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ВВЕДЕНИЕ


Птицеводство характеризуется высокой эффективностью производства при интенсивном ведении хозяйства с применением высоких современных технологий и получения максимума продукции при минимальных затратах.
В таких условиях возрастает роль и значение ветеринарного обеспечения, необходимости стойкого благополучия по заразным заболеваниям. Этого можно достичь с применением современных достижений науки и практики при рациональном и своевременном проведении специальных мероприятий.
Важнейшим профилактическим мероприятием в современных условиях остается вакцинопрофилактика, которая является, бесспорно, необходимой. Однако, вместе с тем, существуют проблемы так называемой вакцинозависимости, связанной с постоянной циркуляцией вакцинных и невакцинных вирусов при применении живых вирусных вакцин и особенно при использовании “горячих” вакцинных штаммов, которые пока применяются без всяких ограничений. При такой неконтролируемой ситуации неизвестна судьба применяемых вакцинных вирусов и их возможные пути распространения в природе. Это особенно актуально в отношении хозяйств, реализующих товарный и племенной молодняк [171, 54].
Решение проблемы эффективной профилактики инфекционных заболеваний в птицеводстве возможно при ведении хозяйства на базе высокой технологической культуры с применением вакцинации, эффективность которой можно повышать при усилении иммунного ответа путем применения действенных и безвредных иммуностимулирующих средств, позволяющих целенаправленно и рационально воздействовать на иммунокомпетентентную систему вакцинируемого птицепоголовья.
Иммуностимуляция широко применяется при инфекционной патологии, имеются разные иммуностимуляторы различной природы, их применение является ценным средством повышения иммунного статуса организма птицы и усиления иммунного ответа при вакцинопрофилактике.
Поиск новых иммуностимулирующих препаратов продолжается с учетом всевозрастающих требований в отношении безвредности, эффективности и доступности.
Известно, что многие рекомендуемые сейчас иммуностимуляторы были известны раньше в народной медицине как общеукрепляющие, тонизирующие средства. В данной работе, исследования проводились с растением, родиной которого является Средиземноморье, это Niqella sativa, которое на Украине называют чернушкой посевной или “девушкой в зелени”.
На Ближнем Востоке семена чернушки посевной широко применяют в традиционной и народной медицине. В книжных изданиях ближневосточных стран даются подробные описания этого растения и применения различных лечебных препаратов, получаемых из этого растения в виде масла семян чернушки, самих семян и экстрактов, Описаны общеукрепляющие и иммуностимулирующие качества этих препаратов.
В нашей работе была поставлена задача, изучить иммуностимулирующие качества чернушки посевной и эффективность ее применения в ветеринарной практике для повышения иммунного ответа при вакцинопрофилактике в птицеводстве, а также изучить особенности иммуностимулирующего воздействия на иммунокомпетентную систему птиц с применением серологических методик и проведением иммуноморфологических исследований.

Актуальность темы. Проблема иммунной защиты является весьма актуальной, она имеет важное общебиологическое значение [163, 50]. Иммунная недостаточность широко встречается в птицеводстве [56, 228].
Иммунодефициты способствуют осложнению эпизоотической ситуации и имеют большое экономическое значение [201]. В связи с этим нужны меры, направленные на снижение негативной значимости иммунодефицитов. При такой ситуации необходимо применять иммуностимуляторы как с лечебной, так и с профилактической целью.
Иммуностимуляторы усиливают функциональную способность иммунокомпетентной системы и могут корректировать иммунодепрессивное действие. Кроме того, иммуностимуляцию применяют при вакцинации для усиления иммунного ответа и повышения иммунной защиты. С этой целью применяют обширный арсенал растительных, животных и синтетических иммуностимуляторов в разных модификациях при различных способах применения [71, 146, 72, 108, 116, 107, 203, 63, 169, 156, 157]. Тем не менее, поисковые работы в этом направлении продолжаются. Особое внимание уделяется поискам высокоэффективных, доступных и недорогих препаратов.
С учетом этих требований растительные препараты имеют приоритет. Именно в этом направлении выполнялась данная работа. Изучались иммуностимулирующие свойства семян широко распространенного растения – чернушки посевной (Nigella sativa) и влияние зёрен чернушки и получаемых из них масла и водно-спиртового экстракта на результаты вакцинации живой вирус-вакциной против ньюкаслской болезни.

Связь работы с научными программами, планами, темами. Работа выполнялась в соответствии с планом и является частью научно-исследовательской работой кафедры микробиологии, вирусологии и иммунологии ХГЗВА, которая выполняется согласно программе УААН 0199 U 002213 "Розробка і використання біологічно активних речовин (БАР) і ветеринарно-санітарних прийомів, спрямованих на підвищення резистентності, продуктивності, профілактики і лікування тварин".


Цель и задачи исследования. Цель работы - изучить иммуностимулирующие свойства семян чернушки посевной и её препаратов с целью применения для повышения иммунного статуса птиц и для усиления иммунного ответа при вакцинации против ньюкаслской болезни. В работе были поставлены следующие задачи:
- изучить иммуностимулирующие свойства чернушки посевной на цыплятах;
- в сравнительном аспекте изучить иммуностимулирующие свойства семян чернушки посевной, а также масла и водно-спиртового экстракта, получаемых из семян;
- изучить иммуностимулирующее влияние чернушки посевной и препаратов её семян на поствакцинальный иммунитет при вакцинации против ньюкаслской болезни;
- сопоставить иммунологические сдвиги у цыплят, вакцинированных без иммуностимуляции и при сочетании вакцинации с иммуностимуляцией;
- изучить действие разных доз иммуностимулирующих препаратов;
- определить оптимальные сроки применения чернушки посевной по отношению к вакцинации против ньюкаслской болезни;
- провести сравнительное изучение разных способов введения препаратов чернушки посевной на цыплятах при даче внутрь, интраназальном, интратрахеальном, аэрозольном и внутримышечном применении.

Объект исследования. Фитоиммуностимуляция цыплят для повышения иммунного статуса и усиления поствакцинального иммунного ответа.

Предмет исследования. Повышение иммунного ответа при вакцинации против ньюкаслской болезни цыплят. Иммуностимулирующее действие чернушки посевной (Nigella sativa) в виде семян, масла и экстракта семян растения.

Методы исследования. Работа выполнялась с использованием серологических, бактериологических, вирусологических, иммуноморфологических, морфометрических и биохимических методов. Статистическую обработку полученных результатов проводили с программой Microsoft excel на персональном компьютере.

Научная новизна полученных результатов. Выявлено, что семена чернушки посевной и получаемые из этих семян масло и экстракт, которые при разных методах применения повышают иммунный статус, позитивно влияют на гуморальный и клеточный иммунитет.
Установлена возможность усиления иммунного ответа у цыплят вакцинированных против ньюкаслской болезни при сочетании вакцинации с применением семян чернушки посевной и получаемых из них масла и экстракта.
Выявлены общестимулирующие свойства препаратов чернушки посевной с повышением природной резистентности цыплят с увеличением в сыворотке крови общего белка, лизоцима, уменьшением серомукоидов и увеличением прироста живой массы у подопытных цыплят.
Новизна подтверждена выдачей декларационного патента на изобретение “Спосіб імунізації птиці проти ньюкаслської хвороби” за №68106 А Украина, МКИ А61К39\12, А61К35\74.

Практическое значение полученных результатов. Разработка препаратов чернушки посевной как фитоиммуностимулятора в птицеводстве позволит повысить иммуный статус поголовья молодняка и таким образом поднять естественную резистентность, что позволит повысить сохранность поголовья и снизить отход молодняка.
При существующей повсеместной вакцинации птицепоголовья против ньюкаслской болезни важное значение имеет уровень поствакцинального иммунитета, который можно значительно повысить путем сочетания вакцинации с иммуностимуляцией чернушкой посевной.

Основные положения, которые выносятся на защиту.
· Семена чернушки посевной обладают иммуностимулирующими свойствами, она значительно повышает иммунный статус цыплят, позитивно влияет на иммунокомпетентные органы, увеличивает содержание иммуноглобулинов в сыворотке крови.
· Масло и водно-спиртовый экстракт семян чернушки посевной также действуют как иммуностимуляторы при разных способах введения и показывают только небольшое различие по результатам определения иммунологических показателей в группах подопытных цыплят.
· Масло чернушки посевной обладает хорошо выраженными бактериостатическими свойствами в отношении как грамположительных, так и грамотрицательных бактериальных культур.
· Иммуностимулирующие свойства чернушки посевной проявляются повышением функциональной активности иммунокомпетентных органов – тимуса, бурсы, Фабрициуса и селезенки, с увеличением индексов этих органов и иммуноморфологическими изменениями на микроскопическом уровне, с появлением признаков выраженной локальной гиперплазии коркового вещества фолликулов бурсы Фабрициуса.
· Применение фитоиммуностимуляции чернушкой посевной при вакцинации цыплят против ньюкаслской болезни значительно повышает титры антител, увеличивает содержание иммуноглобулинов, проявляется позитивными иммуноморфологическими сдвигами.
· При вакцинации против ньюкаслской болезни живой вирус-вакциной Ла-Сота, по показателям индексов центральных лимфоидных органов, отмечаются признаки акцидентальной трансформации, которые устраняются фитоиммуностимуляцией препаратами чернушки посевной.

Личный вклад соискателя. Соискатель подготавливал и проводил эксперементальные исследования, учитывал результаты с применением современных методов и с использованием статистической обработки. Запатентовал способ иммунизации птицы против ньюкаслской болезни. В условиях производства испытал предлагаемый иммуностимулятор.

Апробация результатов исследования. Диссертант докладывал о результатах работы на заседаниях кафедры микробиологии, вирусологии и иммунологии, на заседаниях методических комиссий факультета ветеринарной медицины и на отчетных конференциях Харьковской государственной зооветеринарной академии в 2000-2003 гг. Материалы диссертационной работы докладывались и обсуждались на:
· 5-м съезде паразитоценологов Украины (г. Харьков, 5-6 апреля 2001 г. ХЗВИ),
· международной научной конференции студентов и молодых ученых “Биоэтика в системе высшего образования” (г. Харьков, 21-22 мая, 2001 г., ХЗВИ),
· международной научно-практической конференции по птицеводству: "Проблемы промышленного и фермерского птицеводства" (г. Харьков, 18-20 сентября, 2002 г., ХГЗВА),
· ХІІ конференции Украинского общества паразитологов (г. Севастополь, 10-12 сентября, 2002 г.),
· ІІ конференции Международной ассоциации паразитоценологов (г. Луганск, 7-10 октября, 2003 г., ЛНАУ).


Публикации. Основное содержание диссертационной работы опубликовано в двенадцати научных работах, из них восем - в фаховых изданиях, две – в материалах конференций, две - в зарубежных изданиях.

Объем и структура диссертации. Диссертация изложена на 176 страницах компьютерного текста, иллюстрирована 11 таблицами и 19 фотографиями.
Диссертационная работа состоит из вступления, обзора литературы, материалов и методов исследования, собственных исследований, обсуждения результатов исследований, выводов, предложений производству и списка использованной литературы, который содержит 300 наименований, в том числе 81 иностранных, приложения.



ВЫВОДЫ


1. Иммуностимуляция в птицеводстве имеет важное значение и перспективность при широком распространении иммунодефицитов. Проведенными исследованиями установлены иммуностимулирующие свойства семян чернушки посевной, а также масла и экстракта из этих семян. Применение данных препаратов повышает иммунный статус и усиливает иммунный ответ при вакцинации против ньюкаслской болезни и тем самым уменьшает иммунодепрессивное влияние этого вакцинного вируса. Кроме того, указанные препараты стимулирующе влияют на неспецифические факторы защиты и на продуктивность цыплят при различных способах применения.
2. Иммунный статус цыплят значительно повышается при даче внутрь семян чернушки посевной. Содержание иммуноглобулинов класса IgG в сыворотке крови увеличивается на 14,9%, индекс бурсы Фабрициуса повышается на 27% и составляет 4,89 ± 0,030, а индекс тимуса на 22% и равняется 5,4 ± 0,023.
3. При вакцинации против ньюкаслской болезни применение чернушки посевной в виде семян значительно усиливает иммунный ответ по показателям гуморального и клеточного иммунитета. Содержание антигемагглютининов в РЗГА при этом увеличивается на 2,7 log2 и достигает 8,2 log2, количество Т-лимфоцитов повышается до 61%, а у контрольных цыплят 53%.
4. Хорошо выраженными иммуностимулирующими свойствами обладает масло чернушки посевной при внутримышечном и интраназальном введении. Наиболее высокое содержание иммуноглобулинов класса IgG было при интраназальном введении (9,826 ± 0,118 мг/мл), что превысило этот показатель контрольной группы на 11,3%. При внутримышечном введении масла содержание IgG соответствовало (9,566 ± 0,08 мг/мл), превысив данный показатель контрольной группы на 8,4%. Наиболее высокие титры антигемагглютининов при вакцинации против ньюкаслской болезни наблюдались при внутримышечном введении, которые в сравнении с контролем повысились на 3 log2 и соответствовали 8,71 log2. При интраназальном применении иммуностимулирующая эффективность масла была также высокой и соответствовала 8,6 log2.
5. Бактериостатические свойства масла чернушки посевной проявляются в отношении как грамположительных, так и грамотрицательных микробов. При сопоставлении с бактериостатическими свойствами антибиотиков с применением метода дисков установлена достаточно высокая антимикробная активность масла чернушки посевной в отношении E. coli (11,2 ± 0,29 мм), которая несколько уступает антибиотику полимиксину. А в отношении грамположительной культуры St. еpidermidis зона, задержки роста при использовании масла была такая же, как у грамотрицательной культуры E. coli.
6. Экстракт семян чернушки посевной доступен для получения в производственных условиях, имеет выраженные иммуностимулирующие свойства. При вакцинации против ньюкаслской болезни применение экстракта семян чернушкой посевной усиливает иммунный ответ при аэрозольном и внутримышечном применении, с повышением титров антигемагглютенинов соответственно до 8,43 log2. и 8,14 log2., что значительно выше, чем в контроле (5,7 log2).
7. Общестимулирующие свойства семян чернушки посевной, а также масла и экстракта этих семян при внутримышечном применении в сочетании с вакцинацией против ньюкаслской болезни проявились увеличением содержания общего белка в сыворотке крови соответственно до 26,2 ± 0,178 г/л, 27,0 ± 0,452 г/л и 25,0 ± 0,36 г/л, а лизоцима до 1,671 ± 0,011 мкг/мл, 1,77 ± 0,0117 мкг/мл и 1,69 ± 0,013. Содержание протеина при применении семян, масла и экстракта в сравнении с контролем увеличелось соответственно на 13,9%, 17,4%, 8,7%, а содержание лизоцима на 13,7%, 20,4%, и на 15%.









































ПРАКТИЧЕСКИЕ ПРЕДЛОЖЕНИЯ



1. Для повышения иммунного статуса молодняка и для усиления иммунного ответа при вакцинации против ньюкаслской болезни птицы можно использовать как иммуностимулятор семена чернушки посевной (Nigella sativa) в виде зёрен перорально, а также масло интраназально и интрамускулярно, и экстракт из семян этого растения аэрозольно и перорально.
2. Результаты исследования по теме диссертации используются в учебном процессе Харьковской государственной зооветеринарной академии и Луганского национального аграрного университета.
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