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CПИСОК УСЛОВНЫХ СОКРАЩЕНИЙ

ИЭКВМ УААН – институт экспериментальной и клинической                            ветеринарной медицины Украинской академии аграрных наук
ВНИВИП – Всероссийский научно-исследовательский ветеринарный институт птицеводства
ВНИИЗЖ - Всероссийский научно-исследовательский институт защиты животных
ВОЗ – Всемирное общество здравоохранения
ХГБГ – хлоргексидинбиглюконат
рН – концентрация водородных ионов
S.enteritidis - Salmonella enteritidis
E.coli – Escherichia coli
РА – реакция агглютинации
ПРА – пробирочная (развернутая) реакция агглютинации
ККРНГА – кровекапельная реакция непрямой гемагглютинации
ИФА – иммуноферментный анализ
ТИД – точечная иммуноферментная детекция
БСА – бычий сывороточный альбумин
ФР – физиологический раствор NaCl
ЗФР – забуференный физиологический раствор
АГ – антиген
ПВ – пептонная вода
МПА – мясо-пептонный агар
МПБ – мясо-пептонный бульон
ВСА – висмут-сульфитный агар
ПАВ – поверхностно-активные вещества
МК – микробные клетки
Т – температура


В В Е Д Е Н И Е

Актуальность темы. Среди пищевых токсикоинфекций сальмонеллез составляет одну из наиважнейших общебиологических и социально значущих проблем, поэтому для борьбы с ним объединяют свои знания и труд специалисты ветеринарной и гумманной медицины [1,2,3,4,5]. 
Особенностью современной эпидемиологии сальмонеллеза является увеличение числа пищевых вспышек токсикоинфекций, связанных, прежде всего, с употреблением мяса птицы и продуктов птицеводства. Во многих странах именно такой путь заражения сейчас является ведущим  [6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17].
Сальмонеллезу было посвящено специальное заседание ВОЗ, а также пленарное заседание 42-й Всемирной ассамблеи здравоохранения (ВАЗ) 19 мая 1989 года. С 21 по 26 ноября 1993 г. в Иене (Германия) ВОЗ организовала конференцию, посвященную борьбе с сальмонеллезом животных с целью предупреждения пищевых токсикоинфекций у человека [18]. Согласно заключению экспертов ВОЗ сальмонеллез как зооантропонозная инфекция не имеет себе равных по сложности эпизоотологии, эпидемиологии и борьбы с ним, а истинное число случаев сальмонеллеза остается неизвестным. Даже при четко действующей системе регистрации сальмонеллеза уровень официально регистрируемой заболеваемости сальмонеллезом следует умножить как минимум на 10 и, следовательно, действительное число больных исчисляется миллионами [19,20]. В настоящее время ВОЗ предлагает повсеместно внедрить систему надзора за циркуляцией сальмонелл на животноводческих объектах с целью полной санации всего поголовья птицы и животных [21,22,23,24,25,26,27].
Ущерб, причиняемый сальмонеллезной инфекцией, обусловлен, главным образом, опасностью сальмонеллеза для людей. Только в США от этой инфекции ежегодно умирают от 6 до 9 тысяч человек. Оценка годового экономического ущерба, наносимого пищевыми отравлениями различной этиологии, по оценкам ВОЗ составляет около 23 млрд. долларов, из них пищевыми токсикоинфекциями - 2,5-3,4 млрд. долларов [28].
В Украине роль сальмонелл в этиологии кишечных заболеваний человека начала возрастать с 1970 года. Проблема профилактики сальмонеллеза остается серьезной и в настоящее время [29]. 
Наблюдаемые изменения в этиологической структуре сальмонеллеза обязывают уделять особое внимание изучению биологических свойств возбудителей, без учета которых невозможно прогнозировать развитие эпидемического и эпизоотического процессов и разрабатывать эффективные меры по снижению заболеваемости сальмонеллезом.
Необходимость проведения научных исследований по данной работе была обусловлена широким распространением возбудителя сальмонеллеза в природе, формированием антибиотикорезистентных вариантов у многих сероваров сальмонелл, эпизоотологической самостоятельностью сальмонеллеза, вызываемого хозяин-неадаптированными серовариантами сальмонелл (S.еnteritidis, S.typhimurium и др.), а также необходимостью разработки и внедрения в производство новых антибактериальных средств.

Связь работы с научными программами, планами, темами. Диссертационная работа выполнена в соответствии с планами научных исследований лаборатории краевой эпизоотологии Института экспериментальной и клинической ветеринарной медицины (ИЭКВМ УААН) и заданиями: «Разработать новые высокоспецифичные ветпрепараты для лечения и профилактики инфекционных болезней сельскохозяйственных животных», номер госрегистрации UA01009818, «Разработать и внедрить экспресс-методы обнаружения сальмонелл и систему мероприятий, направленных на получение продуктов животноводства, свободных от возбудителя» (1990-1995 годы), номер госрегистрации UA01009822.

Цель и задачи исследований. Цель исследований - изучить биологические свойства возбудителя, усовершенствовать диагностические и лечебно-профилактические средства борьбы с сальмонеллезом в птицеводческих хозяйствах. Для достижения указанной цели были поставлены следующие задачи:
- изучить распространение cероваров сальмонелл в птицеводческих хозяйствах различного направления Харьковской, Днепропетровской областей и АР Крым;
- определить культурально-морфологические и биохимические свойства выделенных культур сальмонелл, их антибиотико- и терморезистентность;
·  изучить эффективность использования цитратно-солевой среды для накопления сальмонелл и разработать метод экспресс-индикации сальмонелл;
·  экспериментально обосновать и испытать в условиях птицехозяйства лечебно-профилактическое действие противомикробных средств при сальмонеллезе птиц.
Объект исследования. Сальмонеллез птиц. 
Предмет исследования. Распространение сероваров сальмонелл, биологические свойства возбудителя сальмонеллеза, усовершенствование диагностики и лечебно-профилактических мер борьбы с сальмонеллезом птиц. 
Методы исследования. Эпизоотологические, клинические, патологоанатомические, бактериологические, серологические, иммунохимические и статистический анализ полученных результатов.

Научная новизна полученных результатов. 
· Впервые получены данные о циркуляции хозяин-неадаптированных сероваров сальмонелл в птицехозяйствах промышленного типа Харьковской, Днепропетроваской областей и АР Крым, установлена  доминирующая роль Salmonella enteritidis (54,8 %).
· Изучены биологические свойства изолированных культур сальмонелл и разработан новый способ экспресс-индикации сальмонелл  (метод ТИД), который позволяет в течение трех часов установить наличие в материале сальмонелл в количестве от 106 до 109 микробных клеток в 1 см3 (патент Украин № 10553).    
· Экспериментально обоснована и определена эффективность противомикробного действия препаратов хлоргексидинбиглюконату и декаметоксину, которые ранее не использовались в птицеводстве, на сальмонеллы, эшерихии, стафилококки. Высокая профилактическая и лечебная эффективность препаратов подтверждена испытанием в промышленных условиях  (патент Украины № 67178 А). 

Практическое значение полученных результатов.  На основе ретроспективного анализа проведенных бактериологических исследований выявлена доминирующая роль S.enteritidis в патологии птицы. 
Разработана нормативная документация на набор компонентов для ускоренного выявления сальмонелл методом точечной иммуноферментной детекции (ТИД) (ТУ У 24.4-00497087-019:2005).
Исследованы и предложены эффективные препараты декаметоксин и хлоргексидинбиглюконат для профилактики и лечения сальмонеллеза птиц в хозяйствах Харьковской, Днепропетровской, Одесской областей и АР Крым. 
Разработаны и внедрены в практику “Методические рекомендации для профилактики и терапии сальмонеллезов птиц”, утвержденные научно-методическим советом Государственного департамента ветеринарной медицины Украины (протокол № 1 от 12 декабря 2003 г).

Личный вклад соискателя. Анализ литературы по теме работы, вынесенные на защиту положения, основной объем экспериментальных исследований, анализ полученных результатов и их обобщение выполнены диссертанткой лично. Исследования проводились с методической помощью кандидата ветеринарних наук В.А. Доценко. 

Апробация результатов диссертации. Основные положения диссертации докладывались и обсуждались на заседаниях ученого совета ИЭКВМ УААН (г. Харьков, 1990-1994 гг.) и научно-практической конференции, посвященной 140-летию ХЗВИ (г. Харьков, 1991 г.), международных научно-практических конференциях: “Актуальні проблеми ветеринарної медицини в умовах сучасного ведення тваринництва” (г. Феодосия, 2003 г.); IV Украинской конференции по птицеводству (г. Алушта, 2003 г.); V Украинской конференции по птицеводству (г. Алушта, 2004 г.); „Ветеринарна медицина – 2005: сучасний стан та актуальні проблеми забезпечення ветеринарного благополуччя тваринництва” (г. Ялта, 2005 г.).

Публикации. По теме диссертации опубликовано 11 работ, в том числе 5 работ в специальных научных изданиях, перечень которых утвержден ВАК Украины; 2 тезисах и одних практических рекомендациях. Получено 2  декларационных патента.

Объем и структура диссертации. Диссертация изложена на 111 страницах печатного текста и состоит из разделов: введение, обзор литературы, материалы и методы, результаты собственных исследований, обобщение полученных результатов, выводы, список использованной литературы, приложения. Работу иллюстрировано 27 таблицами и 3 рисунками. Список использованной литературы включает 271 источник, в том числе – 159 авторов дальнего зарубежья.






В Ы В О Д Ы

1. Сальмонеллез сельскохозяйственной птицы, вызываемый хозяин-неадаптированными сероварами сальмонелл, наносит существенный урон птицеводству и имеет социальное значение. Существующие способы диагностики и профилактики не в полной мере обеспечивают защиту птицы от сальмонеллеза в птицехозяйствах промышленного типа. Использование цитратно-солевой среды для накопления сальмонелл и нового метода точечной иммуноферментной детекции повышает эффективность диагностики сальмонеллеза. Применение хлоргексидинбиглюконата и декаметоксина для профилактики и терапии сальмонеллеза обеспечивает увеличение сохранности птицепоголовья и снижение количества сальмонеллоносителей в стаде.
2. В птицехозяйствах яичного, мясного и яично-мясного направлений Харьковской, Днепропетровской областей и АР Крым в 1990-1994 годах от птицы изолировано восемь сероваров сальмонелл, среди которых доминировали S.enteritidis - 55 % и S.pullorum - 30 %. S.infantis, S.typhimurium, S.amager, S.othmarschen, S.arizonae, Salmonella серогруппы G выделены в 2,5 % случаев. 
3. Сальмонеллы чаще изолировали от 1-10-суточных цыплят и 160-200 суточных кур (соответственно, в 12,4 % и 10,1 % случаев) От 10-100 суточных цыплят сальмонеллы выделены лишь в 3,1 % случаев. От замерших эмбрионов сальмонеллы, как правило, не выделяли. Из яиц сальмонеллы были изолированы в 0,4 % случаев. При исследовании 45 проб комбикорма только в одном случае (2,2 %) была выделена S.enteritidis.
4. Культуры сальмонелл, выделенные от птицы, яиц и комбикорма, типичные по своим культурально-морфологическим, биохимическим и антигенным свойствам, характеризуются высокой терморезистентностью: 32 из 42 культур (76,2 %) сохраняют жизнеспособность при 70 оС в течение 15, 30 и 45 минут (срок наблюдения).
5. При определении чувствительности выделенных культур сальмонелл к антибиотикам (аминогликозидам, группам пенициллина, полимиксина, тетрациклина и эритромицина) установлено, что 80,9 % из них выявились устойчивыми к полимиксину, 73,8 % - к тетрациклину, 38,1 % - к неомицину, 28,6 % - к мономицину и стрептомицину. Все культуры были резистентными к эритромицину и пенициллину. К левомицетину резистентность выделенных изолятов варьировала (54,8 % культур были резистентны). При этом из 42 изолированных культур сальмонелл 9,5 % проявляют устойчивость к одному и трем антибиотикам, 28,6 % - к двум и четырем антибиотикам, 19,1 % - к пяти антибиотикам.
6. Изолированная из костного мозга 8-суточного цыпленка культура S.enteritidis была патогенна для 160-суточных кур и имела высокую инвазивность. Через семь суток после перорального инфицирования кур и забитых с диагностической целью культуры исходного штамма реизолированы из печени, желчи, селезенки, костного мозга, крови из сердца, тимуса, фабрициевой сумки, легких, почек, а также из зоба, слепых отростков кишечника, клоаки. Чаще (в два раза) S.enteritidis выделяли из зоба, печени, селезенки, почек. 
7. Установлено, что использование цитратно-солевой накопительной среды повышает вероятность выделения сальмонелл из исследуемого материала (на 26,4 % случаев больше) в сравнении с селенитовой средой и через 6 часов инкубирования обеспечивает накопление сальмонелл в количестве 106 микробных клеток в 1 см3 при посеве 10 -100 клеток в 1 см3 .
8. Предложенный для индикации сальмонелл метод точечной иммуноферментной детекции обеспечивает их выявление в исследуемом материале при наличии от 106 до 109 микробных клеток в 1 см3. Методика постановки теста проста, не требует специального оборудования и позволяет получить результат в течение трех часов.
9. Хлоргексидинбиглюконат проявляет минимальное бактериостатическое действие in vitro на культуры S.pullorum-gallinarum и S.infantis в дозе 3,0 мкг/см3, на культуры S.enteritidis, S.typhimurium, E.coli, Staphylococcus aureus – 1,5 мкг/см3; декаметоксин – 60 мкг/см3 на культури S.pullorum-gallinarum и 30 мкг/см3 – на другие культуры.  Минимальная бактерицидная концентрация хлоргексидинбиглюконата к данным культурам, соответственно, составляет 10 мкг/см3 (к S.pullorum-gallinarum и S.infantis – 20 мкг/см3), декаметоксину – 100 мкг/см3 (к S.pullorum-gallinarum – 200 мкг/см3).
10. Установлено, что декаметоксин более токсичен для суточных цыплят, чем хлоргексидинбиглюконат. Токсические дозы декаметоксина и хлоргексидинбиглюконата превышают профилактические в 25 и 100 раз (лечебные – в 7 раз).
11. Для профилактики сальмонеллеза в птицеводческих хозяйствах рекомендуется применение хлоргексидинбиглюконата в дозе 14 мг или декаметоксина в дозе 200 мг на литр питьевой воды (соответственно, 3 и 40 мг/кг живой массы) и для лечения - 200 мг хлоргексидинбиглюконата в литре питьевой воды (50 мг/кг живой массы). В сравнении с тримеразином, применение этих препаратов в профилактических дозах способствует повышению сохранности молодняка, соответственно, на 53,7 % и 50,9 % в первые 15 суток; на 51,6 % и 48,4 % в течение 30 дней выращивания; при терапии – на 43,0 % в первые две недели; способствует снижению частоты проявления патологоанатомических изменений не менее, чем в 1,6 раз и повышению прироста живой массы в среднем на 6 г за 15 суток и на 8 г за 30 суток; снижает уровень сальмонеллоносительства не менее, чем на 86,0 % при использовании хлоргексидинбиглюконата и на 62,4-86,0 % при выпаивании декаметоксина. 

П Р А К Т И Ч Е С К И Е   Р Е К О М Е Н Д А Ц И И

1. Предложен способ экспресс-индикации сальмонелл с помощью метода точечной иммуноферментной детекции (патент Украины № 10553).
2. Разработана нормативная документация на набор компонентов для ускоренного выявления сальмонелл методом точечной иммуноферментной детекции (ТИД) (ТУ У 24.4-00497087-019:2005).
3. Для профилактики и лечения сальмонеллеза птиц предлагается выпаивать в течение 5 суток суточным цыплятам препарати хлоргексидинбиглюконат в дозе 14 мг или декаметоксин в дозе 200 мг на литр питьевой воды (40 и 3 мг/кг живой массы, соответственно) в профилактической дозе и 5-9-суточной птице хлоргексидинбиглюконат в лечебной дозе 200 мг на литр питьевой воды (50 мг/кг живой массы) (патент України № 67178 А).
4. Разработаны и предложены для специалистов ветеринарной медицины «Методические рекомендации по профилактике и терапии сальмонеллезов птиц», утвержденные научно-методическим советом Государственного департамента ветеринарной медицины Украины (протокол № 1 от 2003 года). 
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