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В С Т У П

Однією з основних умов успішного розвитку тваринництва є ефективна боротьба з інфекційними захворюваннями тварин і, зокрема, захист молодняка від респіраторних інфекційних хвороб [1, 2]. Серед інфекційних хвороб великої рогатої худоби та свиней, які завдають суттєвих економічних збитків, досить часто діагностується  пастерельоз. 
Недотримання санітарних умов утримання тварин і незбалансована та недостатня годівля спричиняють поширення пастерельозу серед здорового поголів’я в 3,9 % випадків, а серед хворих  із ураженням респіраторних органів – у 6,7 % [3, 4].
Пастерели спричиняють  виникнення низки асоційованих хвороб, які характеризуються нетиповим клінічним перебігом та патолого-анатомічними змінами [5, 6, 7]. Серед цих хвороб значного поширення набули респіраторні захворювання, етіологічна структура та специфічна профілактика яких потребують додаткових досліджень. 
У зв’язку з цим вирішальне значення має своєчасна діагностика даного захворювання. Але саме діагностика пастерельозу, особливо легеневого прояву пастерельозної інфекції, становить виключну проблему для лабораторій ветеринарної медицини через те, що існуючі методи лабораторної діагностики застарілі, недосконалі та не відповідають сучасним вимогам.
Пастерельоз – антропозоонозне захворювання, тому існує ризик інфікування персоналу, а робота з виділення збудника повинна проводитись у спеціальній лабораторії. Бактеріологічний метод трудомісткий і займає багато часу. У державних ветеринарних лабораторіях дослідження досить часто обмежуються тільки мікроскопією мазків-відбитків із дослідного патологічного матеріалу або від лабораторних тварин, на яких пасажувався збудник. Мікроскопічна діагностика в деякій мірі суб’єктивна, її результати залежать від якості виготовлених зразків. Культуральний і мікроскопічні методи дають можливість постановки лише групового діагнозу. Серологічні методи дослідження (РА, РДП, РНГА, ІФА, тощо) дають змогу отримання інди-відуального діагнозу, але вони не достатньо чутливі, бо потребують високої концентрації збудника в організмі та практично не ефективні на ранніх стадіях захворювання [8].
Отже, у нас час існує проблема пошуку альтернативних методів діагностики пастерельозу тварин, які б відповідали сучасним вимогам.  
Актуальність теми. Однією з головних проблем промислового тваринництва є респіраторні хвороби молодняку великої рогатої худоби (ВРХ) та свиней інфекційної етіології, які характеризуються гострим або хронічним перебігом, розвитком катарального запального процесу в дихальних шляхах, різким зниженням продуктивності та значною смертністю. В країнах СНД протягом 1991–2003 рр. захворюваність тварин пневмоніями у господарствах становила 14,7–42,4 %, а смертність від них – 6,7–13,9 % (Андросик Н. Н. та ін., 2003). 
В останні роки легенева форма пастерельозу набула значного поширення в Україні, Росії, Білорусії, країнах західної Європи, і частіше реєструється як хронічна респіраторна патологія (Carty D. H., Porter D. B. et al., 1986; Литвин В. П., Олійник Л. В. та ін., 2000). Пастерельозна інфекція часто перебігає в асоціації з інфекційним ринотрахеїтом ВРХ, класичною чумою свиней, цирковірусною інфекцією другого типу (PRDC 2), репродуктивно-респіраторним синдромом свиней (PRRS), мікоплазмозами ВРХ і свиней. Хвороби змішаної етіології зумовлюють непередбачувану загибель сільськогосподарських тварин. Частота виділення пастерел від тварин, які мають клінічні ознаки пневмоній, досягає 75–87 % (Thomson R., 1975; Verma N. D., Saxena C. S., 1987; Pijoan C., Fuentes M., 1987; Абрамов А., Пороло Л., 1996; Міланко О. Я., 1999; Заболотна В. П., 2002).
Аналіз вітчизняної літератури вказує на те, що єдиним поширеним методом лабораторної діагностики пастерельозу тварин є бактеріологічний метод. На жаль, усі ці дослідження досить громіздкі та тривалі (Leesley B. A., Cofner A. W., 1985; Москалюк В. І., Волинець Л. К., 1987; Foged N. T., 1992).
Лабораторна діагностика інфекційних захворювань сільськогосподарських тварин і людини поповнюється сучасними методами, такими як імуно-ферментний аналіз (ІФА) та полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) (Eamens G. J. et al., 1988), проте ці методи ще не набули широкого застосування в Україні.
А тому виникає необхідність у визначенні місця ПЛР у системі діагностики пастерельозної інфекції тварин. Необхідно враховувати, що головним аспектом серед заходів боротьби пастерельозу є своєчасна діагностика та виявлення тварин-пастерелоносіїв.
      Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисер-таційну роботу виконано згідно з Державним планом науково-дослідних робіт  Інституту ветеринарної медицини УААН інв. № 02.20 07 ”Розробити засоби діагностики, лікування та профілактики пастерельозу свиней”, державний реєстраційний номер – 0197 U 012745.
Мета і завдання дослідження. Визначення місця ПЛР у системі діагностики  пастерельозу;  розробити  ефективну  схему  оздоровчих  заходів при пастерельозі ВРХ і свиней та впровадити її у ветеринарну практику.
Для досягнення цієї мети були поставленні такі завдання:
- провести порівняльний аналіз методів виявлення P. multocida у ВРХ і свиней;
- підтвердити етіологічне значення P. multocida при респіраторних захворюваннях ВРХ і свиней;
- вивчити морфологічні, культуральні, біохімічні та антигенні властивості штамів пастерел, виділених від ВРХ і свиней;                                                
-  одержати очищену сироватку крові ВРХ з метою використання її при культивуванні пастерел;
- дослідити рівень антилізоцимної активності P. multocida, як одного з критеріїв персистентності мікроорганізму;
- порівняти ефективність бактеріологічних досліджень і ПЛР при виявленні тварин-пастерелоносіїв;
 - провести індикацію пастерел у кормах тваринного походження, ґрунті, гної, стічних водах боєнь і боєнських відходах з використанням різних методів досліджень; 
- розробити схеми лікувально-оздоровчих заходів при пастерельозі сільськогосподарських тварин з контролем їх ефективності за допомогою ПЛР.
Об’єкт дослідження – методи діагностики і профілактики пастере-льозної інфекції тварин.
Предмет дослідження: молекулярно-генетична тест-система для прижиттєвого виявлення P. multocida від ВРХ і свиней і з біологічного матеріалу.
Методи дослідження. У роботі використовували клініко-епізоото-логічні бактеріологічні, серологічні (РА та ІФА), молекулярно-генетичні (ПЛР) та статистичні методи (підрахунки середніх статистичних показників кількісних експериментальних даних, визначення рівня ймовірності отриманих результатів).
Наукова новизна одержаних результатів. Експериментально обґрунтовано і доведено ефективність застосування ПЛР для діагностики пастерельозу ВРХ і свиней.  Підтверджена значна перевага ПЛР для індикації збудника хвороби порівняно із бактеріологічним методом лабораторної діагностики, вивчені біологічні властивості пастерел та іншої мікрофлори, виділеної з патологічного матеріалу від тварин, які загинули від ураження респіраторного тракту.
Визначено сероварну належність пастерел, які беруть участь в епізоотичному процесі легеневих форм пастерельозу ВРХ і свиней. Розроблено спосіб отримання очищеної сироватки крові ВРХ, як спеціаль-ного компонента при культивуванні пастерел.
Запропоновано спосіб визначення антилізоцимної активності Р. mul-tocida з використанням лісобакту (лізоциму хлориду).
Розроблено та відпрацьовано ефективні схеми лікувально-оздоровчих заходів при пастерельозі ВРХ і свиней, ефективність яких контролюється методом ПЛР.
Наукова новизна підтверджена деклараційними патентами № 21236 та № 14518/1
Практичне значення одержаних результатів. У практику роботи обласних, районних лабораторій державної ветеринарної медицини та в діяльність господарств впроваджені: 
- методичні рекомендації “Лабораторна діагностика пневмоній свиней” (затверджено науково-методичною радою Державного департаменту ветери-нарної медицини МінАПК України від 17. 12. 1999 р., протокол № 2);
- “Рекомендації з профілактики та оздоровлення свинарських господарств від пастерельозу” (затверджено науково-методичною радою Держав-ного департаменту ветеринарної медицини України від 17 грудня 1999 р., протокол № 17);
- “Інструкція щодо контролю пастерельозу тварин” (затверджено науково-методичною радою Державного департаменту ветеринарної медицини МінАПК України, протокол № 4 від 22–23 грудня 2004 р.);
- “Настанова з лабораторної діагностики пастерельозу тварин та птиці” (затверджено науково-методичною радою Державного департаменту ветери-нарної медицини МінАПК України, протокол № 3 від 20. 12. 2006 р.);
       - “Спосіб отримання сироватки крові великої рогатої худоби для культивування пастерел” (деклараційний патент на корисну модель, затверд-жений 03. 10. 2006 р., № 21236);
- “Спосіб визначення антилізоцимної активності бактерій P. multocida із використанням лісобакту (лізоциму хлориду)” (заявка на деклараційний патент корисної моделі, від 14. 10. 2008 р., № u 2008 09429 Вх. № 14518/1).
Особистий внесок здобувача. Здобувач особисто розробила напрями й схему експерименту, провела основні дослідження культурально-морфо-логічних, біохімічних і вірулентних властивостей виділених штамів. Розробку праймерів та діагностичні дослідження  у ПЛР проводили спільно з науковим  співробітником  лабораторії  молекулярної  діагностики  і  ІФА ДНКІБШМ  В. В. Кацимоном, співробітниками лабораторії бактеріології Національного науково-дослідного ветеринарного інституту (National Veterinary Research Institute) B. Borkowska-Opaska, I. Rukowska-Jurga (м. Пулави, Польща). Аналіз та узагальнення результатів, отриманих при виконанні експериментальної частини роботи, зроблені особисто. Самостійно здобувачем сформульовані основні положення та висновки дисертації.
 Апробація результатів дисертації. Результати досліджень, за темою дисертаційної роботи, були заслухані та обговорені на засіданнях вченої ради та методичної комісії Інституту ветеринарної медицини УААН (1999–2003 рр.), на засіданні науково-методичної ради Державного комітету ветеринарної медицини України (17.12.99), на Міжнародній науково-практичній конфе-ренції  „Розвиток ветеринарної науки в Україні: здобутки та проблеми” (м. Харків, 24–26 вересня 1997 р.); Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених „Проблеми патології тварин та шляхи їх вирішення” (м. Київ, 11 жовтня 2000 р.); Міжнародній науково-практичній конференції „Молоді вчені у вирішенні проблем аграрної науки та практики” (м. Львів, 15–16 червня 2006 р.).
Публікації. Основні положення дисертації викладено у 15 працях, в тому числі 11 статтях – у фахових виданнях, перелік яких затверджено ВАК України та деклараційних патентах.
                     
                                                 РОЗДІЛ 1
                                 ОГЛЯД   ЛІТЕРАТУРИ


1.1. Сучасний стан вивчення пастерельозу сільськогосподарських
тварин (великої рогатої худоби та свиней)

Пастерельоз – Pasteurellosis (синоніми: геморагічна септицемія, холера птиці) – контагіозна інфекційна антропозоонозна хвороба багатьох видів сільськогосподарських, домашніх і диких тварин, птиці та людини. Гострий  перебіг цієї хвороби супроводжується явищами септицемії, геморагічним запаленням  слизових оболонок дихальних шляхів і травного тракту. Для хронічного перебігу хвороби характерні симптоми гнійно-некротичної пневмонії, яка іноді супроводжується кератокон’юнктивітом, артритами та метритами [14].
На пастерельоз хворіють велика рогата худоба та свині всіх вікових груп, особливо на відгодівлі [2, 13, 15].
Збудник пастерельозу був відкритий Е. Леффлером у 1885 р. при значній загибелі свиней. Учений назвав захворювання “повальною заразою”.
Пастерельоз  тварин усіх видів, птахів і людини викликають бактерії роду  Pasteurella, до якого належать види: P. multocida, P. haemolitica, P. ureae, P. pneu-motropica, P. acrogens, P. gallinarum (за М. Берджи , 1992) [16]. Вони належать до облігатних паразитів. Бактерії цього роду мають широкий спектр патогенності, що пояснюється варіабельністю властивостей збудників. Водночас, це ускладнює типування культур.
Основна етіологічна роль при пастерельозі тварин і птахів належить пастерелам двох видів: P. multocida і P. haemolitica.
Часто пастерельоз називають “геморагічною септицемією” через симптоми, що супроводжують це захворювання (обширні крововиливи у внутрішніх органах при гострому його перебігу). Цей термін у 1891 р. запропо-нував Хьоппе.
Контагіозність хвороби була встановлена у 1878–1887 рр. після того, як Болінгер (1878) описав пастерельоз у великої рогатої худоби, а Кітт (1885) виділив збудника. Були виявлені й описані збудники пастерельозу курей (Е. Земмер , 1878; Л. Пастер , 1880), кролів ( М. Гафки, 1881), свиней (Е. Леффлер, 1886), буйволів (В. Гресте , 1887). У ці роки  Л. Пастером були проведені перші досліди з ослаблення культур бактерій і здійснено імунізацію птахів. На честь його заслуг у вивченні цього захворювання, збудника даної хвороби назвали пастерелою, а захворювання –  пастере-льозом [3].
Протягом тривалого часу  вчені були впевнені, що у кожного виду ссавців і птиці хворобу викликає самостійний вид пастерел. Лише у 1939 р. Розенбушу і Мерчанту вдалося довести невідповідність такого погляду реальним умовам і описати збудника захворювання як самостійний вид – Pasteurella multocida [18, 19].
При дослідженні ензоотичної пневмонії тварин вченими ізолювались пастерели, проте невдалі  спроби відтворення захворювання ставили під сумнів інфекційну природу пневмонії, пов’язуючи це з наслідками різноманітних порушень у годівлі та утриманні тварин, низкою кліматичних і метеорологічних факторів [18]. Виділена з уражених легень мікрофлора, до складу якої входять і пастерели, не мала етіологічного значення у розвитку пневмонії [8, 20]. Часто “повальну заразу свиней” ідентифікують із чумою [21], яку диференціюють за патологоанатомічною картиною: основні зміни в лімфатичних вузлах – мармуровий рисунок на розрізі, інфаркти в селезінці, дифтеритні вогнища у товстому відділі кишечника (так звані бутони) [22, 23]. 
Крім зазначених захворювань P. multocida викликає у тварин мастити, аборти, артрити, діареї, ускладнення при ранах та інші патологічні процеси.
Протягом останніх десяти років вчені розширили та конкретизували дані щодо природи пастерельозу сільськогосподарських тварин і респіраторних хвороб, зокрема, пневмоній різної етіології. 
Доведено, що респіраторні синдроми в тварин –  це складні інфекційні процеси, основними збудниками яких є віруси, мікоплазми, бордетели, хламідії, гемофільні бактерії та пастерели двох видів: P. multocida та P. haemolitica [21, 24]. 
Досліджено два етапи розвитку ензоотичної пневмонії у свиней. Перша фаза обумовлюється  Mycoplasma hyopneumoniae (M. suipneumoniae)  і характеризується виразними клінічними ознаками ураження верхніх дихальних шляхів.
Друга фаза хвороби пов’язана безпосередньо з розвитком пневмоній, причиною яких є пастерели і їх асоціації вказаних вище видів. Цей етап хвороби перебігає з чітко виразними ознаками захворювання легень (порушення дихання, кашель, підвищення температури до 41–420 С). Однак у цьому складному інфекційному процесі пастерели частіше мають роль  вторинного чинника [18, 21- 23]. Звідси пішла назва “пневмонійний пастерельоз” („пульмональний пастерельоз”), що підкреслює провідну роль пастерел у розвитку пневмоній [24 – 27].
Pasteurella multocida має п’ять капсульних (А, В, D, Е, F ) і 16 соматичних (1–  16) сероварів. Залежно від капсульного антигену Р. multocida розвиваються відповідні клініко-епізоотологічні форми пастерельозів у тварин і птиці.
Р. multocida, серовари В і Е, зумовлює спалахи пастерельозу з надгострою та гострою формами перебігу захворювання. У більшості випадків у тварин будь-якого віку розвивається геморагічна септицемія з високою летальністю (Р. multocida, серовар Е, циркулює в Африці) [23].  
Р. multocida, серовари А і D, спричиняють у молодняка сільсько-господарських тварин виникнення факторного ендогенного пульмонального  пастерельозу із гострим, підгострим і хронічним перебігом пневмонії.
Р. multocida, серовари А і D, зумовлюють пневмоентерити кроленят, а серовари В і F – септичні форми пастерельозу (серовар F в Україні не реєструється).
Р. multocida серовару А у курей спричиняє  переважно гострий перебіг захворювання (холера), серовару D – хронічний пастерельоз. Холероподібні захворювання у водоплавної птиці зумовлює Р. multocida сероварів А і В [30] .
У людини пастерельозну інфекцію викликає P. multocida серовару В. В  основному, захворювання виникає трансмісивним шляхом – кровосисними комахами з розвитком сепсису, при якому можливий летальний кінець. При укусах і подряпинах тваринами, найчастіше котами, розвивається інфекція рани P. multocida у вигляді пододерматиту, лімфаденіту [32, 33].
Появі вторинного інфекційного процесу сприяють P. multocida та штами обох сероварів  Р. haemolitica (А та Т). Найчастіше вони ускладнюють більшість вірусних захворювань великої рогатої худоби та свиней [28, 29, 31].
Епізоотичний процес при пастерельозі залежить від багатьох зовнішніх факторів, резистентності організму тварин і вірулентності збудників хвороби. Наприклад, в Англії захворювання сільськогосподарських тварин на пастере-льоз має спорадичний характер і рідко поширюється з первинного вогнища [33]. У Німеччині пастерельоз переважно спостерігається як вторинна інфекція при чумі свиней [29]. У CША пастерельоз поглиблює перебіг чуми та грипу [34, 35]. У вигляді епізоотії пастерельоз  реєструється у Польщі [36] та Білорусі [17, 38]. Перебіг хвороби у тяжкій гострій формі реєструється переважно у країнах з теплим вологим кліматом [28, 39, 40].
У колишньому СРСР, у т. ч. й Україні, пастерельоз тварин перебігав й перебігає частіше у вигляді спорадичних спалахів, рідше – у вигляді ензоотії або навіть епізоотії [ 18, 41].

1. 2. Поширення  пастерельозу
 За даними світових літературних джерел встановлено, що проблема пастерельозу вийшла за межі ветеринарної медицини. Так, Р. В. Душук [38] та Е. А. Шегидевич [17] вказують на збільшення випадків виникнення пастерельозної інфекції у людей.
 Пастерельоз реєструється у багатьох країнах Європи,  у Північній, Цент-ральній і Південній Америці, Африці та Азії. У США зафіксовані випадки пастерельозної пневмонії у молодняку ВРХ і свиней, викликані  P. multocida серовару А. Хвороба супроводжується гнійним плевритом, виснаженням і високою (понад 5 %) смертністю тварин віком 4–6 міс на відгодівлі. [39].
За останніми повідомленнями вчених, в Австралії, Греції, Великій Британії, Німеччині, Чехії пастерельозну інфекцію спричиняють штами P. multocida серовару D, які переважають при „пульмональному пастерельозі” телят та інфекційному атрофічному риніті свиней, а також „транспортній лихоманці” [ 40 –  45].
У Болгарії при дослідженні 108 проб крові свиней віком від 2 до 7 міс., які загинули в результаті інфекційної пневмонії, було виділено 35 штамів 
P. multocida [27].
За кількістю та частотою випадків захворювання виділяються країни тропічного й субтропічного клімату – Індія, Пакистан, Іран, Ірак, Лаос, Камбоджа та південна Корея [25, 29, 45].
У колишніх республіках Радянського Союзу кількість неблагополучних пунктів з пастерельозу свиней у 1978–1981 рр. становила 16,38–29,94 % від загальної кількості інфекційних хвороб [46]. Протягом 2006 р. на території Росії виявлено 220 неблагополучних пунктів щодо пастерельозу ВРХ [47]. За кількістю виявлених неблагополучних пунктів і хворих на пастерельоз сільськогосподарських тварин  перше місце з колишніх республік посідає Росія, друге – Білорусь, третє – Казахстан,  четверте – Україна, п’яте – Грузія, шосте – Азербайджан,  сьоме – Узбекистан [46 – 51].
У Республіці Білорусь з 1985 по 2002 рр. було зареєстровано 1041 неблагополучний пункт з цієї хвороби. Захворюваність тварин становила до 17,8 %, а смертність – до 18,9 % [50].
У республіці Казахстан дані ветеринарної звітності за 1995–2003 рр. свідчать про 368 випадків пастерельозу коней у 53 пунктах. При цьому загинуло 270 коней, що становить 73,3 % до числа тварин, які захворіли [51].
В Україні пастерельоз має переважно ензоотичний прояв. Протягом 1978–1997 р.р. зареєстровано 497 неблагополучних пунктів із пастерельозу сільськогосподарських тварин, у т. ч. у зоні Полісся 63 %, Лісостепу – 21, у зоні північного та центрального степів – 10, передгірських і гірських районах – 5, у зоні південного степу – 1 %  [52 – 54].

1. 3. Нові тенденції перебігу пастерельозної інфекції серед 
сільськогосподарських тварин
        Пастерельоз свиней виникає на фоні різкого зниження резистентності організму під впливом різноманітних стрес-факторів і завдає значних економічних збитків [25, 29]. Головним чином, це фактори зоотехнічного, генетичного, патофізіологічного, інфекційного характеру, які мають  індукуючу або провокуючу функцію. Переважно це транспортні стреси, переохолодження, недостатня або незбалансована годівля, приховані інфекції, інвазії, тощо. Це рушійна сила для факторних інфекцій, які виникають після впливу на тварин різних зовнішніх дій, що як синергісти активують патогенні властивості слабких і навіть апатогенних мікроорганізмів і призводять до клінічного прояву хвороб [3].
До пастерельозу сприйнятливі всі види свійських і диких тварин, а також птиця. Серед курей і кролів пастерельоз, переважно, проявляється у вигляді ензоотичних спалахів. Серед тварин інших видів також часто зустрічаються ензоотичні спалахи хвороби, але їх майже не реєструють [18, 28, 30] .
 Джерелом пастерельозу великої рогатої худоби і свиней є хронічно хворі тварини, які інтенсивно виділяють збудника у зовнішнє середовище при загостренні захворювання [52].
Не менш небезпечним джерелом збудника пастерельозної інфекції є тварини з атиповими формами прояву та  абортивним перебігом пастерельозу, а також при прихованій інфекції, коли своєчасна постановка діагнозу досить проблематична [53, 54]. З точки зору можливості занесення та поширення збудника хвороби такі тварини небезпечніші від явно хворих, яких  легше виявити, ізолювати і цим зменшити ризик передачі інфекції здоровим тваринам.
Збудник пастерельозу потрапляє у довкілля з екскрементами, сечею, виділеннями з носових ходів, мокротою, з кров’ю при крововиливах [32, 55 –57].
Зареєстровані випадки зараження свиней  від великої рогатої худоби і навпаки [56, 58, 59]. У літературних джерелах є повідомлення, що в окремих випадках збудник пастерельозу свиней може уражати птицю, кролів і деяких гризунів [14, 16, 19]. Пастерельоз свиней часто виникає й при контакті з хворими на пастерельоз ВРХ, буйволами, вівцями, а також при холері домашньої птиці [60]. За даними Н. М. Никифорової [59], встановлена можливість переносу збудника від телят і буйволів на молодняк свиней. Спостерігаються випадки зараження домашніх свиней від диких тварин. Одночасно з наведених вище, певна стійкість щодо пастерельозу проявляється у м’ясоїдних і коней [53, 62, 63].
Слід відзначити, що гострий перебіг захворювання – геморагічна септицемія – нині є рідкісним явищем прояву пастерельозної інфекції [64]. Геморагічну септицемію, основним збудником якої є P. multocida серовару В, в основному реєструють у великої рогатої худоби та буйволів; у свиней  такий прояв пастерельозу фактично не зустрічається [65].
В останні роки все більше вчених, які досліджують етіологію респі-раторних захворювань сільськогосподарських тварин, дійшли до висновку, що це проблематика асоціації вірусів, бактерій і грибів [66].
Зараз все частіше зустрічається термін „легеневий пастерельоз”. Російські вчені вважають легеневий (пульмональний) пастерельоз основним проявом пастерельозної інфекції у свиней і досить поширеним серед великої та малої рогатої худоби [67].
На цей час респіраторні захворювання молодняку ВРХ і свиней значно поширені як в Україні, так і за кордоном. Респіраторні захворювання є основною причиною економічних втрат у тваринництві, що складаються з негативної дії на здоров’я телят і поросят, їхньої загибелі, недоотримання продуктивності від хворих та перехворілих тварин.
У деяких господарствах загибель телят в поєднанні з вимушеним забоєм сягає 40 – 55 %, а витрати на корми для хворих і перехворівших тварин збільшуються у 2–3 рази. За поширеністю й смертністю, вимушеним забоєм, недоотриманням приросту живої ваги, захворювання органів дихання у телят превалюють над іншими хворобами [68].
За даними деяких вчених [63 - 65] у телиць, які перехворіли на бронхо-пневмонію, в подальшому спостерігаються негативні наслідки. Так, із 100 тварин, які перехворіли, 8 залишилися безплідними, 12 запліднюються на 3 міс. пізніше, а в решти за першу лактацію одержують менше молока на 
20 %. Всього вибраковується до 60 % телят, які перехворіли респіраторними захворюваннями. Хвороби цієї групи дуже поширені та негативно впливають на економічні показники галузі, зменшуючи їх до 20 – 30 % [69].
Головну роль у виникненні спалахів первинних респіраторних захво-рювань у телят відіграють віруси: парагрипу, респіраторно-сенцитіальний, інфекційного ринотрахеїту (ІРТ), адено-, рота-, рео-, парво-, риновіруси діареї, грипу та імунодефіциту. При вірусних захворюваннях ушкоджується спадкова структура клітин, що веде до значного зниження продуктивності тварин. При цьому знижується резистентність тварин до бактеріальних інфекцій (P. haemolitica,P. multocida, Pseudomona auruginosa, Haemophylus sommus, Klebsiella sp. p., Proteus sp. p). Із мікоплазм найбільше зустрічається M. dispar, M. bovis, Ureaplasma sp.p., Actinomyces pyogenes та ін., які сприяють ензоотіям пневмоній телят і при цих захворюваннях виступають як другорядні патогени [78].
У телят перші клінічні ознаки з’являються на 35–45-й день життя. Це пов’язано з природним руйнуванням колостральних факторів захисту при недостатньому утворенні їх у власному організмі [66].
Схожа картина спостерігається і у свинарстві. До подібних наслідків від респіраторних захворювань (смертність, зниження приросту живої ваги, аборти, мастити, тощо) ще приєднується проблема інфекційного атрофічного риніту. Інфекційний атрофічний риніт (ІАР) свиней – захворювання, що супроводжується серозно-гнійним ринітом, атрофією носових раковин, дегенерацією та деформацією кісток лицьової частини черепа, порушенням обміну речовин із наступними патологічними ускладненнями. У поросят хвороба перебігає у вигляді ензоотії з явищами лихоманки ремітуючого типу, риніту, бронхіту, серозно-катаральної пневмонії та супроводжується зниженням їх продуктивності [71 – 73].
Основним  етіологічним фактором ІАР є P. multocida, частіше серовару D ніж А, що синергійно діє з Bordetella bronchiceptica [64, 75], які й викликають запалення носової порожнини. Цим двом збудникам притаманна органотропність, яка зумовлює паразитування в органах дихання, головним чином, у носовій порожнині. P. multocida, серовару D, має токсигенні властивості, а також продукує дермонекротоксини (DNT) [77, 78, 81]. Саме вони деформують носову перегородку. Важливою епізоотичною особливістю є повільне поширення хвороби (яка може проявитись тільки на 2–3-й рік після завозу свиней із неблагополучного господарства), хронічний перебіг і стаціонарність протягом багатьох років, тривале бактеріоносійство. Пік ензоотії припадає на період народження та відлучення поросят [79].
 Масові респіраторні захворювання сільськогосподарських тварин (ВРХ і свиней) за останні роки в основному проявляються як змішані вірусні або вірусно-бактеріальні інфекції, що характеризуються особливим злоякісним перебігом. Їх важко діагностувати, тому що другорядна бактеріальна інфекція „маскує” первинне вірусне захворювання [70]. Вагомий внесок у дослідження хвороб молодняку сільськогосподарських тварин і етіології атрофічного ринту зробив видатний український  вчений, академік В. В. Нікольський. 
Щоб вилучити той чи інший патологічний агент із вищезгаданої асоціації збудників респіраторного захворювання, необхідно своєчасно, за короткий період провести діагностичні дослідження. Але при сучасній ситуації, що склалась в державних ветеринарних лабораторіях, повний аналіз чинників, які спричиняють респіраторні захворювання, можна отримати лише протягом 4 – 10 діб [72].
Домінуючим бактеріальним агентом респіраторного захворювання сільськогосподарських тварин є P. multocida сероварів А та D. Загалом для проведення ретельної діагностики на пастерельоз необхідно 10 діб [73] .
У ветеринарії існує термін „транспортна хвороба” сільсько-господарських тварин, основним етіологічним фактором якої є  P. multocida (62 %), вірус інфлюенци 3 (38 %), а також стрес-фактори. Дія цих агентів направлена на дихальні шляхи. За клінічними ознаками ця дія проявляється підвищенням температури тіла, задишкою, кашлем. При патологічному розтині загиблої тварини реєструються масові крововиливи (під серозними оболонками плеври, очеревини, під епікардом та ендокардом). Основні зміни відбуваються в легенях – гіперемія, набряк, крововиливи, серозне запалення, фібринозна пневмонія [74].
1. 4. Діагностика пастерельозної інфекції
Існуючі засоби діагностики направлені на виявлення збудника пастере-льозу тварин, визначення його біологічних, біохімічних, серологічних, патогенних та імуногенних властивостей. Існують складності діагностики надгострого, хронічного, легеневого пастерельозів та інфекційного атрофічного риніту, бо вони мають самостійний прояв, а не є продовженням  гострого перебігу пастерельозної інфекції. Часто це пов’язано з факторністю пасте-рельозу та  пастерелоносійством [75– 77, 80, 83 ]. 
  Діагностика пастерельозу свиней включає: епізоотологічні, клінічні, патологоанатомічні дані та результати бактеріологічних досліджень патоло-гічного матеріалу з обов’язковим біологічним дослідженням виділеної культури на лабораторних тваринах [16, 48, 55, 64, 69, 81, 84, 85, 87, 89].
В Україні лабораторні діагностичні дослідження на пастерельоз виконуються згідно з Ветеринарним Законодавством та „Настановою з лабораторної діагностики пастерельозів тварин та птахів” [89, 95].
Відповідно до опрацьованої літератури [76, 92, 96] зазначимо, що лабораторна діагностика, в основному, поділяється на загальні та допоміжні методи аналізу. За існуючими положеннями та інструкціями рекомендується проводити прижиттєву комплексну діагностику, яка неможлива без лабораторних досліджень, і посмертну діагностику пастерельозу після загибелі тварин. Головною метою діагностики має бути виділення вірулентної для лабораторних тварин культури пастерел, застосування серологічних методів досліджень із специфічними серодіагностикумами [99]. 
 На сьогодні у діагностичній практиці застосовуються такі реакції: аглютинації (РА), дифузної преципітації (РДП), реакція непрямої гемаглютинації (РНГА) та імуноферментного аналізу (ІФА) [96, 100, 109, 112]. Наведені методи діагностики мають свої переваги та недоліки. Так, РНГА є більш чутливою за РА,  але результати одержуємо тільки через 3–4 доби після взяття зразків. Це пов’язано з екстенсивним субкультивуванням для отримання чистої культури збудника. Складність отримання антисироваток і термін, необхідний для процедури серотипування P. multocida, вказують, що серологічне визначення не практичне для більшості лабораторій нашої країни [111, 113].  
T. D. Hamilton [12] дає загальну оцінку серологічним методам діагностики пас-терельозної інфекції. Він звертає увагу дослідників на те, що ці методи дають позитивні результати лише в 50-70% випадків, у зв’язку з чим необхідне проведення комплексних діагностичних досліджень. Однією з причин низької діагностичної ефективності РА та ІФА є той факт, що серед пастерел зустрічаються слабо вірулентні варіанти, які викликають розвиток „пульмонального пастерельозу”, інфекційного атрофічного риніту, генералізованої форми інфекції, зумовлюють носійство і не спричиняють активної іму-нологічної відповіді з боку організму [24, 32, 39].
Імуноферментний аналіз (ІФА). Принцип цього методу полягає в тому, що при виявленні антигену в досліджуваних матеріалах використовується специфічна імунна сироватка, антитіла якої несуть ферментну мітку (наприклад, пероксидазну). Утворений комплекс “антиген- антитіло” виявляють кольоровою реакцією при додаванні субстрату до пероксидази (5-аміносаліцилової кислоти або бензидину). При цьому зазначений комплекс забарвлюється в темно-коричневий колір і легко виявляється за допомогою імерсійної системи мікроскопа.
ІФА при пастерельозі, в основному, застосовується для контролю вакцинних препаратів, тоді як для постановки діагнозу цей метод громіздкий і  високовартісний, тому менш доступний у практичній лабораторній роботі. Також він напряму залежить від накопичення збудника в досліджуваному матеріалі, тому застосовувати ІФА при латентному перебізі захворювання  недоцільно  [131, 132]. Це означає, що використання методу ІФА на ранніх стадіях виникнення захворювання та при діагностиці тварин-носіїв пастерельозної інфекції неможливе [115].
Внутрішньовидова класифікація пастерел ґрунтується за принципом серологічної специфічності, але цей метод недосконалий. Тому в умовах виробничих лабораторій найбільш доступним є метод диференціації пастерел  за стафілококовим тестом і трипафлавіновою пробою [50, 136]. 
Як свідчить вищезгадане, серологічні методи діагностики пастерельозу (РА, РНГА, РДП, культуральні й некультуральні, біохімічні та біопроби, ІФА тощо) мають ряд істотних недоліків:
1) низька чутливість і, як наслідок, недосконала діагностика на ранніх стадіях або прихованого латентного перебігу захворювання;
2) недостатня достовірність (позитивність отриманих результатів варіює в межах 50-70 %);
3) низька специфічність;
4) трудомісткість.
  Тому  виникла нагальна потреба пошуку додаткового методу діагностики пастерельозу свиней, який би відповідав більшості поставлених сьогоденням вимог. Аналізуючи останні повідомлення вчених різних країн, які  працюють над даною проблемою, нас зацікавив новітній метод діагностики –полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР).
В останні роки досить прогресивними виявились генотипічні методи ідентифікації бактерій. Аналізи, що ґрунтуються на нуклеїновій кислоті, можуть визначати мікроорганізми безпосередньо в клінічних зразках або малих кількостях культивованих бактеріальних клітин, що значно підвищує чутли-вість та скорочує час, необхідний для ідентифікації бактерій. Полімеразно-ланцюгова реакція (ПЛР) базується на наукових досягненнях у молекулярній біології та генетиці при визначенні специфіки генетичного апарату збудника. Застосування ПЛР  для індикації збудників інфекцій та ідентифікації їх на родовому й внутрішньовидовому рівнях дає змогу більш чітко здійснювати контроль за епідеміологічною ситуацією в країні.
Доцільно стисло зупинитися на принципах і методології геномної дактилоскопії. Геномна дактилоскопія – засіб молекулярної біології, суттєво вищої специфічності порівняно з традиційними методами диференціації (біохімічні тести, серотипізація, визначення фаготику, тощо). Підставою для диференціації слугує різниця в структурі ДНК досліджуваних мікроорганізмів.
На основі методів молекулярної біології розроблено різні тест-системи, а саме: метод “холодних” зондів, ідентифікація за допомогою методів молекулярної гібридизації, генна ампліфікація. Найбільш чутливим і специ-фічним  є метод генної ампліфікації, який здійснюється за допомогою ПЛР (ізольоване примноження гена чи його фрагмента називають ампліфікацією) [136, 138].
Полімеразна ланцюгова реакція, або “Polymerase Chain Reaction”, вперше була описана R. K. Saiki et. al. [139]. Ця реакція базується на циклічному використанні ДНК-полімерази, що одночасно спрацьовує з одним олігонуклеотидом,  який застосовують як праймер (primer – фрагмент, початок) з одним ланцюгом ДНК, що використовується як матриця. За  D. Larzul [140],  принцип ПЛР базується на трьох послідовних етапах, із яких складається один цикл полімеризації, що може повторюватись “n” разів: 
1) денатурація дволанцюгової ДНК-мішені під дією температури на два окремих ланцюги;
2) гібридизація праймерів до кожного окремого ланцюга;
3) “переписування” ДНК-полімеразних ланцюгів, комплементованих окремим первинним ланцюгам, та екстензія їх у результаті синтезу в напрямку 51–31, із дотриманням при цьому правила спарювання азотистих сполук.
У ПЛР можна синтезувати велику кількість ДНК з регулюванням селективної полімеризації окремої, раніше запрограмованої, ділянки ДНК [139, 141]. 
Важливою умовою для відтворення цього методу є знання 15–25 азотистих основ, розташованих на кожному п’ятому кінці ділянки, що підлягає полімеризації. Завдяки синтезаторам олігонуклеотидів можливе одержання необхідної кількості цих фрагментів, які містяться на кожному ланцюгу ДНК-мішені, що підлягають ампліфікації.
Ступінь ампліфікації великий і варіює від 105 до 106, що дозволяє легко виявити присутність молекул ДНК мішені безпосередньо у зразках, навіть якщо  їх кількість дуже незначна. При пошуку ДНК мішені навіть 10 mg є реальним вивільненням 1 гена (ng). Ампліфікація відміченої кількості ДНК у 20 циклах достатня для отримання майже 200 ng ДНК (починаючи з одного гена). Ця кількість ДНК може бути виявлена при опроміненні ультрафіолетовим промінням після електрофорезу і фарбування бромистим етидієм.
Генна полімеризація in vitro при 40 циклах із наступною молекулярною гібридизацією теоретично дозволяє виявити одну молекулу ДНК, яка складається із 100 пар азотистих основ, і досягти у такий спосіб максимальної чутливості. При цьому необхідно дотримуватись низки важливих умов проведення реакції ампліфікації та режиму молекулярної стерилізації [142, 143]. Перш за все, це стосується вибору праймерних систем. Олігонуклеотидні послідовності, що ініціюють ПЛР, мають бути оптимальними за довжиною, високоспецифічними й праймувати пошукувану ділянку гена збудника.  Важливе значення мають підбір тестових систем, які контролюють розмір ампліфікуючих фрагментів гена, підбір оптимальної концентрації інгредієнтів, які використовуються, способи їх зберігання, підготовки до проведення реакції, а також дотримання технічних умов ампліфікаціі (об’єм ампліфікаційних сумішей, температурні та часові параметри кожного етапу: відпалу, плавлення й синтезу).
У практиці протиепідеміологічних заходів важливим є не тільки виявлення збудника, а й встановлення конкретного генотипу, що допомагає точно встановити джерело інфекції. Тому, у випадку позитивної геноспецифічної відповіді, необхідно додатково провести генотипування ізоляту на внутрішньовидовому рівні [143].
Цінність застосування ПЛР пов’язана з виявленням видоспецифічних і типоспецифічних маркерів або ж так званих факторів патогенності. Використання ПЛР надає реальну можливість застосовувати специфічні праймери, нуклеотидна послідовність яких тісно пов’язана з генами, що контролюють ключові фактори патогенності [138].
Як бачимо, лабораторну діагностику пастерельозної інфекції можна проводити як за допомогою традиційних методів – бактеріологічними аналізами, методів імунної відповіді, так і методами молекулярної біології, що ґрунтуються на вивченні генетичного апарату збудника.

1. 5. Профілактика пастерельозу сільськогосподарських тварин (ВРХ і свиней)
Пошуки засобів специфічної профілактики пастерельозу свиней розпочались зі спроб використати живі культури пастерел. При культивуванні у відповідних умовах збудник пастерельозу продукує токсичні речовини, які багато дослідників намагаються застосувати з метою імунізації. R. Hobli (1890) із отриманих від свиней пастерел виділив речовину, названу ним “сусотоксином”, який у дозі 0,125–0,25 см3 вбивав пацюків протягом 36 год. [126]. Schwajh O. (1903) виділив із пастерельозної культури токсин, який був летальним для кролів і морських свинок у дозі 0,003–0,01 см3. Цими токсинами він щепив свиней [116].
Р. Wassermann й N. Citron (1906) отримували імуногенну речовину методом тривалого струшування культури пастерели на шутель апараті з наступним інактивуванням отриманого екстракту карболовою кислотою. Отриманою речовиною вони імунізували свиней. При цьому у тварин утворювався напружений імунітет [147].
Згодом були запропоновані інактивовані вакцини з неспецифічними наповнювачами (50-ті роки ХХ ст.), зокрема, преципітована формолвакцина проти пастерельозу великої рогатої худоби, овець і свиней, а потім й емульговані препарати [113].
Традиційно для інактивування пастерел використовують 0,1 – 0,3% -й    формалін. 
Вчені з Польщі дослідили, що найкращі протективні властивості показали вакцини, які були виготовлені на основі мінерального масла, гідроокис алюмінію та емульгатора [130].
Вакцини з повного антигену можуть викликати у тварин шок на бактеріальний токсин. Прагнення протидіяти цьому дало поштовх до створення препаратів із клітинних компонентів [141]. 
Дослідження білоруських вчених були спрямовані на створення напруженого імунітету у ВРХ і свиней тривалістю не менше 8 міс. Вчені замінили  мікробну клітину на антигенну субстанцію  [144].
M. Phillips et. al. [155] довели високу імунологічну активність компонентів, які містять рибосомальну фракцію серовару В і гомологічний ліпополіцукрид пастерели.
Першість у створенні 100 %-ної стійкості тварин проти пастерельозної інфекції належить сухим рибосомальним вакцинам [27].
Багато вчених базують розробки вакцин на дослідженні повних антигенів пастерел, виділених від свиней. Їх активність визначають за імунізуючими властивостями [154, 156, 157]. Встановлено, що поліцукрид пастерел має більш виявлені імуногенні властивості, ніж поверхневий антиген [113].
Широко досліджується реакція тварин на комбіновану вакцинацію проти пастерельозу та чуми свиней; пастерельозу й бешихи; пастерельозу, паратифу та хвороби Ауески [158, 159], що згодом може полегшити профілактичні заходи проти цих хвороб.
Встановлено, що бактерін, до складу якого входить комбінація культур 
B. bronchiseptica, P. multocida та E. rhusiopathiae, не шкідливий для організму тварин при дворазовій вакцинації підшкірно та внутрішньо-м’язово у дозі 2 см3 з інтервалом від 3 до 8 тижнів. При цьому ефект комплексної вакцинації відповідав сумарному ефекту вакцинації кожним бактеріном даної комбінації [160, 161].
Полівалентну вакцину проти паратифу, пастерельозу й диплококової септицемії (ППД) застосовували та застосовують у господарствах країн колишнього СРСР. Вакцину вводили поросятам 20-денного віку та свиноматкам за 15–20 днів перед опоросом [97].
В Україні на сучасному етапі для імунізації свиней застосовують емульговану вакцину проти пастерельозу свиней і преципітовану формол-вакцину проти пастерельозу сільськогосподарських тварин, а також ППД, які виготовляються в Росії [113]. 
Т. В. Мазур [156] вважає, що всі вакцини, які мають забезпечувати проти-пастерельозний імунітет у свиней, містять захисний потенціал лише проти гострої форми пастерельозу – геморагічної септицемії, що викликана P. multocida, серотипом В. 
Запропоновано використання  вакцини проти неонатального енторокси-козу, бешихи, атрофічного риніту та респіраторних хвороб  „Процилис БПІ” / 4*3* та  інактивованої вакцини проти інфекційного атрофічного риніту свиней  „Процилис АР–Т*” (обидві виробництва „Інтервет”), але до їх складу входить лише P. multocida серовару D, який виділяється при хронічному перебігу інфекції.
Фірма „Інтервет” пропонує ще один вакцинний препарат, у якому оптимально підібрані антигени ензоотичної (мікоплазмозної) пневмонії, атрофічного риніту, пастерельозної та бордетельозної  пневмоній – „Процилис БПМ” (Porcilis BPM). Він використовується для профілактики прогресуючого атрофічного риніту та респіраторних захворювань, викликаних асоціаціями мікроорганізмів B. bronchiceptica, токсигенних і нетоксигенних P. multocida сероварів А та D, а також M. hyopneumoniae. Вакцину ін’єкують поросним свиноматкам  або  поросятам [129].
Вченими-дослідниками проводиться велика робота щодо вивчення й підбору високоімуногенних місцевих штамів для виготовлення асоційованих, моно- та полівалентних вакцин [23, 127].
Фірма “Langform Inc” (Канада) випускає вакцину “KollBar–T” для імунізації свиноматок і поросят. Вакцина призначена  для профілактики атрофічного риніту, пастерельозних пневмоній і діареї, що викликається кишковими паличками. До її складу входить анатоксин P. multocida (серовар D), антигени кишкової палички К–88 ав, 987 Р та F–41, B. bronchiseptica [107].
У Франції з цією ж метою випускають такі препарати: Gestopor-Lysentero – асоційована інактивована ГОА-формолвакцина проти колісальмонельозів і пастерельозу поросят;  Vaxipast – інактивована формолемульсинвакцина проти пастерельозу жуйних і свиней; Lysopast – інактивована ГОА-формалізат-вакцина проти пастерельозу жуйних, свиней і кролів [155].
Асоційовані вакцини мають ряд переваг. Розробки цих біопрепаратів базуються на дослідженнях конкурентоспроможних антигенів.
Перспективний напрям має виготовлення вакцин із фрагментів клітин або очищених антигенів. Під їх дією у свиней створюється напружений імунітет до пастерельозу. Ці вакцини не викликають ускладнень. Особливу увагу при створенні вакцинних препаратів приділяють антигенному складу вакцинних штамів [143], процесу інактивації пастерел та ефективності ад’ювантів [147, 151].
Застосування вакцин проти пастерельозу має здійснюватись з ураху-ванням постійної типізації штамів пастерел. За результатами зарубіжних дослідників, уже через 2–2,5 роки від початку застосування вакцини із місцевих штамів, вона показує дуже низьку ефективність. Це пояснюється мінливістю штамів пастерел (риботипи, білковий профіль) у вказаному проміжку часу [130, 147, 150, 163 - 165].
У розробці системи профілактики пастерельозу сільськогосподарських тварин ураховуються всі ланки епізоотичного ланцюга, які були б властиві для господарств усіх напрямків.
Із появою протипастерельозних біологічних препаратів  подолання інфекції базувалось на специфічній профілактиці, причому на практиці не завжди враховувалось проведення  організаційно-господарських і ветеринарно-санітарних заходів [2, 162, 166].
Заходи з охорони господарства від занесення збудників хвороби проводять з урахуванням шляхів поширення пастерельозу. В першу чергу припиняють міжгосподарські зв’язки з неблагополучними щодо пастерельозу пунктами, не дозволяють контакти тварин неблагополучних і благополучних господарств, не допускають обслуговуючий персонал із благополучних ферм на неблагополучні  щодо  пастерельозної інфекції території [15]. 
У господарствах, неблагополучних щодо пастерельозу, поголів’я щойно привезених тварин комплектують тільки після їх активної імунізації [23, 65]. Якщо ремонтне поголів’я надійшло з благополучних щодо пастерельозу господарств, необхідно дотримуватись умов карантинування протягом 30-ти днів, передбачених ветеринарним законодавством [166]. Дотримання на території господарств належного санітарного стану – запорука успіху  профілактичних заходів проти пастерельозу та інших інфекційних захворювань.
Для ефективної санації родильні відділення для корів і свинарники-маточники розділяють на ізольовані секції й використовують за типом “все зайнято – все порожньо”. Профілактичну дезінфекцію приміщень проводять ефективними засобами, а саме: 40%-ним водним розчином молочної кислоти; 4%-ним розчином йодтриетиленгліколю; 20%-ним розчином йодинолу в співвідношенні 1:1; 3 – 5%-ним розчином хлораміну [119, 121].
Здійснюють систематичний клінічний огляд тварин, спеціальні дослід-ження за своєчасним виявленням хворих і пастерелоносіїв, контролюють можливі шляхи занесення збудника пастерельозу з кормами, водою, транспортом.
У господарствах обладнують місце для збору та тимчасового зберігання трупів, недосяжне для гризунів, птахів, собак і котів. Утилізація повинна відбуватися належним чином [80, 84].
Повноцінна та збалансована годівля тварин є складовою частиною у створенні імунологічної опірності організму тварин [128]. Корми, особливо тваринного походження (молоко, продукти його переробки та ін.), у разі  використання в господарстві для згодовування тваринам, перед вживанням мають підлягати обов’язковій термічній обробці [63].
У разі спалаху пастерельозу в господарстві проводять протиепізоотичні заходи, спрямовані на ліквідацію або локалізацію джерела інфекції. З цією метою у неблагополучному господарстві вводять ветеринарні заходи з ізоляції хворих тварин, підозрюваних у захворюванні. Їм вводять протипастерельозну сироватку в лікувальній дозі та один із перелічених антибіотиків: гентаміцин, окситетрациклін, хлортетрациклін, стрептоміцин, пролонговані антибіотики (дитетрациклін, біцилін-3) [34, 146]. Решту тварин імунізують інактивованою емульгованою вакциною проти пастерельозу та сальмонельозу  ВРХ, овець і буйволів (виробник ВНДІЗЖ, Росія) або емульгованою вакциною проти пастерельозу свиней (Сумська біофабрика) [20].
При ліквідації пастерельозної інфекції набирає поширення забій хронічно хворих тварин [29], відправка всієї неблагополучної групи на м’ясокомбінат, імунізація здорових тварин і проведення комплексу ветеринарно-санітарних заходів.
Впровадження комплексу організаційно-господарських заходів, що органічно поєднується з протиепізоотичною роботою, дезінфекцією, дера-тизацією, є базисом профілактики та ліквідації пастерельозу в тваринницьких  господарствах. Поряд із забезпеченням оптимальних параметрів мікроклімату в приміщеннях, необхідне широке використання засобів для підвищення резистентності організму тварин, включаючи лікувально-профілактичні препарати: глобулін, вітаміни, мінеральні компоненти, антибіотики [2, 110].

1. 6. Заключення
Аналізуючи літературні джерела, ми дійшли висновку, що пастерельоз сільськогосподарських тварин і птиці все ще залишається питанням, актуальним для вивчення.
Дослідження епізоотичного процесу пастерельозу тварин, характерного саме для України, систематика та впровадження останніх наукових досягнень для виявлення, лікування й профілактики цієї інфекції є надзвичайно важливим для сільськогосподарських господарств.
Пастерельозна інфекція завдає господарствам значних економічних збитків, які поглиблюються сезонністю та стаціонарністю, а також пастерелоносійством, на що раніше майже не звертали уваги.
Асоціації пастерел з іншими бактеріальними та вірусними антигенами провокують у ВРХ і свиней нетиповий перебіг захворювання, що ускладнює діагностику й боротьбу з пастерельозом. Саме тому однією з найважливіших ланок дослідження пастерельозної інфекції є розробка методів швидкої генетичної діагностики, на основі яких базується вся подальша робота з лікування та профілактики респіраторних захворювань, домінуючим бактеріальним фактором яких є пастерела.
При виявленні та  вивченні сероварної належності польових штамів пастерел на території України постало питання про створення нових засобів активної імунізації сільськогосподарських тварин. Вакцинний препарат повинен мати достатній набір сероваріантів пастерел, які циркулюють серед сільськогосподарських та диких тварин і птахів. При створенні нових біологічних препаратів для профілактики та лікування пастерельозів необхідно враховувати різноманітність цих серотипів [151 – 154, 160 - 165].
 Тому одним із завдань, яке ставилося перед нами, було вивчення сероварного складу пастерел у ВРХ та свиней із метою підвищення рівня їх вакцинопрофілактики від пастерельозу, а також сприяння ефективності впровадження оздоровчо-профілактичних заходів за допомогою своєчасного, швидкого та надійного методу – полімеразної ланцюгової реакції.                                         

     ВИСНОВКИ

Доведена ефективність застосування ПЛР для діагностики пастерельозу великої рогатої худоби та свиней. Експериментально обгрунтована домінуюча роль P. multocida в асоціаціях інфекційних агентів, які викликають респіраторні захворювання сільськогосподарських тварин і визначено їх сероварний склад. Вдосконалено методику прижит-тєвої діагностики пастерельозу. Запропоновано неспецифічні і специфічні засоби профілактики хвороби.
1. Експериментально доведено ефективність застосування ПЛР з метою виявлення пастерел в патологічному матеріалі від загиблих і вимушено забитих тварин. Так за допомогою ПЛР генетичний матеріалP. multocida виявляється від ВРХ (n =50) у 49 випадках (98,6 %), від свиней (n = 50) – у 49 (99,4 %), тоді як за допомогою бактеріологічного методу – у 41 (82,0 %) та – у 44 (89,4 %) відповідно. Доведено доско-налість внутрішньовидової диференціації P. multocida за допомогою ПЛР. При дослідженні патологічного матеріалу сероварний склад був такий: серовар А – 61,3 %, серовар D – 38,7 %.
        2. Ефективність ПЛР при індикації пастерел в пробах крові та слизу носової порожнини від хворих на бронхопневмонію телят становить 100,0 %, тоді як бактеріологічного методу – 87,5 % (р ≥ 0,1). Ефективність застосування ПЛР при виявлені P. multocida із проб клінічного матеріалу від відлучених поросят з ознаками респіраторних захворювань становить 100,0 %, в той час як бактеріологічні дослідження були позитивними у 80,0 %  випадків (р ≥ 0,1). Отримані дані дають підставу рекомендувати слиз носової порожнини  тварин, як об`єкт прижиттєвої діагностики пастерельозу .
       3. Основним бактеріальним агентом, який виявлявся при респіраторних захворюваннях у сільськогосподарських тварин, є P. multocida. Диференціація сероварів пастерел за допомогою праймерів ПЛР досить швидка (протягом 5 год.) та ефективна, тоді як серотипування на білих мишах  тривале (до 5 діб) і трудомістке. При бронхопневмоніях телят переважають P. multocida серовари А (40,0 %) і D (60,0 %); у свиней – А (55,0 %) та D (45,0 %) відповідно. P. multocida серовар В у дослідних зразках не виявлений.
       4. Встановлено, що ІРТ ВРХ супроводжується бактеріальними асоціаціями такого складу: P. multocida (40,0 %), при внутрішньовидовій  серотипізації значна частка належить серовару D (65,0 %); B. bronchiseptica (25,0 %); S. typhimurium (15,0 %); M. bovis (10,0 %); S. pyogenes (10,0 %). Від свиней з ознаками ІАР  виділяється бактеріальна асоціація: P. multocida (57,0 %); B. bronchiseptica (35,0 %). При дослідженні 31 проби слизу носової порожнини свиней ПЛР у 83,87 % випадків виділено ДНК пастерел серовару А та у 90,32 % – серовару D.
    5. Встановлено, що пастерелам притаманна антилізоцимна актив-ність, що свідчить про потенційну можливість персистенції мікропор-ганізму. Найвищий рівень антилізоцимної активності (АЛА) P. multocida має серовар А – 6 мкг/см3 референтного і 5 мкг/см3 епізоотичного штаму. АЛА P. multocida серовару D  становить 6 мкг/см3, як референтного так і епізоотичного штаму, серовару В – 3 мкг/см3.
6. При виявленні тварин-пастеролоносіїв доцільно використовувати ПЛР, так як за допомогою цього методу було виявлено 100,0 %  прихо-ваних тварин-носіїв, в той час як за допомогою серологічних реакцій виявлено менше 50% випадків. Пастерелоносійство у 45,5 % випадків зумовлюють P. multocida сероварів А та D, які виявляються у клінічно здорових тварин.
7. Застосування ПЛР дозволяє виявити на 27,0 % більше контамінованих предметів довкілля (відвійок, ґрунту, гною, продуктів боєньких відходів, стічних вод боєнь), ніж бактеріологічними дослідженнями, що дає підстави використовувати ПЛР з метою виявлення можливих факторів передачі збудника.
8. Експериментально доведена можливість контролю впровад-жених лікувально-оздоровчих заходів при пастерельозі ВРХ і свиней за допомогою ПЛР. З цією метою індикацію збудника в біологічному матеріалі контрольо-ваних тварин проводять через 60 днів після впроваджених лікувально-оздоровчих заходів.
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