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1. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность проблемы. Промышленное птицеводство является высокоспециализированной отраслью сельского хозяйства, позволяющей в сжатые сроки и независимо от времени года получать значительные объемы  диетической продукции – яиц и мяса птицы (Р.Н.Коровин, 1989; С.С.Яковлев, 2000; B.W.Calnek el all., 2003).

Крупные хозяйства промышленного типа в условиях специализации и концентрации производства могут успешно функционировать только при создании эпизоотического благополучия, совершенствовании методов диагностики, средств специфической профилактики и мер борьбы с инфекционными болезнями (А.А.Конопаткин и др., 1984; В.С.Прудников и др.,  2000). 

 Особое место отводится применению лекарственных средств, направленных на профилактику и лечение болезней птиц бактериальной этиологии, которые в настоящее время являются основной причиной гибели птицы (Р.Н. Коровин, 1991; Н.В.Кожемяка, 1995, Н.К.Сушкова, 2001, Г.Ф.Бовкун, 2004).

Подверженность высокопродуктивных линий птицы на предприятиях промышленного типа воздействию различных  вредных факторов, таких как гиподинамия, отсутствие инсоляции, загазованность и обсемененность воздуха микрофлорой, приводит к развитию постоянного стресса, и, как следствие, к снижению иммунитета и быстрому распространению инфекционной патологии. Недостаток эффективных средств специфической профилактики, а также полирезистентность микроорганизмов ко многим антибиотикам и химиотерапевтическим препаратам значительно усложняют контроль за ситуацией с бактериальными инфекциями птиц (И.Г.Скутарь и др, 1980; Р.Н. Коровин и др., 1989;  В.Г.Пилипейко и др., 2005).

Лидирующее место в этиологической структуре инфекционной патологии птиц занимают микроорганизмы кишечной группы, представленные эшерихиями и сальмонеллами в сочетании с другими видами патогенных и условно-патогенных бактерий (В.П.Урбан, 1997; Risto Holma, 1997; С.С. Яковлев, 2000; В.Г.Бурун, 2001; А.Н.Куриленко, 2002; С.Н.Ионов, 2003; B.Gross, H.J.Barnes, 2003).

В 2003 и 2004 годах от всего павшего поголовья птицы в Российской Федерации на колибактериоз приходится, соответственно, 66,6% и 74,63%, а на сальмонеллез – соответственно 0,15% и 1,1%.

Специфическая профилактика многих бактериальных инфекций является недостаточно эффективной, поэтому ведущая роль в борьбе с этими инфекциями принадлежит химиотерапевтическим препаратам, в частности, антибиотикам  (В.Д.Соколов,  1997). 

В последнее время эффективность многих антибиотиков резко снизилась, что связано с появлением резистентных штаммов микроорганизмов. 
Для преодоления лекарственной устойчивости бактерий актуальной проблемой является разработка и внедрение в ветеринарную практику научно обоснованных комплексных антибактериальных лекарственных препаратов для профилактики и лечения колибактериоза и сальмонеллеза птиц. 

Исследованиями сотрудников отдела химиотерапевтических препаратов Всероссийского государственного Центра качества и стандартизации лекарственных средств для животных и кормов (ФГУ «ВГНКИ») в прошлые годы было установлено, что антибиотик тетрациклинового ряда доксициклина гидрохлорид и антибиотик линкомицина гидрохлорид при совместном применении обладают взаимоусиливающим действием в отношении многих микроорганизмов. Было показано, что при одновременном использовании доксициклина и линкомицина, минимальную подавляющую концентрацию каждого антибиотика удается снизить в 2-16 раз в зависимости от вида и штамма микроорганизма. Отмечая перспективность полученных результатов, нами был предложен комплексный антибактериальный препарат на основе доксициклина и линкомицина, разработана его лекарственная форма, проведены необходимые фармакотоксикологические исследования для регистрации лекарственного средства в Российской Федерации. 

Цели и  задачи исследования. Цель работы – научно обосновать эффективность применения в ветеринарной практике нового комплексного антибактериального препарата на основе доксициклина и линкомицина для лечения колибактериоза и сальмонеллеза птиц.

Для достижения поставленной цели были определены следующие задачи:

- изучить физико-химические свойства и стабильность комплексного антибактериального препарата в процессе хранения;

-  разработать качественные и количественные методы контроля комплексного антибактериального препарата;

- оценить безопасность комплексного антибактериального препарата при однократном и многократном введении лабораторным животным и цыплятам;

- изучить фармакокинетику доксициклина и линкомицина в организме цыплят после однократного и многократного введения комплексного антибактериального препарата;

- определить сроки выведения остаточных количеств антибиотиков из организма цыплят и установить сроки возможного использования продукции  птицеводства после применения комплексного антибактериального препарата;

- изучить лечебно-профилактическую эффективность препарата при колибактериозе и сальмонеллезе птиц в производственных условиях;

- на основе исследований разработать проекты технических условий и инструкции по применению комплексного антибактериального препарата при колибактериозе и сальмонеллезе сельскохозяйственных птиц и представить на утверждение в установленном порядке.
Научная новизна. Впервые разработан и предложен для ветеринарной практики комплексный антибактериальный препарат на основе доксициклина и линкомицина для лечения  колибактериоза и сальмонеллеза птиц. 

Установлены требования к качеству комплексного антибактериального препарата на основе доксициклина и линкомицина, определены параметры  его безопасности для лабораторных животных и птиц, описана фармакокинетика доксициклина и линкомицина в организме птиц, подобраны оптимальные терапевтические дозы и продолжительность лечения колибактериоза и сальмонеллеза цыплят.

Практическая значимость работы. Для лечения колибактериоза и сальмонеллеза птиц разработан новый эффективный комплексный антибактериальный препарат на основе доксициклина и линкомицина. 

Разработаны количественные и качественные методы контроля комплексного антибактериального препарата. 

Установлен срок годности препарата.


Определены сроки возможного использования в пищу человеку мяса птицы после применения комплексного антибактериального препарата. 


Разработана схема применения комплексного антибактериального препарата при колибактериозе и сальмонеллезе птиц.  

Разработана нормативная документация – проект технических условий и проект инструкции по применению комплексного антибактериального препарата при колибактериозе и сальмонеллезе цыплят.

Основные положения,  выносимые на защиту:

· качественные и количественные методы контроля комплексного антибактериального препарата на основе доксициклина и линкомицина;

· результаты изучения стабильности комплексного антибактериального препарата при хранении;

· результаты изучения острой и субхронической токсичности комплексного антибактериального препарата в опытах на лабораторных животных и птицах;

· исследования фармакокинетики доксициклина и линкомицина и определение сроков выведения остаточных количеств антибиотиков из организма птиц после применения комплексного антибактериального препарата;

   -  результаты изучения терапевтической эффективности комплексного антибактериального препарата  при колибактериозе и сальмонеллезе птиц;

 -  практические предложения по применению комплексного антибактериального препарата  на основе доксициклина и линкомицина в птицеводстве.

Апробация работы. Материалы диссертации доложены на:
1. Международной научно-практической конференции, посвященной 35-летию ВНИиТИБП (Щелково, Московской обл., 2005 г.);

2. Расширенном заседании научно-методических комиссий по химиотерапевтическим лекарственным средствам для животных и кормовым добавкам для животных ФГУ «ВГНКИ», г. Москва, 2004 г.

3. Межлабораторном совещании сотрудников профильных подразделений ФГУ «ВГНКИ», г. Москва, 2005 г. 
Публикации.  По теме диссертации опубликовано 3 научные работы.

Структура и объем диссертации.

Диссертация изложена на 118 листах машинописного текста и включает: введение, обзор литературы, собственные исследования, обсуждение, выводы и практические предложения, приложения. Работа иллюстрирована 24 таблицами и 3 графиками. Список литературы содержит 214 источников, в том числе 97 иностранных. Приложение на 20 листах.

2. СОБСТВЕННЫЕ ИСССЛЕДОВАНИЯ

Материалы и методы

Экспериментальная часть работы выполнена в 2002-2005 г.г. в отделе химиотерапевтических препаратов ФГУ «ВГНКИ», в хозяйствах Ставропольского и Краснодарского краев, Ленинградской области.

Для проведения исследований были использованы субстанции доксициклина гидрохлорида и линкомицина гидрохлорида, пропиленгликоль-400, беспородные белые мыши массой 18-22 г, цыплята-бройлеры массой 600-650 г. 

Объектом исследований был разработанный нами комплексный  антибактериальный препарат в форме раствора для перорального применения, содержащий 10% доксициклина гидрохлорида и 10% линкомицина гидрохлорида в пропиленгликоле.


В ходе выполнения экспериментальной работы был использован комплекс общепринятых фармакологических, биохимических, бактериологических и физико-химических методов исследования.

Для стандартизации и контроля качества комплексного антибактериального препарата, а также изучения его стабильности при хранении, были предложены методы оценки лекарственного средства, предъявляемые к жидким лекарственным формам, включающие определение внешнего вида, прозрачности и окраски раствора, плотности, подлинности и содержания действующих веществ.        

Изучение стабильности комплексного антибактериального препарата проводили с 3 экспериментальными сериями, находившимися при температуре 25 ± 1 0С. Исследования образцов проводили каждые 3 месяца в течение 1 года по следующим показателям: внешний вид, прозрачность, окраска, плотность, подлинность и содержание массовой доли доксициклина гидрохлорида и линкомицина гидрохлорида.

Острую токсичность комплексного антибактериального препарата изучали на 60 клинически здоровых беспородных белых мышах обоего пола массой 18-20 г и на 36 цыплятах-бройлерах породы Ломан-Браун массой 600-650 г.

 а 41 цыпленкеабораторных животных фективной жидкостной хроматографии, ультрафиолетовой спектрофотометрии и метода диффузии в аа Мышам препарат вводили в желудок до кормления однократно в дозах от 5000 до 25000 мг/кг при помощи шприца и иглы с булавовидным утолщением. Каждую дозу препарата испытывали на 8-9 животных.

Цыплятам препарат вводили в дозах от 1350 до 1750 мг/кг в утренние часы непосредственно в зоб через зонд. 

Наблюдение за клиническим состоянием подопытных животных проводили в течение 14 суток. Степень токсичности препарата оценивали на основании клинических признаков интоксикации, количества погибших животных, результатов патологоанатомического вскрытия.  

 Параметры острой токсичности определяли методом пробит-анализа с установлением величин ЛД0, ЛД16, ЛД50, ЛД84, ЛД100 по методу Литчфилда-Уилкоксона (1949) в модификации Э.Рота (М.Л.Беленький, 1963). Класс опасности определяли согласно ГОСТ 12.1.007-76 «Вредные вещества, классификация, требования безопасности».

Субхроническую токсичность комплексного антибактериального препарата изучали на  клинически здоровых беспородных белых мышах обоего пола массой 18-20 г и на цыплятах-бройлерах массой 600-650 г породы Ломан-Браун. 

Подопытные мыши по принципу аналогов были разделены на 4 группы по 30 голов в каждой,  цыплята – на 4 группы по 10 голов в каждой. Препарат разводили дистиллированной водой и вводили белым мышам перорально ежедневно в течение 20 суток в следующих дозах:   

1 группа – 1/5 ЛД50  (286,8 мг/кг);

2 группа – 1/10 ЛД50  (148,4 мг/кг);

3 группа – 1/20 ЛД50  (74,2 мг/кг); 

4 группа (контрольная) – 0,25 мл дистиллированной воды.

Наблюдение за клиническим состоянием белых мышей вели на протяжении 31 суток. Массу каждого животного определяли путем взвешивания до применения препарата и на 7, 14, 21 и 31 сутки опыта.

Для выявления возможного токсического действия препарата на организм животных на 21 и 31 сутки от начала введения препарата на 10 мышах каждой группы изучали антитоксическую функцию печени с помощью гексеналовой  пробы (Гацура В.Н., 1976) и на других 10 мышах каждой группы ставили пробу с плаванием (Рылова М.Л.,1964).

Цыплятам-бройлерам комплексный антибактериальный препарат выпаивали с водой в течение 20 суток в дозах:

1 группа – 4 мл/л воды – 56 мг/кг (четырехкратная терапевтическая доза);                 

2 группа – 2 мл/л воды – 28 мг/кг (двукратная терапевтическая доза);

3  группа – 1 мл/л воды – 14 мг/кг (терапевтическая доза);

4 группа (контрольная) – вода, не содержащая лекарственных средств.

Наблюдение за клиническим состоянием птицы вели на протяжении 31 суток. Взвешивание и определение живой массы цыплят проводили до применения препарата и на 10, 20 и 30 сутки опыта.

На 21 сутки опыта исследовали морфологические (количество эритроцитов и лейкоцитов определяли в счетной камере Горяева, лейкограмму после окрашивания мазков по Романовскому-Гимзы, СОЭ) и биохимические (альбумины, глюкозу, аспартатаминотрансферазу, щелочную трансферазу, мочевину, креатинин и др. исследовали с помощью биохимического анализатора ELAN –Analyzor 4145 «Германия», тест наборов «Merck», «Dialys») показатели крови.

Относительную массу (весовые коэффициенты) внутренних органов  белых мышей и птицы определяли по методике Елизаровой О.И., Жидковой Л.В. (1974).

Фармакокинетику доксициклина гидрохлорида и линкомицина гидрохлорида после однократного перорального применения комплексного антибактериального препарата изучали на 45 цыплятах бройлерах 20-дневного возраста массой 540-660 г. Препарат, разведенный водой, вводили птице через зонд в зоб в терапевтической дозе (14 мг суммы действующих веществ на 1 кг массы ). Через 1; 3; 6; 9; 12; 15; 18; 21; 24 часа после введения препарата птицу убивали и отбирали пробы крови, печени, легких, почек, скелетной и сердечной мышцы. 

Изучение фармакокинетики доксициклина гидрохлорида и линкомицина гидрохлорида в организме птиц при постоянном поступлении препарата с водой проводили в опытах на 15 цыплятах массой 540-660 г на основании результатов определения содержания антибиотиков в сыворотке крови птицы. В течение 5 суток все цыплята получали только воду, содержащую комплексный препарат в терапевтической дозе. Через 3 часа после начала применения лекарственного средства и затем ежедневно в течение четырех дней подряд из подкрыльцовой вены брали кровь у трех птиц для исследования.

Определение сроков выведения остаточных количеств доксициклина и линкомицина из организма птиц после курсового применения комплексного антибактериального препарата проводили на 20 цыплятах массой 600-700 г. Птица в течение 5 суток получала только питьевую воду с препаратом в концентрации 1 мл/л воды или 14 мг/кг массы птицы (по сумме действующих веществ).  На 2, 3, 4, 5 и 6 сутки после окончания применения препарата проводили убой цыплят и отбирали образцы крови, скелетной и сердечной мускулатуры, печени, почек, легких, мышечного желудка, кожи и жира. Из образцов органов готовили гомогенат, центрифугировали и определяли содержание антибиотиков в надосадочной жидкости.
Определение содержания доксициклина и линкомицина в биосубстратах проводили микробиологическим методом диффузии в агар с использованием тест-культур Bacillus subtilis var. L2 – для доксициклина и Micrococcus luteus АТСС 9341 – для линкомицина (Ковалев В.Ф., Виолин Б.В. и др.,  1988). Чувствительность метода при определении доксициклина  гидрохлорида составила 0,03 мкг/г (мл), линкомицина гидрохлорида – 0,1 мкг/г (мл).

Терапевтическую эффективность комплексного антибактериального препарата при колибактериозе и сальмонеллезе птиц в условиях производства изучали на 153000 цыплятах-бройлерах  в хозяйствах Ставропольского и  Краснодарского краев и Ленинградской области. 

Диагноз заболевания устанавливали на основании эпизоотической ситуации, клинических признаков болезни, патологоанатомических изменений и подтверждали результатами бактериологических исследований областных ветлабораторий.    

 Испытание при колибактериозе и сальмонеллезе птиц комплексного антибактериального препарата проводили в сравнении с наиболее эффективным в настоящее время препаратом аналогичного назначения энрофлоксацином, который использовали в форме 10% раствора для орального применения (фирмы “Invesa”, Испания). 

Оценку терапевтической эффективности препаратов проводили по следующим показателям: сохранность цыплят, продолжительность курса лечения, кратность применения лекарственного средства, среднесуточный прирост массы птиц.

Статистическую обработку полученных цифровых данных проводили общепринятыми методами вариационной статистики. Статистическую значимость различий устанавливали по величине «t» критерия Стьюдента.  

                                               Результаты  исследований

Для стандартизации и контроля качества комплексного антибактериального препарата, определения срока его годности были разработаны методы исследования лекарственного средства с учетом требований, предъявляемых к жидким лекарственным формам.  

Для оценки и апробации разработанных методов контроля нами были изготовлены 3  экспериментальные серии препарата.
Комплексный антибактериальный препарат по внешнему виду представляет собой прозрачный, слегка вязкий раствор желто-коричневого цвета. По прозрачности  препарат выдерживает сравнение с пропиленгликолем.  
Окраска лекарственного средства при разведении его в два раза пропиленгликолем соответствует эталону № 1г (эталоны зеленых оттенков) и не превышает его по интенсивности.

Относительная плотность комплексного препарата находится в пределах от 1,075 до 1,095 г/мл.

Определение подлинности (идентификация) доксициклина гидрохлорида и линкомицина гидрохлорида в препарате предложенным нами методом  тонкослойной хроматографии показало, что наилучшие результаты дала система растворителей хлороформ-этанол в соотношении 5 : 1. В этих условиях происходило четкое разделение антибиотиков.  

Пятно, полученное при хроматографировании на пластине Силуфол –УФ-254 исследуемого образца доксициклина, соответствовало пятну стандарта доксициклина по величине и высоте прохождения ( Rf ~ 0,55).

При идентификации линкомицина установлено, что проявленное в парах йода пятно исследуемого образца  линкомицина было идентично пятну  стандарта  линкомицина  по величине и высоте  прохождения ( Rf ~ 0,045). 

Разработанный количественный спектрофотометрический метод определения доксициклина основан на измерении оптической плотности испытуемого раствора на установленном максимуме длины волны (355 нм) в сравнении с раствором стандартного образца доксициклина.

Предложенные микробиологические методы определения доксициклина и линкомицина показали хорошую сходимость результатов и воспроизводимость методов (с ошибкой не превышающей 5%).

Результаты определения доксициклина физико-химическим методом достоверно не отличались (Р>0,05) от результатов, полученных микробиологическим методом, что подтверждает возможность использования этих двух методов для контроля качества лекарственного средства.

На основании проведенных исследований комплексного антибактериального препарата был разработан ряд показателей и требований, предъявляемых к лекарственному средству (таблица 1).   

Табл.1.  Результаты исследования качества комплексного препарата

	Наименование показателя
	Предложенные

требования
	Номер серии

	
	
	1 
	2 
	3 

	Внешний вид
	Раствор желто-коричневого цвета
	соответствует
	соответствует
	соответствует

	Прозрачность раствора
	Выдерживает сравнение с растворителем
	соответствует
	соответствует
	соответствует

	Окраска раствора
	При разведении в два раза пропиленгликолем по интенсивности не превышает эта​лон № 1г
	соответствует
	соответствует
	соответствует

	Плотность, г/мл
	1,075-1,095
	1,0856
	1,0844
	1,0837

	Подлинность доксициклина гидрохлорида
	Пятно образца должно соответствовать  пятну стандарта доксициклина
	соотв.

Rf=0,55
	соотв.

Rf=0,54
	соотв.

Rf=0,56

	Подлинность линкомицина гидрохлорида
	Пятно образца должно соответствовать пятну стандарта линкомицина
	соотв.

Rf=0,044
	соотв.

Rf=0,044
	соотв.

Rf=0,045

	Массовая доля доксициклина, %
	9,0-11,0
	9,80
	10,12
	10,01

	Массовая доля линкомицина, %
	9,0-11,0
	10,05
	9,95
	10,10


Разработанные методы контроля при проверке 3 экспериментальных серий комплексного антибактериального препарата (таблица 1) показали хорошую воспроизводимость и точность определения действующих веществ, что обеспечит оптимальный уровень качества лекарственного средства  в процессе его производства, хранения и применения.

При изучении стабильности трех серий комплексного антибактериального препарата (таблица 2) в процессе естественного хранения установлено, что срок годности лекарственного средства составляет 1 год. В течение срока наблюдения качественных и количественных изменений в составе лекарственного средства не происходило.

Использование высокоэффективной жидкостной хроматографии в процессе изучения стабильности комплексного антибактериального препарата позволило определить, что продуктов распада доксициклина (как наименее стабильного компонента) в период установленного срока годности не образуется.       

Табл. 2.  Результаты изучения стабильности комплексного препарата

	Срок хранения (мес)
	Внешний вид
	Прозрачность
	Окраска
	Подлинность
	Плотность (г/мл)
	Содержание действующих веществ, %

	
	
	
	
	
	
	Доксициклин
	Линкомицин

	
	
	
	
	
	
	сер.1 
	сер.2
	сер.3
	сер.1
	сер.2
	сер.3

	3
	С о о т в е т с т в у е т
	С о о т в е т с т в у е т
	С о о т в е т с т в у е т
	С о о т в е т с т в у е т
	1,0852

+0,003
	10,12
	10,04
	10,14
	10,11
	10,09
	10,12

	6
	
	
	
	
	1,0843

+0,009
	10,05
	9,98
	10,08
	10,04
	10,08
	9,96

	9
	
	
	
	
	1,0847

+0,008
	9,96
	10,01
	10,06
	9,98
	10,02
	10,05

	12
	
	
	
	
	1,0849

+0,005
	9,94
	9,99
	10,01
	9,96
	9,98
	10,03


Изучение острой токсичности комплексного антибактериального препарата при пероральном введении в желудок белым мышам показало, что препарат в дозе 5000 мг/кг не вызывал клинических признаков отравления и отклонений в поведении животных. При введении препарата в дозах превышающих 7500 мг/кг у мышей отмечали признаки острого отравления: угнетенное состояние, учащение дыхания, усиление жажды, шерсть приобретала матовый оттенок. 

При введении препарата в дозе 25000 мг/кг была отмечена гибель всех подопытных мышей. После введения препарата в летальной дозе у животных сразу наступало угнетенное состояние, которое через 7-10 минут сменялось   сильным возбуждением, длившимся 10-15 минут, после чего вновь наступало угнетение. Животные принимали боковое положение, появлялись плавательные движения конечностей, после чего наступал паралич конечностей и гибель. Быстрое развитие у мышей клинических симптомов отравления после введения в желудок препарата в сублетальных и летальных дозах, свидетельствует о хорошей всасываемости препарата. 

В результате изучения острой токсичности комплексного антибактериального препарата в опытах на белых мышах нами было установлено, что лекарственное средство по параметрам острой токсичности (таблица 3), согласно ГОСТ 12.1.007-76, относится к 4 классу опасности – вещества малоопасные (для белых мышей ЛД50 при введении в желудок > 5000 мг/кг). 

Изучение острой токсичности комплексного антибактериального препарата в опытах на цыплятах показало, что лекарственное средство в дозе  1350 мг/кг не вызывает изменений в физиологическом состоянии птицы. Повышение дозы до 1475-1600 мг/кг вызывало у птиц угнетение, снижение двигательной активности и приводило к гибели части цыплят. При введении препарата в дозе 1750 мг/кг отмечалась гибель всех цыплят в течение 10 часов.
Параметры острой токсичности комплексного антибактериального препарата для птиц представлены в таблице 3.

Табл. 3.  Параметры токсичности комплексного антибактериального препарата в опытах на  белых мышах  и  цыплятах

	Показатель (мг/кг)

	Вид

животных
	Максимально переносимая

доза
	ЛД16
	ЛД50
	ЛД84
	Абсолютно смертельная доза

	Мыши
	5000 
	6950
	11490

(8207(16086)
	19410
	25000 

	Цыплята
	1350 
	1400
	1484

(1470(1565)
	1577
	1750 


Изучение субхронической токсичности комплексного антибактериального препарата в опытах на белых мышах показало, что при введении лекарственного средства в дозах 1/5 ЛД50, 1/10 ЛД50 и 1/20 ЛД50 гибели животных не отмечали. Результаты исследования выявили закономерности влияния комплексного антибактериального препарата на рост и развитие мышей. Установлено, что изменения массы тела мышей в течение двадцати дней опыта носило дозозависимый характер. Самые высокие дозы на 21-й день опыта (таблица 4) обеспечивали наибольшее увеличение живой массы у животных, что видимо связано с наличием в составе лекарственного средства антибиотиков, обладающих стимулирующим действием 

Табл.4.  Динамика изменения массы тела белых мышей при изучении         субхронической токсичности комплексного антибактериального препарата

	№ группы 

животных
	Доза от ЛД50
	Прирост  массы белых мышей (г)

	
	
	14 сутки
	21 сутки
	31 сутки

	I 
	1/5 
	3,75 ± 0,8
	6,13 ± 0,7
	5,68 ± 0,4

	II
	1/10 
	3,46 ± 0,6
	5,96 ± 0,8
	5,29 ± 0,7

	III
	1/20 
	3,73 ± 0,7
	5,81 ± 0,5
	5,61 ± 0,4

	IV
	контроль
	4,13 ± 0,3
	5,30 ± 0,4
	6,13 ± 0,7


Результаты опытов по изучению общекомпенсаторных реакций организма мышей в пробе с плаванием на введение комплексного антибактериального препарата (таблица 5) показало, что время плавания мышей также носит дозозависимый характер.

Увеличение времени плавания мышей (Р<0,05), получавших наибольшие дозы препарата (1/5 и 1/10 ЛД50), на 21 день опыта, по сравнению с контролем, может быть связано с мобилизацией защитных сил организма под воздействием антибиотиков.

Табл.5.  Время плавания и наркотического сна белых мышей при изучении

субхронической токсичности комплексного препарата (21  день опыта)
	№№

группы
	Доза от ЛД50
	Среднее время 

плавания  (минуты)
	Среднее время сна

(минуты)

	I
	1/5 
	7,71 ± 3,43
	39,75 ± 1,59

	II
	1/10 
	6,58 ± 2,22
	37,50 ± 5,68

	III
	1/20 
	4,80 ± 1,56
	40,37 ± 3,25

	IV
	контроль
	4,83 ± 1,43
	50,87 ± 2,66


 Еще одним подтверждением увеличения адаптивно-компенсаторных реакций организма на введение препарата стало уменьшение времени медикаментозного сна (таблица 5) в опытных группах по сравнению с контролем. Ускорение метаболизма гексенала в печени мышей, видимо, связано с индуцированием препаратом микросомальных ферментов.

После отмены препарата происходило истощение защитных сил организма, что проявлялось в увеличении времени гексеналового сна и снижении продолжительности времени плавания мышей в группах, получавших лекарственное средство в максимальных дозах.

Результаты изучения субхронической токсичности комплексного антибактериального препарата на цыплятах показали, что применение лекарственного средства в терапевтической дозе, двукратной терапевтической дозе и четырехкратной терапевтической дозе (соответственно 14, 28 и 56 мг/кг массы тела) не вызывает гибели и функциональных изменений в организме птиц.  

Было установлено, что во всех группах цыплят закономерно происходило увеличение массы тела. При этом у птиц, получавших препарат в максимальной дозе, в течение первых 10 суток прирост массы происходил медленнее, чем в контрольной группе, но уже к 21 дню эти различия не имели статистической достоверности (P>0,05). 
В опытных и контрольной группах не установлено значительных различий в весовых коэффициентах внутренних органов цыплят (таблица 6). Отмеченные отдельные изменения весовых индексов печени и почек цыплят, получавших препарат в максимальных дозах, свидетельствуют о большой нагрузке на эти органы, связанной с метаболизмом и выделением доксициклина и линкомицина из организма птицы. 

Исследования крови показали, что применение цыплятам с водой в течение 21 дня комплексного антибактериального препарата в терапевтической дозе, а также в дозах в 2 и 4 раза превышающих терапевтическую, не оказывало отрицательного влияния на морфологические и биохимические показатели   крови цыплят.

Табл. 6.  Весовые коэффициенты внутренних органов цыплят

при изучении субхронической токсичности комплексного препарата

	Органы
	Группы цыплят

	
	I
	II
	III
	IV (контроль)

	
	21 сут./ 31сут.
	21 сут./ 31сут.
	21 сут./ 31сут.
	21 сут./ 31сут.

	Сердце
	0,48±0,05 / 0,54±0,06
	0,48±0,04 / 0,55±0,06
	0,60±0,07 / 0,50±0,06
	0,56±0,06 / 0,51±0,05

	Легкие
	0,39±0,04 / 0,46±0,05
	0,34±0,04 / 0,40±0,04
	0,49±0,07 / 0,46±0,05
	0,40±0,03 / 0,46±0,05

	Печень
	1,95±0,15 / 1,95±0,18
	1,99±0,20 / 1,93±0,18
	2,23±0,21 / 1,98±0,20
	2,26±0,33 / 2,01±0,25

	Почки
	0,45±0,05 / 0,57±0,07
	0,66±0,08 / 0,54±0,07
	0,71±0,08 / 0,64±0,09
	0,70±0,06 / 0,67±0,08

	Селезенка
	0,20±0,01 / 0,21±0,02
	0,18±0,01 / 0,17±0,01
	0,21±0,02 / 0,19±0,02
	0,19±0,01 / 0,18±0,02


Таким образом, при оценке безопасности комплексного антибактериального препарата при длительном двадцатидневном введении в опытах на лабораторных животных установлено, что максимальные дозы лекарственного средства вызывают обратимые изменения в организме мышей. Применение препарата в дозе 1/20 ЛД50 лабораторным животным и терапевтической, двукратной терапевтической и четырехкратной терапевтической доз птице не вызывает функциональных изменений в организме животных.

При оценке кумулятивных свойств учитывали, что суммарно введенная мышам и птицам доза комплексного антибактериального препарата составила соответственно 46000 и 5736 мг/кг массы тела и не приводила к гибели животных. Это не позволило рассчитать коэффициенты кумуляции по показателю «смертельный эффект».     

Проведенные исследования показали, что существует видовая чувствительность к препарату и токсические дозы для птиц меньше, чем для грызунов. Так, среднелетальная доза (ЛД50) лекарственного средства для  цыплят в 7,7 раза ниже, чем для белых мышей. 

Разница между максимально переносимой (1350 мг/кг) и суточной терапевтической дозой (14 мг/кг) для цыплят составляет 1336 мг/кг. При этом  терапевтическая широта (отношение ЛД50 к терапевтической дозе) лекарственного средства составляет 104.

Результаты изучения острой и субхронической токсичности комплексного антибактериального препарата в опытах на лабораторных животных и птице свидетельствует, что лекарственное средство в дозах, во много раз превышающих терапевтические, безопасно для цыплят и даже при случайном передозировании в производственных условиях не вызовет их гибели.   
Изучение фармакокинетики доксициклина и линкомицина в опытах  на цыплятах после однократного введения комплексного антибактериального  препарата в терапевтической дозе 14 мг/кг массы тела показало, что антибиотики быстро всасываются в желудочно-кишечном тракте и поступают во все органы и ткани птицы (графики 1,2,3). 

Через 1 час после введения лекарственного средства концентрации антибиотиков во всех органах и тканях достигают бактериостатических значений и поддерживаются на высоком уровне в течение 6-9 часов.  


[image: image1.wmf]График 1  Распределение доксициклина и линкомицина в печени и 

почках цыплят
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         Наиболее высокий уровень доксициклина установлен в почках через 1 час (8,32 мкг/г); в сыворотке крови, сердечной мышце, печени, скелетной мышце через 3 часа (3,86; 3,19; 5,32; 2,90 мкг/г соответственно), а в легких – через 6 часов (3,51 мкг/г) после введения лекарственного средства. Постепенно содержание антибиотика снижается и к 9 часу его уровень в почках составляет 3,2 мкг/г, в сыворотки крови – 1,11 мкг/мл, в скелетной мышце и печени – 1,19 и 1,37 мкг/г, в сердечной мышце и легких – 0,71 и 0,68 мкг/г  соответственно. Через 24 часа количество доксициклина в сыворотке крови, легких, печени и почках птицы продолжает оставаться на уровне минимальной подавляющей для многих микроорганизмов концентрации (0,1-0,19 мкг/мл). 

Фармакокинетические параметры линкомицина во внутренних органах цыплят были несколько ниже, чем доксициклина. Максимальное содержание линкомицина через 1 час после введения препарата установлено в печени (4,01 мкг/г) и почках (4,48 мкг/г), через 3 часа в сердце (1,14 мкг/г), через 6 часов в сыворотке крови (2,41 мкг/мл), в легких (1,54 мкг/г) и в скелетной мышце (1,49 мкг/г). В этих органах антибиотик удерживается в терапевтических концентрациях в течение 15-18  часов.


[image: image2.wmf]График 2 Распределение доксициклина и линкомицина в скелетной и 

сердечной мышцах цыплят
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Максимальные концентрации и наиболее длительное нахождение доксициклина и линкомицина в печени и почках, свидетельствуют об участии этих органов в накоплении, метаболизме и выделении антибиотиков из организма птицы. 


[image: image3.wmf]График 3. Распределение доксициклина и линкомицина в легких и 

сыворотке крови цыплят
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 Приведенные результаты исследований отражают фармакокинетику  комплексного антибактериального препарата после однократного перорального введения. Однако на практике лекарственные средства применяют птице при постоянном введении в организм с водой или кормом.

Поэтому нами была изучена фармакокинетика комплексного препарата в приближенных к выращиванию бройлеров условиях, при многократном постоянном поступлении лекарственного средства с водой.  
Для этого, были проведены опыты на птице, которой в течение 5 дней выпаивали лекарственное средство в терапевтической дозе 1 мл препарата на 1 л воды, служившей единственным источником питья. 

Согласно нашим и литературным данным чувствительность большинства штаммов эшерихий, сальмонелл, стафилококков, стрептококков и других микроорганизмов к доксициклину и линкомицину колеблется в пределах 0,05-0,25 мкг/мл.

Полученные нами данные (график 4) показывают, что введение комплексного антибактериального препарата с водой позволяет быстро в течение 1 ч создать терапевтические концентрации доксициклина и линкомицина в крови и поддерживать их на уровне 0,3-0,4 мкг/мл на протяжении всего курса лечения, что превышает минимальные подавляющие концентрации для большинства видов микроорганизмов.

График 4. Распределение доксициклина и линкомицина 

в организме цыплят при пятидневном курсовом применении 

комплексного антибактериального препарата
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При определении остаточных количеств антибиотиков в органах и тканях птиц установлено, что доксициклин и линкомицин не аккумулируются в высоких концентрациях в тканях и достаточно быстро выводятся из организма. Через 3 суток (таблица 7 и 8) после курсового пятидневного применения комплексного антибактериального препарата с водой количество антибиотиков в тканях птицы начинает снижаться и к 4 суткам доксициклин регистрировался только в мышце, печени и коже на уровне 0,025-0,07мкг/г, а линкомицин на уровне 0,03-0,17 мкг/г. На 5 день исследования линкомицин не был обнаружен в органах и тканях, а доксициклин регистрировался на уровне чувствительности метода 0,01-0,11 мкг/г только в почках и коже. Через 6 суток после последнего применения препарата антибиотики в органах и тканях птицы не обнаруживали.

Табл. 7.  Динамика выведения доксициклина (мкг/г) из организма  цыплят 

	Органы

и ткани
	Сроки  исследования

	
	2 сутки
	3 сутки
	4 сутки
	5 сутки
	6 сутки

	Мышца
	0,32±0,06
	0,19±0,07
	0,07±0,05
	0,01±0,02
	0

	Почки
	1,88±0,24
	1,03±0,31
	0,25±0,08
	0,10±0,05
	0

	Печень
	0,91±0,32
	0,43±0,14
	0,18±0,03
	0,04±0,03
	0

	Кожа + жир
	0,75±0,24
	0,34±0,16
	0,21±0,07
	0,11±0,05
	0

	Желудок
	0,31±0,07
	0,16±0,05
	0,07±0,02
	0,03±0,03
	0

	Сердце
	0,21±0,05
	0,22±0,07
	0,08±0,02
	0,01±0,03
	0


Табл. 8.  Динамика выведения линкомицина (мкг/г) из организма  цыплят 

	Органы

и ткани
	Сроки  исследования

	
	2 сутки
	3 сутки
	4 сутки
	5 сутки
	6 сутки

	Мышца
	0,76±0,26
	0,36±0,08
	0,13±0,11
	0
	0

	Почки
	0,23±0,05
	0,02±0,04
	0
	0
	0

	Печень
	0,77±0,06
	0,28±0,05
	0,03±0,07
	0
	0

	Кожа + жир
	0,85±0,30
	0,39±0,10
	0,2±0,04
	0
	0

	Желудок
	0,15±0,04
	0
	0
	0
	0

	Сердце
	0,51±0,06
	0,06±0,07
	0
	0
	0


Отсутствие остаточных количеств доксициклина и линкомицина в организме птицы на 6 сутки после последнего введения комплексного антибактериального препарата дает основание рекомендовать использовать мясо бройлеров в пищу человека по истечению этого срока.

Результаты изучения терапевтической эффективности комплексного антибактериального препарата в условиях птицефабрик: ООО «Еврофарм»  Краснодарского края; ЗАО «Ставропольский бройлер» филиал «Благодарненский» Ставропольского края; ООО «Русско -_Высоцкая птицефабрика» Ленинградской области показали его высокую эффективность при колибактериозе цыплят (таблица 9), сохранность поголовья составила 97,6%.

При сальмонеллезе цыплят (таблица 9) в условиях птицефабрик: ООО Птицефабрика «Полтавская-1» Красноармейского района Краснодарского края; ЗАО «Ставропольский бройлер» филиал «Благодарненский» комплексный антибактериальный препарат обеспечил сохранность 98% птиц.

Комплексный антибактериальный препарат по терапевтической эффективности при колибактериозе на 1,7% превосходил, а при сальмонеллезе не уступал лучшему аналогичному лекарственному средству энрофлоксацину. При этом среднесуточные привесы при лечении комплексным антибактериальным препаратом были соответственно на 4,6 и 0,85 г выше, чем при использовании препарата сравнения.

Изучение эффективности комплексного антибактериального препарата в производственных условиях показало, что лекарственное средство может быть использовано в комплексе мероприятий при лечении колибактериоза и сальмонеллеза птиц.     

Табл.9. Терапевтическая эффективность комплексного препарата  

при  колибактериозе  и сальмонеллезе цыплят-бройлеров

	Показатели
	Еди-

ницы

изм.
	Комплексный препарат на основе 

доксициклина  и линкомицина
	Энро-

флокс
	Комплексный препарат на основе доксициклина  и 

линкомицина
	Энро-флокс

	
	
	Колибактериоз
	Сальмонеллез

	Количест-во цылят, подверг-

нутых 

лечению
	голов
	46600
	46600
	30000
	30000

	Из этого числа: 

пало   

выздоро-

вело
	голов

голов
	1108

45492
	1936

44664
	580

29420
	670

29330

	Продолжительность курса лечения
	дней
	4
	4
	4
	4

	Суточная доза 
	мл/л
	1 мл/1 л воды
	1 мл/1 л воды
	1 мл/1 л воды
	1 мл/1 л воды

	Средне-

суточный привес
	г
	70,5
	65,9
	27,65
	26,80

	Сохран-

ность
	%
	97,6
	95,9
	98,0
	97,7


Результаты проведенных нами исследований по разработке лекарственной формы, методов контроля качества, оценки безопасности, фармакотокикологических свойств комплексного антибактериального препарата на основе доксициклина и линкомицина были использованы при разработке проектов технических условий и инструкции по применению.

В Ы В О Д Ы

1. Комплексный антибактериальный препарат  на основе доксициклина и линкомицина – стандартная лекарственная форма для перорального применения, характеризующаяся заданными качественными и количественными параметрами, стабильная  в течение 1 года хранения.

2. Комплексный антибактериальный препарат на основе доксициклина и линкомицина по параметрам острой токсичности согласно ГОСТ 12.1.007-76 относится к 4 классу опасности – вещества малоопасные: ЛД50  для белых  мышей при пероральном  введении составляет 11490 мг/кг массы животного, а терапевтический индекс для цыплят составляет 104, что свидетельствует о безопасности лекарственного средства для птиц.

3. Двадцатидневное введение комплексного антибактериального препарата белым мышам в дозах 1/5 ЛД50, 1/10 ЛД50 и 1/20 ЛД50 вызывает временное повышение адаптационных возможностей организма, проявляющихся в увеличении времени плавания и продолжительности гексеналового сна.

4. Двадцатидневное введение комплексного антибактериального препарата цыплятам в терапевтической, двукратной и четырехкратной терапевтической дозах не вызывает функциональных изменений в организме птиц.

5. Однократное введение цыплятам комплексного антибактериального препарата в терапевтической  дозе 14 мг/кг массы тела обеспечивает эффективные антибактериальные концентрации доксициклина и линкомицина в органах и тканях птиц на протяжении 18-24  часов.

6. Применение комплексного антибактериального препарата цыплятам  в дозе 1 мл/л с питьевой водой в течение 5 суток позволяет уже через 3 часа  после начала выпаивания создать терапевтические концентрации доксициклина и линкомицина на уровне 0,3-0,4 мкг/мл в организме птиц и поддерживать их на протяжении  всего курса лечения.

7. Остаточные количества доксициклина и линкомицина после пятидневного применения комплексного антибактериального препарата в терапевтической дозе 1 мл/л воды выводятся из организма цыплят соответственно через 120 ч и 96 ч.

8. Применение комплексного антибактериального препарата с лечебно-профилактической целью при колибактериозе и сальмонеллезе цыплят обеспечивает  сохранность 97,6-98% поголовья птицы.

ПРАКТИЧЕСКИЕ  ПРЕДЛОЖЕНИЯ

1. В результате проведенных исследований разработано и предложено  для использования в ветеринарии новое комплексное антибактериальное лекарственное средство на основе доксициклина и линкомицина для лечения колибактериоза и сальмонеллеза сельскохозяйственных птиц.

2. Материалы исследований нашли отражение в разработанной нормативной документации (технические условия) и инструкции по применению лекарственного  средства на основе доксициклина и линкомицина при колибактериозе и сальмонеллезе птиц  (согласовано ФГУ «ВГНКИ»).
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линкомицин в легких

доксициклин в сыворотке крови

линкомицин в сыворотке крови

Концентрация (мкг/г; мкг/мл)

График 3. Распределение доксициклина и линкомицина в легких и сыворотке крови цыплят
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Лист1

		0ч		0		0		0		0

		1ч		1.53		0.59		3.37		0.73

		3ч		2.48		1.01		3.86		0.84

		6ч		2.98		1.54		1.91		2.41

		9ч		0.68		0.61		1.11		1.28

		12ч		0.59		0.6		1.02		0.42

		15ч		0.36		0.36		0.75		0.4

		18ч		0.28		0.17		0.51		0.18

		21ч		0.27		0.15		0.16		0

		24ч		0.1		0.08		0.15		0





Лист2

		





Лист3

		






_1199464212.xls
Диаграмма1

		0ч		0ч		0ч		0ч

		1ч		1ч		1ч		1ч

		3ч		3ч		3ч		3ч

		6ч		6ч		6ч		6ч

		9ч		9ч		9ч		9ч

		12ч		12ч		12ч		12ч

		15ч		15ч		15ч		15ч

		18ч		18ч		18ч		18ч

		21ч		21ч		21ч		21ч

		24ч		24ч		24ч		24ч



доксициклин в скелетной мышце

линкомицин в скелетной мышце

доксициклин в сердечной мышце

линкомицин в сердечной мышце

Концентрация (мкг/г)

График 2 Распределение доксициклина и линкомицина в скелетной и сердечной мышцах цыплят
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Лист1

		0ч		0		0		0		0

		1ч		1.04		0.64		2.41		0.66

		3ч		2.9		0.88		3.19		1.14

		6ч		1.65		1.49		1.37		0.51

		9ч		1.19		0.37		0.71		0.33

		12ч		0.54		0.33		0.46		0.21

		15ч		0.35		0.09		0.4		0.06

		18ч		0.3		0.08		0.22		0.04

		21ч		0.26		0.06		0.13		0

		24ч		0.07		0		0.04		0





Лист2

		





Лист3

		






_1199549264.xls
Диаграмма2

		0.28		0.49

		0.46		0.46

		0.37		0.43

		0.38		0.55

		0.39		0.4



Доксициклин в крови

Линкомицин в крови

Концентрация  мкг\мл



Диаграмма1

		0ч		0ч		0ч		0ч

		1ч		1ч		1ч		1ч

		3ч		3ч		3ч		3ч

		6ч		6ч		6ч		6ч

		9ч		9ч		9ч		9ч

		12ч		12ч		12ч		12ч

		15ч		15ч		15ч		15ч

		18ч		18ч		18ч		18ч

		21ч		21ч		21ч		21ч

		24ч		24ч		24ч		24ч



доксициклин в легких

линкомицин в легких

доксициклин в сыворотке крови

линкомицин в сыворотке крови

Концентрация (мкг/г; мкг/мл)

График 3. Распределение доксициклина и линкомицина в легких и сыворотке крови цыплят
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Лист1

		0ч		0		0		0		0

		1ч		1.53		0.59		3.37		0.73

		3ч		2.48		1.01		3.86		0.84

		6ч		2.98		1.54		1.91		2.41

		9ч		0.68		0.61		1.11		1.28

		12ч		0.59		0.6		1.02		0.42

		15ч		0.36		0.36		0.75		0.4

		18ч		0.28		0.17		0.51		0.18

		21ч		0.27		0.15		0.16		0

		24ч		0.1		0.08		0.15		0

				легк. Док		легк. Лин		Док.в кр		Линк в кр

		доксициклин и линкомицин в легких и сыворотке крови цыплят





Табл и график Док и Лин в крови

		

		Доксициклин и линкомицин в сыворотке крови  цыплят

		1		0.28		0.49

		2		0.46		0.46

		3		0.37		0.43

		4		0.38		0.55

		5		0.39		0.40

				Док.в кро		Лин.в кро





Табл и график Док и Лин в крови

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



Доксициклин в крови

Линкомицин в крови

Концентрация  мкг\мл

График №4 Распределение доксициклина и линкомицина в сыворотке крови цыплят



Лист3

		График  №7  Содержание доксициклина и линкомицина в сыворотке крови

		0ч		0		0

		1ч		3.37		0.73

		3ч		3.86		0.84

		6ч		1.91		2.41

		9ч		1.11		1.28

		12ч		1.02		0.42

		15ч		0.75		0.4

		18ч		0.51		0.18

		21ч		0.16		0

		24ч		0.15		0

				Док.в кр		Линк в кр





Лист3

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



Содержание доксициклина  в сыворотке крови

Содержание линкомицина в сыворотке крови

часы

Концентрация в мкг\г

График № 8 Распределение доксициклина и линкомицина в сыворотке крови




_1198264259.xls
Диаграмма1

		0ч		0ч		0ч		0ч

		1ч		1ч		1ч		1ч

		3ч		3ч		3ч		3ч

		6ч		6ч		6ч		6ч

		9ч		9ч		9ч		9ч

		12ч		12ч		12ч		12ч

		15ч		15ч		15ч		15ч

		18ч		18ч		18ч		18ч

		21ч		21ч		21ч		21ч

		24ч		24ч		24ч		24ч



доксициклин в печени

линкомицин в печени

доксициклин в почках

линкомицин в почках

Концентрация (мкг/г)

График 1  Распределение доксициклина и линкомицина в печени и почках цыплят
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Лист1

		0ч		0		0		0		0

		1ч		3.15		0.64		8.32		4.48

		3ч		5.32		2.62		7.88		3.54

		6ч		1.96		1.89		3.51		2.78

		9ч		1.37		0.98		3.2		1.73

		12ч		0.7		0.8		1.53		0.99

		15ч		0.53		0.75		1.37		0.87

		18ч		0.24		0.53		0.8		0.74

		21ч		0.21		0.44		0.27		0.65

		24ч		0.14		0.33		0.19		0.63
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