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	Капсульные антигены

	О-АГ
	Соматические антигены

	ЖМК
	Живые микробные клетки

	КРС
	Крупный рогатый скот

	КОЕ
	Колониеобразующая единица

	КСП
	Коллективное сельскохозяйственное предприятие

	МПА
	Мясопептонный агар

	МПБ
	Мясопептонный бульон

	НВЧ
	Наиболее вероятное число

	ОПХ
	Основа перевара Хоттингера

	ОРЗ
	Острые респираторные заболевания

	ПВ
	Пептонная вода

	ПЖА
	Полужидкий агар

	РА
	Реакция агглютинации

	РНГА
	Реакция непрямой гемагглютинации 

	СЖ
	Сахарозо-желатиновая среда 

	СВ (гидролизированный)
	Среда высушивания с гидролизированным желатином путем автоклавирования

	СЖА
	Сахарозо-желатиново-агаровая среда

	DCL
	Минимальная несомненная смертельная доза
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	50%-ная иммунизирующая доза 

	LD50
	50%-ная летальная доза 

	lg
	Логарифм с основанием 10

	log2
	Логарифм с основанием 2

	P.multocida
	Pasteurella multocida

	P.haemolytica
	Pasteurella haemolytica
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Введение
Одним из основных условий успешного развития сельскохозяйственного производства является эффективная борьба с инфекционными болезнями животных. Новые формы ведения животноводства в фермерских хозяйствах выдвигают для ветеринарной науки и практики ряд проблем, в числе которых определение этиологической роли отдельных возбудителей при респираторной патологии телят.
Респираторные болезни молодняка могут быть обусловлены микроорганизмами различных таксономических групп, включая P.multocida и их ассоциациями [118, 9, 52, 240, 300]. Установлено, что в 80 % случаев причиной первичных специфических пневмоний среди молодняка КРС является P.multocida [177, 42, 99, 110, 189, 74, 167, 54, 218, 239, 246, 297, 223]. 
Наиболее распространенными формами пастереллезов среди телят являются легочной (пневмонийный) пастереллез, обусловленный P.multocida серотипами D и А, и геморрагическая септицемия, вызванная серотипом В [71, 83, 57, 89, 61, 205, 208, 211, 230, 283, 285, 224, 281, 236, 298, 256].
Респираторные заболевания молодняка крупного рогатого скота наносят значительный экономический ущерб. На актуальность этой проблемы указывалось на Генеральных сессиях МЭБ (1977, 1982), Международном симпозиуме по  проблемам респираторных болезней различной этиологии (США, 1985), ХХ Всемирном ветеринарном конгрессе (Салоники, 1975), XXI Всемирном ветеринарном конгрессе (Москва, 1979), XXV Всемирном ветеринарном конгрессе (Париж, 1999).
Проблемой респираторных болезней молодняка крупного рогатого скота в различных регионах СНГ занималась значительная группа ученых. Так, в Украине, по данным В.А. Атамась [17], М. Амирбекова, В.Л. Ковалева [4], В. Левченко, В. Блажко [103], А.Е. Борисова [29], М.Я. Начатова та ін. [133], И.П. Кондрахина [84], В.М. Апатенко [11], Т.В. Мазур [108], В.Л. Ковалева, И.А. Гуренко [78], Г. Лемещенко та ін. [104], отмечалось, что при выращивании и откорме телят, респираторные заболевания регистрировались у 80-100 % восприимчивых животных, с частыми рецидивами и летальным исходом от 10 до 50 % заболевших животных. В результате прямых и косвенных потерь респираторные болезни причиняют скотоводству значительный экономический ущерб, который слагается из падежа, вынужденного убоя, снижения приростов в процессе переболевания, а также стоимости ветеринарно-санитарных мероприятий по профилактике и купированию энзоотических пневмоний.
В результате коллективных усилий ученых ближнего и дальнего зарубежья, в настоящее время, достаточно хорошо изучена этиологическая роль вирусно-бактериальных ассоциатов в развитии респираторных болезней молодняка сельскохозяйственных животных [5, 58, 25, 166, 153, 64, 111, 202, 234, 264, 233]. Хорошо изучены такие широко распространенные вирусные болезни как парагрипп-3, инфекционный ринотрахеит, аденовирусные, респираторносинцитиальные, микоплазменные инфекции и другие [3, 71, 169, 154, 138, 45, 134, 165, 175, 145, 33, 67, 101, 303, 201, 195, 250, 258]. Также считается общепризнанным фактом, что ведущее значение в возникновении и патогенезе пневмоний (гнойного, гнойно-некротиче-ского, фибринозно-некротического, катарально-геморрагического характера), при массовых респираторных заболеваниях телят принадлежит P.multocida [89, 92, 72, 118, 120, 146, 121, 203, 216, 237, 217].
Несмотря на очевидные успехи в изучении легочных болезней молодняка сельскохозяйственных животных, многие вопросы этиологической роли и эпизоотического значения бактериальных патогенов, и прежде всего P.multocida, как основного бактериального этиологического фактора изучены недостаточно [77, 35, 2, 106, 188, 36, 186, 37, 292, 213, 300, 250, 299, 309, 228, 200]. Поэтому необходимо более тщательное изучение этиологии и эпизоотологии легочных пастереллезов телят, как одной из наиболее важных нозологических единиц при смешанных болезнях дыхательной системы.
Связь работы с научными программами. Диссертационная работа выполнялась согласно тематического плана Крымского ГАУ «Научно-обоснованная система ведения сельского хозяйства в Крыму в период выхода из кризиса и перехода к рынку» (Раздел 5/5), утвержденного 26 января 1995 г.(1995-2000). Госрегистрация № 0199И004288.
Цель и задачи исследований. Целью работы было определение этиологической роли P.multocida при респираторной патологии телят в животноводческих хозяйствах, изучение биологических свойств возбудителя и клинико-эпизоотологических особенностей легочного пастереллеза. Для достижения этой цели были поставлены следующие задачи:
1. Определить этиопатогенетическую значимость P.multocida при массовых респираторных заболеваниях телят 1-6 месячного возраста.
2. Изучить клинико-эпизоотологические особенности легочных пастереллезов телят в животноводческих хозяйствах.
3. Приготовить гипериммунные диагностические сыворотки на капсульные и соматические антигены P.multocida для серотипизации возбудителя в РНГА и РА.
4. Выделить культуры P.multocida от больных животных и изучить их основные биологические свойства в сравнении с референтными штаммами.
5. Разработать методы длительного сохранения эпизоотических культур P.multocida с целью недопущения диссоциации возбудителя при пересевах.
Объект опытов – клинико-эпизоотологические особенности заболевания телят на легочной пастереллез.
Предмет опытов: этиопатогенетическое значение P.multocida в респираторной патологии телят и изучение биологических свойств возбудителя легочного пастереллеза, серологическая типизация выделенных культур, мониторинг эпизоотического состояния в хозяйствах, а также бактериологическая изоляция полевых культур пастерелл и разработка методов их длительного сохранения.
Методы опытов. В работе использовали бактериологические (индикация и идентификация выделенных культур), серологические (РНГА и РА, капсульные антигены готовили по Iordache A. e.a., 1980, а соматические по Namioka S. & Murata M., 1964), патологоанатомический методы и биохимически исследовали сыворотки крови от больных телят по И.П.Кондрахину (1997). Статистические методы (анализ достоверности экспериментальной выборки генеральной совокупности данных) проводили с помощью методических пособий И.П.Ашмарина (1961) и Г.Ф.Лакина (1990).
Научная новизна полученных результатов. Впервые изучена этиопатогенетическая значимость P.multocida при респираторных заболеваниях телят 1-6 месячного возраста в хозяйствах Херсонской области и АР Крым. Определена доминирующая этиологическая роль P.multocida в возникновении первичных бактериальных бронхопневмоний телят и клинико-эпизоотологических особенностей течения легочных пастереллезов в животноводческих хозяйствах. Показана стадийность в развитии смешаных респираторных болезней телят, связанная с этиологической структурой вирусно-бактериальных ассоциаций. Определена серотиповая принадлежность пастерелл, участвующих в эпизоотическом процессе легочных форм пастереллеза. Выявлена неоднородность полевых культур пастерелл по капсульным и соматическим антигенам, циркулирующих в неблагополучных по респираторным болезням хозяйствах. Показана зависимость между вирулентностью и тканевым тропизмом возбудителя, а также угнетение имунной реактивности макроорганизма под влиянием P.multocida.
Практическая ценность. Разработаны способы сохранения нативных биологических свойств пастерелл на длительное время (до 2 лет и более) методами криоконсервации и лиофилизации, что необходимо учитывать при депонировании эпизоотических культур и производственных штаммов возбудителя, при изготовлении противопастереллезных вакцин. Разработаны и внедрены методические рекомендации по лиофилизации пастерелл. Предложены 2 варианта количественного учета пастерелл в суспензиях методом посева десятикратных разведений на элективные питательные среды. На 5% кровяном МПА подсчитывали выросшие колонии и выражали концентрацию пастерелл в КОЕ/см3, в бульоне Хоттингера учитывали помутнение и прозрачность, результат логарифмировали и выражали в НВЧ. Применили серологический мониторинг в РНГА с приготовленными нами капсульными эритроцитарными диагностикумами для определения эпизоотической ситуации по легочному пастереллезу телят. На капсульные и соматические антигены получены гипериммунные диагностические сыворотки, которые применяли для типизации антигенной структуры P.multocida серотипов А, В и Д. 
Результаты и выводы диссертационной работы о биологических свойствах P.multocida, клинических особенностях течения болезни в разных возрастных группах, эпизоотическом мониторинге легочного пастереллеза с использованием РНГА, изоляции и серотипизации пастерелл, изучении вирулентности на лабораторных животных, а также патогенного воздействия разных серотипов P.multocida на телят, используются для подготовки студентов в высших учебных заведениях.
Личный вклад соискателя состоит в непосредственном исполнении всего объема научных экспериментов, эпизоотологических, серологических, бактериологических и патологоанатомических исследований, статистической обработки и анализа первичных данных, формулировании научных положений и выводов.
Апробация работы. Основные положения диссертации доложены и одобрены на заседаниях Ученого Совета факультета ветеринарной медицины Крымского ГАУ (1999-2001), научной сессии Россельхозакадемии (г. Москва, 1999), Международной научно-практической конференции «Ветеринарная наука на пороге XXI века» (г. Харьков, 2000), Всероссийской конференции «Научные основы производства ветеринарных биологических препаратов» (г. Щелково, 2000), Межвузовской научной конференции «Проблемы АПК в работах ученых Крыма» (г. Симферополь, 2000), Международной научно-практической конференции «Сучасні проблеми ветеринарного обслуговування свійських тварин (г. Киев, 2001), расширенном заседании кафедры микробиологии и вирусологии Крымского ГАУ (г. Симферополь, 2001).
Публикации. Материалы диссертационной работы изложены в 15 научных публикациях, из них 9 в изданиях, перечень которых утвержден в ВАК Украины.

выводы
1. Среди широко распространенных ассоциантов (условно-патогенной микрофлоры) респираторных паразитоценозов, регистрируемых в опытных хозяйствах, доминирующее значение в этиологии первичных пневмоний имеет P.multocida, вызывающая воспаление легких до 75,4% случаев с летальностью 11,9%. 
2. Антитела с титрами от 1:2 до 1:64 к капсульным антигенам P.multocida серотипов А, В и Д обнаружены у 85-94% телят 1-4 месячного возраста, что свидетельствует о широкой циркуляции возбудителя среди чувствительных животных и о напряженности эпизоотического процесса легочного пастереллеза. Выраженный антительный ответ на капсульные антигены дает возможность контролировать заражение стада возбудителем с помощью серологического мониторинга в РНГА, для чего были изготовлены капсульные эритроцитарные диагностикумы.
3. В иммуногенезе легочного пастереллеза телят установлена возрастная зависимость. У молодняка 1-4 месячного возраста выделяли P.multocida серотипа А в 44,4% и серотипа Д в 38,8% случаев; у 4-6 месячных телят выделение пастерелл серотипа А уменьшилось до 20,4%, а серотипа Д составляло 79,6%, имеющем доминирующее значение в распространении легочных пастереллезов, вызывая как правило хроническое течение заболевания. P.multocida серотипа В в месячном возрасте составляла 16,6% случаев, с дальнейшим уменьшением частоты выделения.
4. P.multocida серотипов А, В и Д участвуют в формировании паразитоценозов и могут в определенной ситуации играть роль доминирующего сочлена паразитоценотических ассоциаций возбудителей инфекционных респираторных заболеваний животных, вызывая у телят первичные специфические пневмонии в 30-60-дневном возрасте до 75,4% случаев . P.multocida серотипа В наиболее активно заселяет макроорганизм, вызывая скоротечную и летальную катарально-геморрагическую пневмонию с явлениями септицемии, тогда как серотипы А и Д вызывают крупозную пневмонию у телят в острой и хронической формах.
5. У телят до 4-х месяцев 8,2-11,1% бактериальных пневмоний были обусловлены P.haemolytica, а в более старшем возрасте этот возбудитель не выделялся. Ps.aeruginosa и Str.pneumonia встречаются как возбудители пневмоний в 1-6 месячном возрасте, их этиологическое значение составляет соответственно 4,1-17,5% и 8,2-14,8%.
6. P.multocida в эпизоотическом очаге респираторных заболеваний сочетается с условно-патогенными микроорганизмами – Staph.aureus, Str.epidermidis, S.dublin, P.vulgaris, E.coli, которые чаще выделялись от телят в 4-6 месячном возрасте, что свидетельствует о причасности этих инфекций к респираторному синдрому и наслоении на первичный пастереллезный процесс.
7. Культуры P.multocida серотипов А, В и Д, выделенные от больных животных, являются высоковирулентными для белых мышей и кроликов, проявляя выраженный тропизм к легочной ткани телят, где накопление пастерелл составляло от 2,4∙107до 0,95∙109 КОЕ/г.
8.  Пастереллы, выделенные от больных телят имели морфо-тинкториальные, биохимические и культуральные свойства, сходные с референтными штаммами, но отличались от них и между собой по соматическим антигенам, прявляя патогенность для чувствительных животных.
9. P.multocida серотипов А, Д и В является быстрорастущим микроорганизмом, склонным к диссоциации при пересевах через 36-48 часов, что нужно учитывать при сохранении биологических свойств возбудителя. Оптимальным способом длительного сохранения пастерелл является лиофилизация. Наилучшими протективными свойствами для лиофилизации P.multocida была среда высушивания с гидролизированным желатином (сохранение составляло 72% от первоначального количества ЖМК пастерелл).
[bookmark: _Toc523465868]предложения производству
1. Методические рекомендации по лиофилизации пастерелл, утверждены Госсударственным департаментом ветеринарной медицины минагрополитики Украины 07.11.2001. Приказ №15-14 / 353.
2. Для серологической типизации возбудителя легочного пастереллеза предлагается использовать РНГА и РА, с приготовленными на кроликах гипериммунными диагностическими сыворотками на капсульные и соматические антигены P.multocida.
3. Результаты и выводы диссертационной работы о биологических свойствах P.multocida, клинических особенностях течения болезни в разных возрастных группах, эпизоотологическом мониторинге легочного пастереллеза с использованием РНГА, изоляции и серотипизации пастерелл, изучении вирулентности на лабораторных животных, а также патогенного воздействия разных серотипов P.multocida на телят, используются для подготовки студентов в высших учебных заведениях.
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