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Изучено влияние перорального введения растворов дельта­
эндотоксина В. Iкиггпдгепвгв на белых мышей. Показано, что высо­
кие дозы дельта-эндотоксина (свыше 100 мг/кг веса) приводили к 
изменению характера поведения животных: снижению физиче­
ской активности, аппетита, уменьшению количества поедаемого 
корма. Появлялись признаки дисбактериоза -  изменение конси­
стенции стула, вздутие живота.
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Введение

В последние время на основе споро-кристаллического комплекса и отдельных 
параспоральных белков (Сгу-белков, дельта-эндотоксинов) широко распространен­
ной в природе почвенной бактерии В. Iкиппдгепвгв выпускается большое разнообра­
зие биоинсектицидов, которые широко применяются для защиты растений в лесных 
биоценозах, агроценозах и лесо-парковых городских насаждениях. Сгу-гены введены 
в целый ряд растений для защиты их от вредных насекомых (генно- 
модифицированные В^-растения).

Сведения об экологических последствиях применения биоинсектицидов на 
основе различных компонентов В. {киппдгепвгв и их действие в отношении нецеле­
вых объектов носят весьма противоречивый характер. Известно однако, что опреде­
ленные штаммы данного микроорганизма содержат гены, ответственные за образо­
вание энтеротоксинов, вызывающих отравление с диарейным синдромом. Кроме то­
го, в опытах на лабораторных животных по оценке острой токсичности компонентов 
различных штаммов В. {киппдгепвгв доказан либо большой процент летальности, ли­
бо серьезные патологические изменения в их тканях и органах [1, 2]. В этой связи ра­
бота по оценке влияния дельта-эндотоксинов на теплокровных животных при перо- 
ральном введении является весьма актуальной.

Известно, что при попадании токсичных белков в желудочно-кишечный тракт 
животных меняется состав и свойства кишечной микрофлоры, нарушаются ее функ­
ции -  развивается дисбактериоз [3].

Целью исследования явилось изучить действие различных доз дельта­
эндотоксинов В. Iкиппдгепвгв зиЪзр. кигвШкг на белых мышей при пероральном вве­
дении.

Материалы и методы исследований

В работе был использован штамм 2-52 В. Iкиппдгепвгв зиЪзр. кигвШкг, проду­
цирующий кристаллы дельта -  эндотоксина класса Сгу1А, полученный из коллекции 
культур микроорганизмов Всероссийского института защиты растений (ВИЗР) 
г. Пушкин Ленинградской области. Культуру выращивали на питательной среде 
№ 14 при температуре 27°С, на 3-4 сутки культивирования при спорообразовании в 
пределах 80-90% выделяли параспоральные кристаллы дельта -  эндотоксинов, от­
деляя кристаллы от спор. Для активации протоксинов до активных токсинов с уча­
стием протеиназы бактерии-продуцента растворы инкубировали в течение 1-2-х су-

1 Работ а поддерживает ся грантом ФЦП, гос. контракт № 02.740.11.5230.
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ток при комнатной температуре. После этого белки кристаллов осаждали, отделяли 
от супернатанта центрифугированием и перерастворяли в 0,02М фосфатном буфере 
при рН 7,8.

Затем готовили растворов белков нужной концентрации в этом буфере, кон­
центрацию белка определяли спектрофотометрически при 280 нм (8280). Полученные 
растворы использовали для перорального введения подопытным животным.

В эксперименте использовали белых беспородных мышей -  самок. Содержа­
ние, питание, уход за животными осуществляли в соответствии с требованиями 
«Правил проведения работ с использованием экспериментальных животных» (При­
ложение к приказу МЗ СССР от 12.08.1977 № 755) при сходных условиях в отношении 
температуры, влажности и освещения, а также рациона питания. Первая группа жи­
вотных ежедневно в одно и то же время (в первой половине дня) получала перо­
рально внутрижелудочно с помощью зонда в течение 28 суток дельта -  эндотоксины 
в количестве 25 мг/кг веса, вторая -  50 мг/кг веса (группы А  и В) и третья группа -  
100 мг/кг веса (группа С), что составило 0,0075 -  0,03 мг на особь. Контролем по­
служила группа животных, получающая пищу без добавления токсинов.

Для исключения влияния на микрофлору кишечника животных неспецифи­
ческих факторов, связанных со стрессом, все животные контрольной группы подвер­
гались тем же манипуляциям, что и животные, получающие растворы дельта­
эндотоксинов. Чистый физиологический раствор особям контрольной группы вводи­
ли внутрижелудочно в том же объёме, в котором вводили раствор токсинов живот­
ным опытным группам.

В течение всего времени проведения эксперимента следили за количеством 
поедаемого животными корма, контролировали их вес, поведение и отслеживали 
возможные симптомы проявления дисбактериоза.

Результаты исследования и их обсуждение. В табл. 1 представлены результаты 
изменения характера поведения и появление симптомов дисбактериоза у мышей в 
зависимости от доз вводимых растворов дельта-эндотоксинов В. {киппдгепзгз 8иЪ8р. 
кигзШкг 2-52  и сроков их применения.

Таблица 1
Характер поведения и симптомы проявления дисбактериоза 

у мышей после введения растворов дельта — эндотоксинов В. Ткиггпдгепзгз

Признак

Контро­
льная

группа
животных

Дозы дельта -  эндотоксинов, вводимые животным экспериментальных групп,
м г/кг веса

25 (группа А) | 50 (группа В) | 100 (группа С)
Сроки наблюдения, сутки

7 | 14 | 21 1 28 1 7 1 14 1 21 1 28 1 7 1 14 1 21 1 28
В каждой группе по 30 особей

Физическая ак­
тивность

+ + + + 28 + + + 27 23 20 18 16

Снижение фи­
зической ак­

тивности 
и аппетита

- - - - 2 - - - 3 7 10 12 14

из них:
Стул без изме­

нений
+ + + + + + + + + 23 20 18 16

Диарея, взду­
тие живота

- - - - - - - - - 4 7 8 10

Запор - - - - - - - - - 3 2 2 2

+ признак наблю дался у всех особей в  группе; 
- признак отсутствовал у всех особей в  группе.

В контрольной группе животных симптомы проявления дисбактериоза не от­
мечались. В экспериментальных группах А  и В в течение 3-х недель после начала 
введения растворов дельта-эндотоксина признаков дисбактериоза также не наблю-
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далось. Мыши поедали без остатка весь предложенный корм и были активны 
в поведении.

На 28 сутки после начала эксперимента в данных группах животных у
2-3 особей из 30, т.е. у  6,7-10,0% особей, отмечались изменения в характере поведе­
ния: снижение физической активности и аппетита. Однако явно выраженных при­
знаков дисбактериоза не наблюдалось.

Дисбиотические признаки у  животных экспериментальной группы С появи­
лись уже к концу первой недели после начала эксперимента и сохранялись у  неко­
торых особей в течение всего периода наблюдений, постепенно усиливаясь. Так, у  7 
особей (13,4%) отмечались следующие симптомы дисбактериоза: диарея, вздутие жи­
вота, изменение консистенции стула, запоры и т.д. Изменился и характер поведения: 
мыши стали «вялыми», малоподвижными, корм поедали неохотно и не полностью.

К 14-ым суткам после начала эксперимента у  мышей в группе С, снижение фи­
зической активности, аппетита и диарея и вздутие живота отмечалась уже у 7 живот­
ных, или в 23,3% случаях, запоры или чередование диареи и запора -  у  1-2 особей, 
в 3,4  -  6,7% случаях. На 21-е сутки количество животных с явными признаками дис­
бактериоза увеличилось до 12, т.е. 40% мышей страдали от диареи и других проявле­
ний данного недуга. К концу эксперимента, на 28-е сутки, число мышей с признака­
ми заболевания составило 14, или 46,7% от общего числа, почти половина от общего 
числа животных в эксперименте.

Следует отметить, что такие признаки, как снижение физической активности 
и наличие диареи четко коррелировали с уменьшением количества поедаемого 
корма и снижением веса у  лабораторных животных в группе С (рис. 1., 2.).

Как видно из данных, представленных на рисунках, среднее количество кор­
ма, поедаемого 1 животным экспериментальных групп А  и В, было сравнимо с тако­
вым в контрольной группе и составило в среднем 10,4-11,0 г в сутки. В группе С сред­
нее количество поедаемого корма сократилось к 28 -  м суткам с 11,0 до 8,1 грамма.

12

О.
°  о -I-----------------------1-----------------------1-----------------------1-----------------------1-----------

1 сутки 7 сутки 14 сутки 21 сутки 28 сутки

—♦— контроль —■— Животные группы А

Животные группы В □  Животные группы С

Рис. 1. Среднее количество корма, поедаемого 1 животным в сутки

Средний вес контрольных животных увеличился с 26, 0 до 26,5 граммов на 
28-е сутки, а в группе А, где животные получали дозу растворов дельта-эндотоксинов 
25 мг/кг веса, средний вес мышей также несколько увеличился и составил 26,2 г. 
В группе В средний вес мышей незначительно уменьшился и составил к концу экспе­
римента 25,5 г, но это уменьшение оказалось статистически недостоверным. Напро­
тив, снижение веса мышей в группе С, получавших высокие дозы растворов дельта­
эндотоксина (100 мг/кг веса), было статистически значимым, и составило в среднем 
23,1 г на 28-е сутки по сравнению с 26,0 г в начале эксперимента.
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Разнообразие клинических форм заболевания при введении растворов дельта­
эндотоксинов В. {киппдгепзгз мышам равного веса и возраста (при прочих равных 
условиях эксперимента) служат указанием на индивидуальную чувствительность жи­
вотных к токсическим метаболитам бацилл этой группы. Не исключено, что под­
опытные мыши в ходе своего индивидуального развития могли в той или иной сте­
пени контактировать с подобными микробами или их метаболитами. Такой контакт 
мог привести либо к развитию устойчивости, либо к их сенсибилизации. Безусловно, 
проявление дисбактериоза зависело, возможно, от наличия других заболеваний и 
инфекций у животных.

Таким образом, пероральное введение растворов дельта-эндотоксинов В. 1ки- 
ггпдгепзгз вызывают у  белых мышей специфический патологический процесс с при­
знаками развивающегося дисбактериоза. Механизм развития заболевания в данном 
случае остается неясным, хотя вполне возможно, что он связан с повреждением мик­
рофлоры кишечника под действием бактериальных токсинов, так как именно ки­
шечная микробиота в виде биопленки препятствует проникновению их в макроорга­
низм. При этом происходит снижение популяционного уровня облигатных микроор­
ганизмов с нормальной ферментативной активностью, обладающих высокой антаго­
нистической активностью и создаются условия для избыточной колонизации ки­
шечника условно-патогенными и патогенными штаммами бактерий и развития дис­
бактериоза [4, 5].

Данные, полученные при исследовании влияния белковых дельта­
эндотоксинов на теплокровных животных, необходимы для разработки или уточне­
ния способов и доз экологически безопасного применения биоинсектицидов на ос­
нове В. {кигтдгепзгз, а также при использовании трансгенных растений, синтезиру­
ющих Сгу-белки.
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