


Для заказа доставки данной работы воспользуйтесь поиском на сайте по ссылке:  http://www.mydisser.com/search.html 


ДЕРЖАВНИЙ НАУКОВО-ДОСЛІДНИЙ КОНТРОЛЬНИЙ ІНСТИТУТ
ВЕТЕРИНАРНИХ ПРЕПАРАТІВ ТА КОРМОВИХ ДОБАВОК


На правах рукопису


ТІШИН ОЛЕКСАНДР ЛЕОНІДОВИЧ

УДК: 619:615.5+615.9(043. 3/5)

[bookmark: _GoBack]ТОКСИКОДИНАМІКА БОРОЦИНУ


16.00.04 – ветеринарна фармакологія та токсикологія


Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата
ветеринарних наук



	
	Науковий керівник:
Коцюмбас Ігор Ярославович,
доктор ветеринарних наук





Львів – 2002

ЗМІСТ
	
	
	стор.

	
	ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ
	4

	
	ВСТУП
	5

	
	ОСНОВНА ЧАСТИНА
	

	1.
	РОЗДІЛ 1
	

	
	ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
	10

	1.1.
	Розповсюдження та терапія колібактеріозу і сальмонельозу птиці
	10

	1.2.
	Антибактеріальні препарати та проблема резистентності до них мікроорганізмів
	14

	1.3.
	Нові аспекти механізму дії фторхінолонів
	18

	1.4.
	Фармакотоксикологічна характеристика фторхінолонів
	25

	1.5.
	Застосування нових препаратів фторхінолонового ряду у практиці ветеринарної медицини
	30

	2.
	РОЗДІЛ 2 
	

	
	МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
	34

	3.
	РОЗДІЛ 3
	

	
	РЕЗУЛЬТАТИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ
	44

	3.1.
	Установлення токсичності бороцину в дослідах на інфузоріях
	44

	3.2.
	Визначення гострої токсичності бороцину
	45

	3.3.
	Вивчення хронічної токсичності бороцину
	52

	3.3.1.
	Досліди на білих щурах
	52

	3.3.1.1.
	Патоморфологічні зміни у внутрішніх органах білих щурів за дії бороцину
	
62

	3.3.2.
	Досліди на курчатах 10-добового віку
	75

	3.3.3.
	Досліди на курчатах 4-місячного віку
	82

	3.4.
	Визначення ступеня кумуляції бороцину в організмі білих щурів і курчат
	
86

	3.5.
	Визначення фармакокінетики діючої речовини препарату
бороцину
	
89

	3.6.
	Вивчення мутагенних властивостей бороцину
	92

	3.6.1.
	Досліди на клітинах кісткового мозку білих щурів
	93

	3.6.2.
	Досліди на еритроцитах периферичної крові білих щурів
	95

	4.
	РОЗДІЛ 4
	

	
	АНАЛІЗ І УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕНЬ
	98

	
	ВИСНОВКИ
	118

	
	ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
	120

	
	СПИСОК ВИКОРИСТАНИХ ЛІТЕРАТУРНИХ ДЖЕРЕЛ
	121

	
	ДОДАТКИ
	144























ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ

	АлАТ
	- аланінамінотрансфераза

	АсАТ
	- аспартатамінотрансфераза

	АТФ
	- аденозинтрифосфорна кислота

	ВЕРХ
	- високоефективна рідинна хроматографія

	ВООЗ
	- Всесвітня організація охорони здоров’я

	ГДК
	- гранично допустима концентрація

	ДНДКІ
	- Державний науково-дослідний контрольний інститут
ветеринарних препаратів та кормових добавок

	ДР
	- діюча речовина

	ККРА
	- кровокрапельна реакція аглютинації

	Ккум
	- коефіцієнт кумуляції

	КЛГ
	- кислотно-лужний гомеостаз

	КЛР
	- кислотно-лужна рівновага

	КЛС
	- кислотно-лужний стан

	КСТ
	- короткостроковий тест

	ЛДАВМ
	- Львіська державна академія ветеринарної медицини
ім. С.З. Гжицького

	ЛД (DL)
	- летальна доза

	ЛД50 (DL50)
	- середньо летальна доза

	ЛК
	- летальна концентрація

	ЛФ
	- лужна фосфатаза

	МПК
	- мінімальна порогова концентрація

	МТ
	- мікроядерний тест

	НДІ ВАТ
	- науково-дослідний інститут виробничого акціонерного
товариства

	ТХОК
	- трихлороцтова кислота

	ШОЕ
	- швидкість осідання еритроцитів

	
	- проміле, кількість на тисячу


ВСТУП

	Актуальність теми. Гострою проблемою промислового птахівництва за останній час стали шлунково-кишкові захворювання птиці. Серед хвороб птиці бактеріальної етіології найбільші економічні втрати господарства зазнають від колібактеріозу, сальмонельозу та змішаних інфекцій. Збитки, якi завдає пулоро-колiiнфекцiя, складаються із загибелi птиці, зниження приростiв і несучості, збільшення витрат на корми, лiкування та профiлактику захворювань [1, 2].
У більшості розвинутих країнах (США, Канаді, Великобританії та ін.) колібактеріоз і сальмонельоз знаходяться під пильною увагою ветеринарних спеціалістів [3].
Для профілактики та лікування згаданих захворювань використовують різні хіміотерапевтичні препарати. Серед них найбільш ефективні - антибіотики. Однак, в останні роки застосування їх різко знизилось внаслідок утворення та широкого розповсюдження антибіотикорезистентних штамів мікроорганізмів [4, 5]. Резистентність до антибіотиків швидко настає у стафілококів, ешерихій, сальмонел, мікоплазм, протея, синьогнійної палички [6-8].
	Одним із перспективних способів запобігання розвитку антибіотикорезистентності мікрофлори є використання нового покоління протимікробних препаратів. Серед них на особливу увагу заслуговує офлоксацин - новий синтетичний засіб фторхінолонового ряду для лікування інфекційних захворювань, який широко застосовується в медицині [9-12]. На початку 90-х років препарати групи фторхінолонів почали застосовувати також у ветеринарній медицині [13, 14]. Вони не тільки значно ефективніші, але й економічно вигідніші, порівняно з відомими антибіотиками [15-19].
	Враховуючи високу ефективність фторхінолонів, за умов виникнення колібактеріозу і сальмонельозу, та для розширення асортименту антимікробних засобів і зниження їх вартості, нами у співпраці з НДІ ВАТ “Синтез” (м. Борислав, Львівської обл.) розроблено та впроваджено у виробництво препарат фторхінолонового ряду бороцин (4 % розчин офлоксацину) для лікування ешерихіозів, сальмонельозів, мікоплазмозів і пастерельозів птиці. До складу бороцину входять: офлоксацин, хлоридна кислота, гліцерин і вода.
Одним із основних етапів при розробці будь-якого нового засобу, препарату чи добавки є всебічне вивчення їх токсичності з врахуванням біохімічних та морфологічних змін в організмі тварин, кумуляції, побічної дії та віддалених наслідків [20-22]. При цьому, оцінка загальнотоксичної дії є обов’язковою як для окремих інгредієнтів, так і для готової лікарської форми в цілому [23-25].
Питання про можливість застосування у ветеринарній медицині препаратів на основі офлоксацину для профілактики та лікування інфекційних захворювань, за даними зарубіжної літератури, є маловивченим, а в Україні - розробляється вперше, що і зумовлює теоретичну та науково-практичну актуальність досліджень такого плану.
	Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота є окремим самостійним фрагментом наукових п’ятирічних програм лабораторії фармакології і токсикології та лабораторії контролю препаратів при незаразних захворюваннях Державного науково-дослідного контрольного інституту ветеринарних препаратів та кормових добавок (ДНДКІ ветпрепаратів) за період 1996-2000 роки:
	- № держреєстрації 0198U007874 “Удосконалити і впровадити науково-технічну систему токсикологічного контролю згідно міжнародних вимог”;
- № держреєстрації А 0196U003865 “Розробити (вдосконалити) і впровадити у виробництво методи контролю, провести порівняльну оцінку ефективності препаратів для профілактики і лікування акушерських, гінекологічних, шлунково-кишкових та респіраторних захворювань сільськогосподарських тварин”.
	Мета і задачі дослідження. Вивчити токсикодинаміку бороцину та визначити параметри його токсичності в гострих і хронічних дослідах на інфузоріях, мишах, щурах та птиці. Встановити його кумуляцію, ступінь мутагенної дії та фармакокінетичні властивості діючої речовини препарату. На основі вивчення фізіологічного стану організму, токсикологічних, гематологічних, біохімічних і гістологічних досліджень визначити переносимі дози бороцину.
Для досягнення мети поставлено такі завдання:
 - визначити орієнтовну токсичність бороцину на інфузоріях Paramecium caudatum;
 - установити параметри гострої токсичності бороцину та вивчити його кумулятивні властивості в дослідах на лабораторних тваринах і птиці;
 - вивчити вплив бороцину в хронічному досліді на окремі показники обміну у крові білих щурів і птиці;
 - провести гістологічні дослідження печінки та нирок щурів після застосування бороцину в різних дозах у гострому та хронічному дослідах;
 - визначити динаміку всмоктування офлоксацину та виведення його з організму щурів за умов одноразового внутрішньошлункового введення бороцину в терапевтичній дозі;
 - вивчити ступінь мутагенної дії бороцину в цитогенетичних дослідах на кістковому мозку та еритроцитах крові білих щурів.
Об’єкт дослідження: встановлення параметрів токсикодинаміки та віддалених наслідків на інфузоріях, лабораторних тваринах і птиці.
Предмет дослідження: гостра, хронічна токсичність, токсикодинаміка, фармакокінетика, кумуляція, віддалені наслідки (мутагенність) бороцину.
Методи дослідження: фармакотоксикологічні (гостра та хронічна токсичність, кумуляція, фармакокінетика, мутагенність); гематологічні (кількість еритроцитів і лейкоцитів, концентрація гемоглобіну, рівень гематокриту); біохімічні (вміст загального білка, білкових фракцій, холестерину, активність АсАТ, АлАТ і ЛФ, рівень креатиніну, фосфору та кальцію, загальних ліпідів, тригліцеридів); гістологічні та гістохімічні.
Наукова новизна одержаних результатів. Уперше вивчено токсикодинаміку бороцину - нового антибіотика з групи фторхінолонів, установлено його токсичні параметри в гострих і хронічних дослідах на лабораторних тваринах та птиці. Визначено мутагенну дію бороцину та його здатність до кумуляції в організмі шурів і птиці. Встановлено динаміку змін коефіцієнтів маси внутрішніх органів, гематологічних і біохімічних показників крові у щурів та молодняку птиці за умов хронічних токсикологічних досліджень препарату. Вивчено гістологічну структуру внутрішніх органів і процеси регенерації в щурів за його тривалого застосування. Встановлені кінетичні характеристики діючої речовини препарату.
Практичне значення одержаних результатів. На основі результатів токсикологічних досліджень розроблені технічні умови ТУ У 46.15.577 – 2001 на препарат “Бороцин – 4 % розчин для ветеринарної медицини” (Додаток А), які затверджені Державним департаментом ветеринарної медицини Міністерства аграрної політики України 05. 03. 2001 р. Розроблена та затверджена “Настанова щодо застосування препарату бороцину 4 % для ветеринарної медицини” (Додаток Б). На даний час препарат бороцин широко впроваджено у практику ветеринарної медицини.
	Особистий внесок здобувача при виконанні дисертаційної роботи полягав у тому, що автор самостійно проводив пошук і аналіз даних літератури, підбір груп тварин і птиці, експериментальні та лабораторні дослідження, статистичну обробку та обгрунтування одержаних результатів. Вивчення мутагенних властивостей препарату проводили спільно з науковими співробітниками лабораторії фармакології і токсикології ДНДКІ ветпрепаратів. Патоморфологічні і гістологічні дослідження та визначення мутагенної дії проводили разом із співробітниками кафедр патологічної анатомії і гістології та паразитології і рибництва ЛДАВМ ім. С.З. Гжицького, які є співавторами окремих спільних публікацій.
	Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертаційної роботи доповідались і отримали схвалення на вчених радах ДНДКІ ветпрепаратів, науково-технічних радах Державного департаменту ветеринарної медицини України з 1997 по 2002 роки; на Міжнародній науковій конференції “С.З. Гжицький і сучасна аграрна наука”, присвяченій 100-річчю від дня народження С.З. Гжицького (м. Львів, 4-6 травня 2000 р.); на ІІІ Міжнародному симпозіумі Україна-Австрія “Сільське господарство: Наука і практика” (м. Чернівці, 14-16 вересня 2000 р.); на ІІІ Міжнародній науково-практичній конференції “Проблеми неінфекційної патології тварин” (м. Біла Церква, 3-4 листопада 2000 р.); на Міжнародній науково-практичній конференції “Ветеринарна наука на порозі ХХІ віку”, присвяченій 85-річчю від дня народження академіка І.М. Гладенка (м. Харків, 14-15 листопада 2000 р.); на Всеросійській науковій конференції “Удосконалення методів контролю, стандартизації та сертифікації ветеринарних препаратів” (м. Москва, 14-15 лютого 2001 р.); на ІІ Всеукраїнській науково-практичній конференції ветеринарних патологів (м. Київ, 21-24 листопада 2001 р.);. на Міжнародній науково-практичній конференції “Молоді вчені у вирішенні проблем аграрної науки і практики” (м. Львів, 26-27 червня 2002 р.).
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 11 наукових праць, в тому числі 8 у фахових виданнях, перелік яких затверджено ВАК України.



ВИСНОВКИ

	1. Вивчено токсикодинаміку бороцину - нового антибіотика з групи фторхінолонів, встановлено його токсичні параметри, визначено мутагенну дію, здатність до кумуляції та кінетичні властивості діючої речовини. Крім цього, вивчено гістологічну структуру внутрішніх органів і процеси регенерації в щурів у хронічному досліді при дослідженні токсичних властивостей препарату.
2. За токсичністю бороцин належить до 4-го класу (малотоксичні речовини), а його діюча речовина офлоксацин - до 3-го класу токсичності (помірно токсичні речовини) для лабораторних тварин і курчат.
3. У результаті токсикологічних досліджень установлено, що середньосмертельна доза бороцину становить для білих мишей – 80960 мг/кг, білих щурів - 86880 і курчат - 43516 мг/кг маси тіла. Коефіцієнт кумуляції препарату для білих щурів складає - 8,25, а для молодняку курей - 4,43 одиниці, що свідчить про низький рівень його кумуляції.
4. За 30-добового введення бороцину в терапевтичній дозі (253 мг/кг) мутагенна дія препарату відсутня, а при одноразовому його застосуванні у дозах 1/2 DL50 (43516 мг/кг) і DL16 (64768 мг/кг) та за тривалого введення в дозі 1/10 DL50 (8703 мг/кг) - можливий мутагенний ефект.
5. Офлоксацин швидко всмоктувався зі шлунково-кишкового тракту і через 30 хвилин його концентрація досягала максимального рівня в крові щурів після одноразового внутрішньошлункового введення бороцину у терапевтичній дозі.
6. За тривалого введення бороцину білим щурам і курчатам у терапевтичній дозі (253 мг/кг) препарат не впливав на кровотворні процеси та функціональну здатність органів, однак, в їх крові виявлені зміни вмісту деяких фракцій білків і окремих класів ліпідів.
7. Препарат у терапевтичній дозі (253 мг/кг) в умовах хронічного досліду на білих щурах викликав у гепатоцитах та епітелію проксимальних канальців нирок зернисту дистрофію, яка зникала на 12-ту добу після припинення введення тваринам бороцину.
8. За період відновлення (10-12 діб) в організмі курчат, яким до того тривалий час уводили бороцин у терапевтичній дозі, біохімічні показники поверталися до нормальних величин, однак у щурів, за цих умов, ще виявлялися в крові зміни деяких показників обміну білків і ліпідів.
9. Бороцин у дозах, вищих за терапевтичну (від 1478 до 8703 мг/кг у щурів і від 1017 до 4048 мг/кг у курчат) за умов його тривалого введення, впливав на обмін білків, ліпідів і мінеральних речовин, а в щурів, крім цього, на кровотворні процеси та функціональний стан печінки і легень, а у курчат 10-добового віку – на функціональну здатність нирок.
10. Тривале введення білим щурам бороцину у дозі 1478 мг/кг викликало в печінці розвиток зернистої дистрофії різного ступеня вираженості, а в нирках - дистрофічно-некробіотичні зміни епітелію звивистих канальців, які ще більш були виражені після введення препарату у дозі 8703 мг/кг.
11. За 30-добового введення препарату в дозах, більших за терапевтичну (від 1478 до 8703 мг/кг у щурів і від 1017 до 4048 мг/кг у курчат), вказаний період відновлення (10-12 діб) недостатній для нормалізації біохімічних показників крові та гістоструктури окремих органів.
12. За введення білим щурам бороцину в зростаючих дозах, які сумарно складали на одного щура 717946 мг/кг, установлено вплив препарату на кровотворні процеси та деякі сторони обміну білків і ліпідів в їх організмі, функціональну здатність легень, а також виявлено його нефротоксичну дію.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. На препарат бороцин розроблено та затверджено технічні умови України 46.15.577 – 2001 і настанову по застосуванню. Рекомендуємо використовувати бороцин для лікування птиці при колібактеріальних інфекціях, сальмонельозі, мікоплазмозі та пастерельозі (перорально у дозі 8-10 мг/кг маси тіла за діючою речовиною).
2. Для визначення нешкідливості за показником “токсичність” бороцин потрібно вводити лабораторним тваринам внутрішньошлунково дворазово з інтервалом 3-4 години у наступних дозах:
мишам (маса 19-21 г) – 1 мл (2 рази по 0,5 мл);
щурам (маса 180-210 г) – 10 мл (2 рази по 5,0 мл).
3. Отримані дані про токсичну дію бороцину рекомендуємо використати в курсах клінічної біохімії, фармакології та токсикології для студентів вищих навчальних закладів ветеринарного і біологічного профілів III та IV рівнів акредитації.
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