacterial antigens.
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