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1.ВВЕДЕНИЕ

Актуальность темы: Многие исследователи рассматривают совокупность микроорганизмов желудочно- кишечного тракта как микробную экосистему, которая благоприятна для организма хозяина. При этом в составе микрофлоры кишечника существуют потенциально-патогенные микробы, но экологический баланс здесь таков, что они остаются в количестве, безопасном для организма.

Однако популяция микроорганизмов, существующая внутри животного, нестабильна. Понижение или повышение температуры тела, кислотности, обезвоживание организма или введение антибиотиков угнетают или полностью уничтожают ее. Наименьшее, что может произойти, в случае нарушения баланса микрофлоры — это ухудшение перевариваемости питательных веществ потребленного корма; наихудшее — это вымирание некоторых видов микроорганизмов, которые, погибая, выделяют токсины, вызывающие колики, энтериты или ламиниты. Качественное и/или количественное изменение состава кишечной микрофлоры называют дисбактериозом кишечника. Дисбактериоз всегда вторичен. Наиболее частой причиной развития дисбактериоза кишечника – применение антибиотиков, прямо подавляющих жизнедеятельность кишечных микроорганизмов и существенно меняющих «микробный пейзаж» желудочно–кишечного тракта.  
В связи с этим важно изучение состава микрофлоры кишечника и ее чувствительности к различным антибиотикам

Цель работы: Изучение микрофлоры прямой кишки лошадей и ее чувствительности к антибиотикам.

Задачи:

1. Выделить микроорганизмы, содержащихся в прямой кишке исследуемых лошадей.

2. Изучить культурально-морфологические признаки, биохимические свойства выделенных микроорганизмов.

3. Идентифицировать выделенные микроорганизмы.

4. Изучить чувствительность данных микроорганизмов к антибиотикам, часто применяемым для лечения лошадей

2ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

2.1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

2.1.1 Коротко о предмете изучения
Пищеварительная система однокопытных, то есть лошадей и всех их биологических родственников, представляет собой нечто среднее между коротким трактом плотоядных и сложным многокамерным устройством жвачных: пищевод заканчивается единственным желудком как у хищников, но значительная длина кишечника характерна для травоядных. Причем тип питания – грубая малокалорийная растительная пища – совпадает с таковым у жвачных, то есть процессы пищеварения должны быть столь же объемны и сложны. Для расщепления клетчатки и целлюлозы жвачные снабжены преджелудками – тремя дополнительными камерами, в которых и происходят процессы подготовки корма к усвоению, далее в кишечнике уже происходит дополнительная ферментация и всасывание веществ. У лошади роль преджелудков играет объемная слепая и частично большая ободочная кишка. Собственно, ни жвачные, ни однокопытные не могут самостоятельно переварить корм, эту функцию выполняют кишечные бактерии – симбионты, которые ферментируют и расщепляют нутриенты корма до веществ, доступных к усвоению организмом животного. Это далеко не единственная функция кишечной флоры лошади, огромное значение имеет конкурентоспособность симбионтов – если наряду с ними в кишечнике «процветают» колонии болезнетворных организмов, процесс пищеварения серьезно нарушается. В лучшем случае «не в коня корм», в другом – кишечные колики.[3,5]

Поэтому информация о микробном составе кишечника лошади представляет практический интерес для ветеринарного врача и коневладельца.

2.1.2 Роль нормальной микрофлоры

Нормальная микрофлора играет важную роль в защите организма от патогенных микробов, например, стимулируя иммунную систему, принимая участие в реакциях метаболизма. В то же время эта флора способна привести к развитию инфекционных заболеваний. Нормальная микрофлора составляет конкуренцию для патогенной; механизмы подавления роста последней достаточно разнообразны. Основной механизм – избирательное связывание нормальной микрофлорой поверхностных рецепторов клеток, особенно эпителиальных. Большинство представит
елей резидентной микрофлоры проявляет выраженный антагонизм в отношении патогенных видов. Эти свойства особенно ярко выражены у бифидобактерий и лактобацилл; антибактериальный патенциал формируется секрецией кислот, спиртов, лизоцима, бактериоцинов и других веществ.[3,4] Кроме того, высокая концентрация указанных продуктов ингибирует метаболизм и выделение токсинов патогенными видами (например, термолабильного токсина энтеропатогенными эшерихиями).
Нормальная микрофлора – неспецифический стимулятор («раздражитель») иммунной системы; отсутствие нормального микробного биоценоза вызывает многочисленные нарушения в иммунной системе. Нормальная кишечная микрофлора играет огромную роль в метаболических процессах организма и поддержании их баланса. Обмен витаминами и минеральными веществами. Общепринятый факт – ведущая роль нормальной микрофлоры в обеспечении организма ионами Fe2+, Ca2+, витаминами К, D, группы В (особенно В1, рибофлавин), никотиновой, фолиевой и пантотеновой кислотами. Кишечные бактерии принимают участие в инактивации токсичных продуктов эндо- и экзогенного происхождения. Кислоты и газы, выделяющиеся в ходе жизнедеятельности кишечных микробов, оказывают благоприятное действие на перистальтику кишечника и своевременное его опорожнение. Нарушение видового состава нормальной микрофлоры под влиянием инфекционных и соматических заболеваний, а также в результате длительного и нерационального использования антибиотиков приводит к состоянию дисбактериоза, который характеризуется изменением соотношения различных видов бактерий, нарушением усвояемости продуктов пищеварения, изменением ферментативных процессов, расщеплением физиологических секретов. Для коррекции дисбактериоза следует устранить факторы, вызвавшие этот процесс.[1,6]

2.1.3 Выбор метода изучения.
Далеко не все микроорганизмы, находящиеся в кишечнике, являются его постоянными обитателями, огромная их часть проходит транзитом (так и называется – транзиторная флора), им или не подходят такие условия, или они не имеют возможности конкурировать с уже имеющимися популяциями микробов. Поэтому для достоверной оценки микробного состава кишечника не подходит микроскопическое исследование фекалий – оно покажет (весьма неточно) общий фон и соотношение палочек и кокков без учета их активности, вида и роли в происходящих процессах. Наиболее достоверный результат дает бактериологический метод анализа – посев материала на питательные среды. Бакпосев выявляет только жизнеспособные микроорганизмы, по характеру выросших колоний определяется вид микробов, их количество и свойства. 

2.1.4 Культуральные свойства бактерий.

К культуральным или макроморфологическим свойствам относятся характерные особенности роста микроорганизмов на плотных и жидких питательных средах. На поверхности плотных питательных сред в зависимости от посева микроорганизмы могут расти в виде колоний, штриха или сплошного газона.

Колонией называют изолированное скопление клеток одного вида, выросших из одной клетки (клон клеток). В зависимости от того, где растет микроорганизм (на поверхности плотной питательной среды, в толще ее), различают поверхностные, глубинные и донные колонии.

Колонии, выросшие на поверхности среды, отличаются разнообразием, они видоспецифичны и их изучение используется для определения видовой принадлежности исследуемой культуры.[4,6]

При описании колоний учитывают следующие признаки:

1. форму колонии – округлая, амебовидная, ризоидная, неправильная и т.д.;

2. размер (диаметр) колонии – очень мелкие (точечные) (0,1-0,5 мм), мелкие (0,5-3 мм), средних размеров (3-5 мм) и крупные (более 5 мм в диаметре);

3. поверхность колонии – гладкая, шероховатая, складчатая, морщинистая, с концентрическими кругами или радиально исчерченная;

4. профиль колонии – плоский, выпуклый, конусовидный, кратерообразный и т.д.;

5. цвет колонии(пигмент) – бесцветная или пигментированная (белая, желтая, золотистая, красная, черная), особо отмечают выделение пигмента в среду с ее окрашиванием;

6. край колонии – ровный, волнистый, зубчатый, бахромчатый и т.д.;

7. консистенция колонии – определяют прикасаясь к поверхности петлей, колония может быть плотной, мягкой, врастающей в агар, слизистой (тянется за петлей), хрупкой (легко ломается при соприкосновении с петлей).

Рост микроорганизмов на жидких питательных средах учитывают, используя 4-7 суточные культуры, выращенные в стационарных условиях.
2.1.5 Дисбактериоз кишечника, вызываемый применением антибиотиков
Качественное и/или количественное изменение состава кишечной микрофлоры называют дисбактериозом кишечника. Дисбактериоз всегда вторичен. Наиболее частой причиной развития дисбактериоза кишечника – применение антибиотиков, прямо подавляющих жизнедеятельность кишечных микроорганизмов и существенно меняющих «микробный пейзаж» желудочно–кишечного тракта. Комплекс патологических сдвигов в составе кишечной микрофлоры с соответствующими клиническими проявлениями, связанный с дисбактериозом, развившимся вследствие применения антибиотиков, в зарубежной литературе часто обозначают как антибиотик–ассоциированная диарея (antibiotic associated diarrhea).[5]
Антибиотик-ассоциированную диарею наиболее часто вызывают линкомицин, ампициллин, клиндамицин, бензилпенициллин, цефалоспорины, тетрациклины, эритромицин. Способ введения антибиотика не имеет большого значения. При приеме внутрь помимо эрадикации микроорганизмов происходит воздействие антибиотика на слизистую оболочку тонкой кишки. При парентеральном введении антибиотики воздействуют на биоценоз кишечника, выделяясь со слюной, желчью, секретами тонкой и толстой кишок.
2.2 СОБСТВЕННЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

2.2.1. Материалы и методы

Для исследования, на данном этапе, были отобраны 11 лошадей: мерины и жеребцы в возрасте от 7 до 13 лет, содержащихся в условиях городских прокатных конюшен. Первичные пробы были взяты непосредственно из прямой кишки лошадей, во избежание контакта с внешней средой, и в стерильной таре отправлены в лабораторию адаптации ИЭВСиДВ. Посев производился на твердые питательные среды: Эндо для выделения энтеробактерий, Лактозный ТТХ агар с тергитолом 7 для E.coli, Лактобакагар для лактобактерий, Bifidobacterium Agar для бифидобактерий, базовая питательная среда МПА.

Пробирки и чашки Петри с посевами помещали в термостат. Культуральные свойства характеризуются питательными потребностями, условиями и типом роста бактерий на плотных питательных средах. Они устанавливаются по морфологии колоний и особенностям роста культуры. Морфологические и тинкториальные признаки бактерий изучали при микроскопическом исследовании мазков, окрашенных по Граму. Определение количественного состава микроорганизмов проводили по методу Коха. Биохимические свойства выделенных микроорганизмов определяли с использованием наборов реагентов. По результатам биохимии определяли видовую принадлежность микроорганизмов. Определяли чувствительность микроорганизмов диско-диффузионным методом.
Определение КОЕ. В стерильных условиях готовили ряд последовательных разведений содержимого прямой кишки в 0,85%-м растворе NaCl (физиологическом растворе). Суспензию из полученных разведений высевали поверхностным способом на плотную питательную среду. Посевы инкубировали в термостате при температуре +37°С в течение 24 часов, после чего производили подсчёт выросших колоний. (Приложение А).
Посев. Брали чашки Петри с питательным агаром. Все манипуляции, связанные с посевом и выделением микробных культур, производили в ламинарном боксе. Исследуемый материал петлей вносили в сектор и проводили ею параллельные линии по всему сектору. После окончания посева петлю прожигали для уничтожения находящейся на ней микроб​ной культуры. В том месте, где на агар попало большое количе​ство микробных клеток, наблюдался рост микроорганизмов в виде сплошного штриха. На секторах с небольшим количеством клеток вырастали отдельные колонии.

Приготовление мазков. На обезжиренное предметное стекло в каплю физиологического раствора бактериальной петлей вносили исследуемый материал с посева и распределяли тонким равномерным слоем так, чтобы капля жидко​сти стала слегка мутноватой. С обратной стороны предметного стекла обозначали границы мазка с помощью маркера. Приготовленный на предметном стекле мазок высушивали и после высыхания фиксировали. Для фиксации мазка предметное стекло (мазком вверх) медленно проводили 3-4 раза через пламя спиртовки. Микроорганизмы при фиксации погибают, плотно прикрепляются к поверхности стекла и не смываются при дальнейшей обработке. (Приложение Б).
Окрашивание по Граму. Производилось с использованием набора реагентов для окраски по Граму в соответствии с инструкцией по применению.

Биохимический анализ. Производился с использованием наборов реагентов «Пластина биохимическая, дифференцирующая энтеробактерии» и «Пластина биохимическая, дифференцирующая стафилококки». (Приложение В).
Определение видовой принадлежности. Производилось с использованием программы для идентификации.

Определение чувствительности к антибиотикам. На поверхность агара в чашке Петри наносили бактериальную суспензию определенной плотности, соответствующую стандарту мутности 0,5 по MсFarland и затем помещали диски с антибиотиками. Диффузия антибиотика в агар приводит к формированию зоны подавления роста микроорганизмов вокруг дисков. После инкубации чашек в термостате при температуре 37оС учитывали результат путем измерения диаметра зоны вокруг диска в миллиметрах. На основании получаемых количественных данных микроорганизмы подразделяли на чувствительные и резистентные. (Приложение Г).
Результаты исследований
Результаты изучения морфологических свойств колоний, выросших при посеве биологического материала на питательные среды, приведены в таблице 1.

Таблица 1. Морфология колоний, выращенных на плотных питательных средах.

	Среда
	Бактерия
	Описание колонии

	Эндо
	E.aerogenes
	Округлая форма d=3-5 мм с волнистым краем, блестящей поверхностью и плоским профилем, мягкой консистенции.

	
	С.freundii
	Округлая форма d=8-9 мм с фестончатым краем, складчатой поверхностью и кратерообразным профилем, плотной консистенции.

	Лактозный ТТХ агар с тергитолом 7
	E.coli

	Округлая форма d=3-4 мм с ровным краем, блестящей поверхностью и плоским профилем, мягкой консистенции.

	Лактобакагар
	Lactobacillus
	Округлая форма d=2-3 мм с ровным краем, матовой поверхностью, плоским профилем, слизистой консистенции.

	Bifidobacterium Agar
	Bifidobacterium
	Округлая форма d=3-4 мм с ровным краем, матовой поверхностью, плоским профилем, слизистой консистенции.

	МПА
	S.equorum
	Округлая форма d=2-3 мм с ровным краем, матовой поверхностью и плоским профилем, мягкой консистенции, непрозрачная.

	
	S.xylosus
	Округлая форма d=12 мм с ровным краем, матовой поверхностью и плоским профилем, мягкой консистенции, окрашена в жёлтый цвет.

	
	S.intermedius
	Округлая форма d=8-9 мм с волнистым краем, матовой поверхностью и плоским профилем, мягкой консистенции, окрашена в жёлтый цвет.




Результаты количественного определения микроорганизмов, проведенного по методу Коха, приведены в таблице 2.

Таблица 2. Микробный состав содержимого прямой кишки лошадей и его количественное определение.

	Бактерия
	Количество КОЕ/г

	E.aerogenes
	1,8·104

	E.coli
	7·103

	C.freundii
	1·103

	Lactobacillus
	5,28·106

	Bifidobacterium
	4,389·106

	S.equorum
	8,93·106

	S.xylosus
	2·104

	S.intermedius
	3·104


Из таблицы 2 видно, что содержание условно патогенных организмов - E.aerogenes, C.freundii,.E.coli, S.equorum, S.xylosus, S.intermedius примерно соответствует содержанию полезных бактерий семейства Lactobacillaceae и Bifidobacteriaceae. Учитывая, что обследуемые лошади были клинически здоровы и не имели проблем с ЖКТ, можно предположить, что выделенный состав микроорганизмов соответствует нормальному. 

Морфологические и тинкториальные свойства микроорганизмов, выделенных на различных питательных средах, описаны в таблице 3.

Таблица 3. Морфология бактерий. (Приложение Д).
	Среда
	Бактерия
	Описание

	Эндо
	E.aerogenes
	Грамотрицательные палочковидные.

	
	C.freundii
	Грамотрицательные палочковидные.

	Лактозный ТТХ агар с тергитолом 7
	E.coli
	Грамотрицательные палочковидные.

	Лактобакагар
	Lactobacillus
	Грамположительные палочковидные.

	Bifidobacterium Agar
	Bifidobacterium
	Грамотрицательные палочковидные.

	МПА
	S.equorum
	Грамположительные кокки.

	
	S.xylosus
	Грамположительные кокки.

	
	S.intermedius
	Грамположительные кокки


Результаты определения чувствительности выделенных микроорганизмов к антибиотикам приведены в таблице 4.

Таблица 4. Чувствительность выделенных микроорганизмов к антибиотикам.
	Антибиотик
	Диаметр зон подавления роста (мм)

	
	E.coli
	Lactobacillaceae
	Bifidobacterium
	Staphylococcus

	Амоксиклав
	13
	18
	14
	10

	Ампициллин
	5
	13
	7
	5

	Ципрофлоксацин 5 мкг
	17
	7
	18
	15

	Гентамицин 10 мкг
	11
	6
	7
	12

	Канамицин
	11
	5
	8
	11

	Амоксициллин 20 мкг
	8
	16
	17
	8

	Норфлоксацин
	14
	6
	13
	10

	Линкомицин
	7
	10
	6
	6

	Карбенициллин 100 мкг
	10
	16
	12
	8

	Энрофлоксацин 5 мкг
	16
	6
	8
	13

	Неомицин 30 мкг
	9
	6
	8
	10

	Бензилпенициллин
	5
	18
	6
	4


Данные приведенные в таблице 4 показывают, что выделенные штаммы лактобактерии наиболее чувствительны к применению амоксиклава, амоксициллина, бензилпенициллина, карбенициллина, штаммы бифидобактерии - к применению ципрофлоксацина, амоксициллина, штаммы кишечной палочки чувствительны к энрофлоксацину и ципрофлоксацину. Выделенные штаммы стафилококков оказались устойчивы ко всем испытуемым антибиотикам. 
ВЫВОДЫ

1. Выделены микроорганизмы, содержащиеся в прямой кишке исследуемых лошадей. Наибольшее количество составляют микроорганизмы рода Lactobacillus(КОЕ 5,28·106) , Bifidobacterium (КОЕ 4,389·106) , Staphylococcus (КОЕ 8,93·106  ).
2. Изучены культурально-морфологические и тинкториальные признаки, биохимические свойства выделенных микроорганизмов. По результатам анализа мазков определены следующие типы бактерий: грамотрицательные и грамположительные палочковидные, грамположительные кокки.
3. Определена видовая принадлежность (энтеробактерии, лактобактерии, бифидобактерии, стафилококки) выделенных микроорганизмов и их количественный состав.
4. Выделенные микроорганизмы нормофлоры прямой кишки лошадей чувствительны к антибиотикам – амоксиклаву, амоксициллину, бензилпенициллину, карбенициллину, ципрофлоксацину, энрофлоксацину. 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
5. Проведенные исследования позволили определить микробный – видовой и количественный состав прямой кишки лошадей. Полученные данные в дальнейшем были использованы, для определения чувствительности кишечной нормофлоры к антибиотикам наиболее часто применяемы в лечении лошадей. Результаты этих исследований будут полезны при назначении антибиотикотерапии лошадям.
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Приложение А
Морфология колоний микроорганизмов, выращенных на твёрдых питательных средах
[image: image1.jpg]



1 — изолированная колония на питательной среде Лактобакагар;
2 — изолированная колония на питательной среде Bifidobacterium Agar;
3 — изолированная колония на питательной среде МПА;
4 — изолированная колония на питательной среде Эндо;

5 — изолированная колония на питательной среде Лактозный ТТХ агар с тергитолом 7;
6 — изолированная колония на питательной среде МПА.

Приложение Б
Приготовление мазков в ламинарном боксе для последующего окрашивания их по Граму
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Приложение В
Биохимический анализ для идентификации микроорганизмов с использованием наборов реагентов
[image: image3.jpg]1 — lNnactuHa Broxummnyeckas, anddepeHumpytoLas cTadUnoKoKKN;
2 — lNMnacTtunHa Buoxmmmnyeckas, avddepeHUMpytoLlas aHTepobakTepum




Приложение Г
Определение чувствительности микроорганизмов диско-диффузионным методом
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Приложение Д
Морфология бактерий
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1-3 — грамотрицательные палочковидные бактерии;

4-5 — грамположительные палочковидные бактерии;

6-8 — грамположительные кокки.
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