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Перелік умовних скорочень
EFSA – European Food Safety Authority

FАО – Food and Agriculture Organization

GHP – Good Hygiene Practice

GMP – Good Manufacturing Practice

QMRA – Quantitative microbial risk аssessment
spp. – supspecies (підвид)

WHO – World Health Organazation

Аг – антиген

АЗА – антиоксидантна загальна активність
АлАТ – аланінамінотрансфераза

АсАТ – аспартатамінотрансфераза 

АРК – Автономна Республіка Крим 

Ат – антитіло

АТСС – американська колекція типів культур

АФ – агрофірма

БАСК – бактерицидна активність сироватки крові

БХ – бульйон Хінтона

ВАТ –відкрите акціонерне товариство

ВООЗ – Всесвітня організація охорони здоров'я

ГКІ – гострі кишкові інфекції

ГПЛ – кількість гідроперекисів ліпідів 
ДЛВМ – державна лабораторія ветеринарної медицини

ДНКІБШМ – Державний науково-контрольний інститут біотехнології і штамів мікроорганізмів

ДР – діюча речовина

ЄС – Європейський Союз

ЗЕКА – залізо-еритрит кров'яний агар

ЗЗР – зона затримки росту
Ккум – коефіцієнт кумуляції

ІМ – імуномодулятор 
КМАФАнМ – кількість мезофільних аеробних і факультативно анаеробних мікроорганізмів

КУО – колоніє утворююча одиниця 

ЛАСК – лізоцимна активність сироватки крові

ЛД(DL) – летальна доза

ЛД50(DL50) – середньолетальна доза

МОС – мананолігосахариди 

МКС – мозково-кіркове співвідношення
МПА – м'ясо-пептонний агар

МПБ – м'ясо-пептонний бульйон

МППА – м'ясо-пептонний печінковий агар

МФП – морфофункціональний потенціал

НАССР – Hazard Analysis and Critical Control Points
НВФ – науково-виробнича фірма

ОД – одиниці дії

ПС – поживне середовище

РА – реакція аглютинації

рН – концентрація водневих іонів

СОТ – світова організація торгівлі 

СТОВ – сільськогосподарське товариство з обмеженою відповідальністю

ТОВ – товариство з обмеженою відповідальністю

ТУУ – технічні умови України

ФА – фагоцитарна активність

ФБР – фосфатно-буферий розчин

ФІ – фагоцитарний індекс

ФЧ – фагоцитарне число 

ШКТ – шлунково-кишковий тракт

ВСТУП

Актуальність теми. Антибіотикорезистентність основних збудників інфекційних захворювань є однією з найбільших проблем сучасної медицини та ветеринарії [1, 2, 3, 4]. Виділяють наступні причини антибіотикорезистентності: загальнобіологічні – фармакологічні, соціальні, економічні, ветеринарні, медичні та біоетичні [5, 6, 7]. Виходів із ситуації, що склалася у зв’язку зі зростаючою стійкістю збудників інфекційних захворювань до антимікробних засобів, на даний момент є лише два: інтенсифікувати розробку і впровадження нових антимікробних препаратів або знаходити методи контролю розповсюдження резистентності мікроорганізмів до препаратів, що вже існують і використовуються. Сучасне птахівництво – високотехнологічна та економічно ефективна галузь сільського господарства, яка здатна за короткий термін забезпечити населення повноцінним білком тваринного походження. Основним напрямком вирішення цієї проблеми є забезпеченість населення продуктами харчування, а саме – виробництво м’яса та яєць [8, 9, 10, 11, 12].

Великих економічних збитків птахівничим господарствам завдають бактеріальні хвороби, що негативно позначається не тільки на епізоотичній ситуації, а й на економіці підприємства, тому що істотно підвищується загибель птиці при гострому або підгострому перебігу. При хронічних та уповільнених хворобах бактеріальної етіології відзначають підвищену чутливість до стресів, погіршення несучості і виведення курчат, зніження біологічної якості ембріонів, поствакцинального противірусного імунітету, погану конверсію корму, особливо це проявляється при наявності в стаді мікоплазми. Значне поширення в зовнішньому середовищі умовно-патогенної мікрофлори, її циркуляція і рециркуляція серед поголів'я птиці є однією із особливостей бактеріальних хвороб на сучасному етапі [13, 14, 15]. Як правило, у цій ситуації специфічними заходами профілактики виступають антибактеріальні препарати, при використанні яких пригнічується не лише патогенна, а й корисна мікрофлора кишечника, що веде до появи антибіотикорезистентних штамів мікроорганізмів. Крім того, антибіотики, накопичуючись у органах і тканинах тварин та птиці, становлять значну небезпеку для здоров’я людей, оскільки відмічається перехресна резистентність бактерій до медикаментозних препаратів [16, 17, 18, 19, 20, 21]. В умовах переходу до ринкових відносин з країнами ЄС продукція, яка виробляється в Україні, не повинна містити антибіотиків, а при вирощуванні і утриманні птиці дозволяється використовувати препарати, які б не мали негативної дії на організм людини і були безпечними та корисними для самої птиці. Тривале і безсистемне застосування антибіотиків, сульфаніламідів, нітрофуранів та інших препаратів [22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29] призвело до зниження ефективності цих антимікробних засобів через формування стійкості до них у патогенних мікроорганізмів, що визначає потребу ветеринарії в нових дієвих препаратах. Запобігання розвитку стійкості патогенної мікрофлори до лікарських засобів, небажаних побічних ефектів, зменшення курсової дози визначають ефективність і економічність комплексних хіміотерапевтичних препаратів при профілактиці та лікуванні самостійних і змішаних бактеріальних хвороб птиці. Однією з провідних проблем сучасної ветеринарії є розробка ефективних антибактеріальних засобів, пошук яких ведеться серед синтезованих і біологічно активних природних речовин [30, 31, 32, 33, 34, 35]. За експериментальними дослідженнями встановлено, що ефективною є ротація антибактеріальних препаратів, яка знижує частоту виникнення інфекцій, спричинених як резистентними, так і чутливими збудниками в умовах виробництва. Ротація базується на тимчасовому вилученні окремого антибактеріального засобу з ветеринарної практики з наступним його використанням і дозволяє стримувати антибіотикорезистентність на виробництві завдяки зниженню ймовірності появи резистентних клонів. При цьому антибактеріальні препарати для заміни повинні бути з іншої групи і долати попередній механізм резистентності. Однак питання про тривалість циклів ротації залишається спірним. Для його вирішення треба чітко встановити, з якою швидкістю формується і поширюється стійкість до різних антибактеріальних препаратів [36, 37, 38, 39, 40]. 
У зв′язку з цим ефективним є створення нових антибактеріальних засобів та розробка схем ротації їх в умовах господарств. У напруженій епізоотичній ситуації, крім застосування антибактеріальних препаратів ефективним є застосування дезінфектантів, які теж необхідно чередувати з метою запобігання резистентності [41, 42, 43, 44, 45]. Профілактика бактеріальних інфекцій птиці неефективна без застосування імуномодуляторів та антистресів, які теж необхідно ввести в схему профілактики на основі ротації хіміотерапевтичних засобів [46, 47, 48, 49, 50, 51]. 

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами 

Представлена наукова робота є складовою частиною ряду експериментальних досліджень кафедри ветеринарно-санітарної експертизи, мікробіології, зоогігієни та якості і безпеки продуктів тваринництва Сумського національного аграрного університету, а саме: № ДР 0108U010978 "Вивчити розповсюдження потенційно небезпечних для людини інфекційних хвороб тварин у Північно-Східній Україні та розробити вдосконалені методи їх діагностики, профілактики та лікування" (2008 – 2013 рр.); № ДР 0109U008171 "Оцінка ефективності застосування сучасних антисептиків та дезінфектантів для отримання екологічно-чистої та якісної продукції тваринного походження" (2009 – 2014 рр.).

Мета і задачі досліджень. Мета досліджень – створення та фармако-токсикологічна оцінка хіміотерапевтичних засобів для забезпечення схем ротації вітчизняних препаратів для профілактики бактеріальних інфекцій птиці.

Для досягнення поставленої мети потрібно було вирішити такі завдання:

· для удосконалення схем ротації оптимальною кількістю антибактеріальних засобів створити два комплексних хіміотерапевтичних препарати на основі діючих речовин з різних хімічних груп, а саме "ТімТіл 250" та "Бровасептол-концентрат", провести фармако-токсикологічну оцінку та обґрунтувати застосування їх у технології вирощування птиці;

– провести фармако-токсикологічну оцінку препарату "Цефтіокур", обґрунтувати доцільність застосування його в системі ротації за профілактики бактеріальних інфекцій молодняку птиці;

– встановити рівень чутливості бактеріальної мікрофлори до водних розчинів препарату "ВетОкс-1000" та визначити ймовірну ефективність їх застосування для профілактики бактеріальних інфекцій птиці;
– оцінити рівень чутливості бактеріальної мікрофлори, яка циркулює в птахівничих господарствах, при різних технологіях ведення галузі, до основних діючих компонентів антибактеріальних препаратів;

– обґрунтувати рецептуру, провести фармако-токсикологічну оцінку, встановити ефективність нового дезінфектанту "Бі-дезтм" та довести доцільність його застосування в птахівничих господарствах різного технологічного спрямування;

– розробити та провести фармако-токсикологічну оцінку препарату "Авесстимтм" на основі похідних триазолу, що активізує імунну систему організму птиці та забезпечує антистресову дію;
– визначити вплив препарату "Авесстимтм", в комплексі з препаратом «Євітселтм», на фізіологічний статус організму та загальну резистентність птиці;

– провести клінічні дослідження імуномоделюючої (антистресової) кормової добавки "Фід-Фуд Меджик Антистрес Мікс";
– визначити ефективність нової кормової добавки "Мікростимулін", виготовленої на основі нанотехнологій у комплексі профілактики бактеріальних інфекцій птиці;
 – економічно обґрунтувати перспективи застосування досліджених засобів у технологіях промислового птахівництва для зменшення імпортозалежності галузі.
Об’єкт дослідження – антибактеріальні засоби "ТімТіл 250", "Цефтіокур", "Бровасептол-концентрат", "ВетОкс-1000", асоційовані бактеріози, дезінфектант "Бі-дезтм", імуномодулятор "Авесстимтм", антистресовий препарат "Фід-Фуд Меджик Антистрес Мікс", кормова добавка "Мікростимулін".

Предмет дослідження – фармакологічні та токсикологічні властивості лікарських засобів, дезінфектантів та імуномодуляторів, епізоотичні дані, ізоляти патогенної та умовно-патогенної мікрофлори, схеми ротації хіміотерапевтичних засобів.

Методи дослідження: фармакологічні (фармакокінетіка), токсикологічні (гостра та хронічна токсичність, кумуляція), епізоотологічні (моніторинг епізоотичної ситуації), клінічні (збір анамнезу, клінічний огляд), біохімічні (гематологічні, клінічний аналіз сечі, амінокислотний склад), імунологічні (вміст імуноглобулінів), мікробіологічні (мікроскопічні, біологічні), статистичні (обробка результатів досліджень).
Наукова новизна одержаних результатів. Уперше в Україні опрацьовано схеми ротації антимікробних, імуномоделюючих та дезінфікуючих засобів. Вивчено поширення бактеріозів птиці залежно від регіонів, визначено видовий спектр асоціативних мікроорганізмів у господарствах різного технологічного напряму. Розроблено та впроваджено у виробництво препарат "Авесстимтм" на основі АДР морфоліній 2-[5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо] ацетат. Доведено його ефективність як імуномодулятора при бактеріальних захворюваннях птиці. Обґрунтовано застосування антистресу "Фід-Фуд Меджик Антистрес Мікс" з метою імуномоделюючої дії на організм птиці. Доведено доцільність застосування в системі ротації імуномодуляторів препарату "Мікростимулін", розробленого на основі нанотехнологій. Уперше обґрунтовано застосування екологічно безпечного препарату "ВетОкс-1000" як детоксикаційну терапію при ендотоксикозах та ентеротоксикозах, спричинених бактеріальною мікрофлорою. Доведено високу його ефективність, порівняно з традиційними методами терапії. Розроблено для вітчизняного ринку рецептуру нових ветеринарних препаратів широкого спектра протимікробної дії: "ТімТіл 250", "Бровасептол-концентрат" з високим ступенем їх екологічної безпечності та дезінфектанту "Бі-дезтм". У ході доклінічних і клінічних досліджень визначено фармакодинаміку запропонованих препаратів, встановлено параметри їх токсичності у гострих і хронічних дослідах на лабораторних тваринах. Визначено їх кумуляцію в організмі лабораторних тварин. Встановлено динаміку змін величин коефіцієнтів маси внутрішніх органів, гематологічних і біохімічних показників крові у лабораторних щурів за умов виконання хронічних токсикологічних досліджень. Запропоновано систему профілактичних заходів за асоційованих бактеріозів птиці з використанням нових антибактеріальних препаратів: "ТімТіл 250", "Бровасептол-концентрат", "Цефтіокур", дезінфектанту "Бі-дезтм" та імуномодулятора "Авесстимтм" в комплексі з вітамінним препаратом «Євітселтм», а також антистресу "Фід-Фуд Меджик Антистрес Мікс".

Наукова новизна засвідчена шістьма патентами України на корисну модель, а саме: № 58649 Спосіб отримання екологічно чистої продукції птахівництва № u201008939; заявл. 19.07.10; опубл. 26.04.11, Бюл. №  8; № 63348 Спосіб детоксикаційної терапії при ендотоксикозах, викликаних умовно-патогенною мікрофлорою № u201102016; заявл. 21.02.11; опубл. 10.10.11, Бюл. № 19;  № 65592 Спосіб лікування тварин при асоціативних бактеріозах № u201106154; заявл. 17.05.11; опубл. 12.12.11, Бюл. № 23; № 79257 Препарат ветеринарний "ТімТіл" № u201301154; заявл. 30.01.13; опубл. 10.04.13, Бюл. № 7; № 85362 Препарат ветеринарний "Бі-дез" № u201310711; заявл. 05.09.13; опубл. 11.1.13, Бюл. № 21; Препарат ветеринарний "Бровасептол-концентрат"; заявл. 21.03.14; номер заявки  u201402839.
Результати наукових досліджень дисертації були відзначені бронзовою медаллю Міністерства аграрної політики та продовольства України за кращу наукову розробку на ювілейній XX Міжнародній виставці-ярмарку «Агро-2008», а наукова розробка "Розробка та впровадження екологічно безпечного вітчизняного дезінфектанту" здобула премію Президента України для молодих вчених 2010 року.
Практичне значення одержаних результатів. На основі проведених досліджень розроблено настанови (листівки-вкладки) щодо використання та іншу нормативно-технічну документацію для реєстраційних досьє, на основі яких проведено офіційну реєстрацію та впроваджено до серійного виробництва в НФВ "Бровафарма" хіміотерапевтичні препарати: "Бровасептол-концентрат" (РП № АВ-00945-01-10); "ТімТіл 250" (РП № АВ-03229-01-12); "Цефтіокур" (РП № АВ-04817-01-13); "Авесстимтм" (РП № АВ-05365-01-14) та мийно-дезінфікуючий засіб 
"Бі-дез" (РП № АВ-04933-03-13). З освоєнням їх з’явилась можливість формувати ротаційні схеми протимікробних засобів для птахівництва на основі препаратів вітчизняного виробництва. Препарати мають експортний потенціал, нині всі вони експортуються до шести країн світу. 

Основні положення дисертаційної роботи ввійшли до двох навчальних посібників: "Современные химико-терапевтические средства в технологии птицеводства". – К.: ДИА, 2010. – 72 с.; "Хвороби птиці". – К.: ДІА, 2012. – 328 с. та семи методичних рекомендацій, затверджених Науково-методичною радою Державної ветеринарної та фітосанітарної служби України з тематики: "Безпека продуктів тваринництва", 2010 – 18 с.; "Проведення мікробіологічного контролю виводу та вирощування курчат", 2010 – 12 с.; "Обґрунтування та особливості використання комплексних антибактеріальних препаратів у технологіях промислового птахівництва", 2011 – 22 с.; "Методичні вказівки з ветеринарно-санітарного контролю м’яса птиці та яйцепродуктів на наявність збудників зоонозів (Campylobacter, E. coli O157, Enterobacteriacae, Listeria, Salmonella, Pseudomonas, Yersinia) ", 2011 – 23 с.; "Використання препарату "Авесстимтм" в птахівництві", 2012 – 8 с.; "Застосування новітніх дезінфектантів в системі державного ветеринарного контролю та нагляду", 2014 – 64 с.; "Тестування, фармакокорекція та профілактика стресів у промисловому птахівництві", 2014 – 17 с.
Розроблений комплекс лікувально-профілактичних заходів за бактеріальних захворювань птиці з використанням ротації антибактеріальних, імуномоделюючих та дезінфекційних засобів, впроваджений у багатьох птахівничих господарствах Чернігівської, Сумської, Харківської, Полтавської та Київської областей.

Результати досліджень використовують у навчальному процесі та науково-дослідній роботі студентів освітньо-кваліфікаційних рівнів "Бакалавр" і "Магістр" за спеціальністю "Ветеринарна медицина" факультетів ветеринарної медицини вищих навчальних закладів України (додаток С).
Особистий внесок здобувача. Автором особисто обґрунтовано наукову концепцію дисертаційної роботи, сформульовано мету роботи та науковий напрям досліджень, проведено пошук та аналіз наукової літератури за темою дисертації, виконано весь обсяг експериментальних досліджень. Інтерпретацію отриманих результатів, оформлення висновків і практичних рекомендацій виконано автором за участю наукового консультанта. Частину робіт виконано сумісно з науковцями факультету ветеринарної медицини Сумського НАУ та НВФ "Бровафарма", які є співавторами відповідних публікацій.

Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертаційної роботи викладено та обговорено на: науково-практичних конференціях викладачів, аспірантів і студентів Сумського НАУ (Суми, 2009–2014 рр.); Міжнародних науково-практичних конференціях: Сумського НАУ "Аграрний форум" (Суми, 2008–2012 рр.); "Моніторинг, прогнозування, діагностика та профілактика інфекційних хвороб тварин із використанням сучасних методів епізоотології, молекулярної біології та біотехнології" (Феодосія, 2009 р.); "Інноваційність розвитку сучасного аграрного виробництва" (Львів, 2009 р.); "Проблеми, новітні здобутки та перспективи розвитку епізоотології" (Харків, 2009 р.); "Епізоотологічний моніторинг та системи ліквідації хвороб тварин", (Рівне, 2010 р.); "Сучасні системи біобезпеки та біозахисту у ветеринарній медицині" (Феодосія, 2010 р.); "Актуальні проблеми сучасної біології, тваринництва та ветеринарної медицини" (Львів, 2010 р.); "Проблеми освіти, науки і впроваджень у ветеринарній медицині України та шляхи їх вирішення на сучасному етапі" (Київ, 2010 р.); "Актуальні аспекти розробки, виготовлення, контролю якості та застосування ветеринарних імунобіологічних препаратів на основі сучасних біотехнологій" (Алушта, 2011 р.); "Новітні досягнення та перспективи аграрної науки, освіти та практики" (Харків, 2011 р.); "Ветеринарні препарати: розробка, контроль якості та застосування" (Львів, 2011 р.); "Проблемы сельскохозяйственного производства на современном этапе и пути их решения" (Бєлгород, 2011 р.); "Наукові пошуки молоді у третьому тисячолітті" (Біла Церква, 2011 р.); "Інноваційність розвитку сучасного аграрного виробництва" (Львів, 2011 р.); "Современные проблемы ветеринарной медицины и зоотехнии" (Вітебськ, 2011 р.); "Агропромышленный комплекс: контуры будущего" (Курськ, 2011 р.); "Veterinary problem sofcentral Asia – food security: The use of modern waysof diagnostics and prophylaxis of infecti ous diseases of animals" (Душанбе, 2011 р.); "Научное обеспечение агропромышленного производства" (Курськ, 2012 р.); "Актуальні проблеми інфекційної патології тварин" (Біла Церква, 2012 р.); "Инновации в ветеринарной медицине, биологии, зоотехнии" (Вітебськ, 2012 р.); "Сучасні екологічні аспекти ветеринарної медицини" (Житомир, 2012 р.); "Розвиток досліджень і впроваджень у ветеринарній патології" (Київ, 2012 р.); "Актуальні проблеми ветеринарної медицини в Україні" (Полтава, 2012 р.); "Ветеринарні препарати: розробка, контроль якості та застосування" (Львів, 2013 р.); "Мікробіологія в сучасному сільськогосподарському виробництві" (Чернігів, 2013 р.); Украинской конференции по птицеводству с международным участием (Алушта, 2013 р.); Украинской конференции по инкубации яиц сельскохозяйственной птицы "Инновационные и современные подходы к технологии инкубации яиц сельскохозяйственной птицы" (Харків, 2013 р.); "Актуальні проблеми сучасної ветеринарної медицини" (Одеса, 2013 р.); "Проблеми, новітні здобутки та перспективи розвитку ветеринарно-санітарної експертизи і судової ветеринарної медицини" (Харків, 2014 р.); "Актуальні проблеми сучасної біології тваринництва та ветеринарної медицини" (Львів, 2014 р.); "Інноваційність розвитку сучасного аграрного виробництва" (Львів, 2014 р.).

РОЗДІЛ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1 Світове і вітчизняне промислове птахівництво: основні тенденції розвитку

Понад 50 років тому у світі почалося інтенсивне зростання промислового птахівництва, що стало результатом встановлення біологічної цінності продуктів птахівництва, розвитку ринку швидкого харчування і високої окупності вкладених коштів. В останні 20 років середньорічний приріст яєць і м'яса птиці у світі перевищує 4%. За попередньою оцінкою виробництво яєць у 2013 році перевищило один трильйон. Лідерами за валовим виходом цього продукту є Китай; США, Індія, Японія, Мексика і Росія [65 - 68]. 
Птахівництво є однією з економічно привабливих та перспективних напрямів тваринництва. Основною продукцією птахівництва є м'ясо птиці та яйця. Перевага за видовим складом у птахівництві віддається утриманню курей. Так, частка курей і півнів за підсумками минулого року становила майже 92 %, гусей - 2,6 %, качок - 4,9 %, індиків - менше одного відсотка. М'ясо птиці є дієтичним та більш дешевим порівняно з іншими білковими продуктами. Внутрішній ринок м’яса є недостатньо насиченим. Рекомендована Міністерством охорони здоров’я річна норма споживання м’яса однією особою має бути 80 кг, проте фактично становить 54 кг. Відтак, внутрішній ринок неповністю насичений м’ясною продукцією, а тому цей напрям аграрного бізнесу не втрачатиме своєї привабливості найближчим часом. Про це свідчать останні тенденції ринку продукції птахівництва. Упродовж останніх десяти років обсяги вирощування м’яса птиці в Україні постійно зростали. Торік було вирощено 1,4 млн т м’яса птиці в живій вазі, що на 7,4 % перевищує рівень попереднього року. Виробництво яєць теж зростало. Минулого року виробництво яєць становило 19,1 млрд шт., що більше порівняно з попереднім роком на 2,3 %. На зростання обсягів виробництва продукції птахівництва вплинуло збільшення поголів’я птиці. Якщо на початок 2001 року поголів’я птиці становило 123,7 млн гол., то на відповідний період 2013 року досягло 214,1 млн. голів, що більше ніж на дві третини. За цей період змінилася структура утримання птиці. У 2000 році частка поголів’я птиці, що утримувалося населенням, становила 80 %. Торік у сільськогосподарських підприємствах утримувалося 54 % птиці, фермерських господарствах - 1 %, частка населення становила 45 %.  В останні роки зростання поголів’я птиці спостерігалося як у сільськогосподарських підприємствах, так і господарствах населення. Разом з тим, промислові виробники мали вищі темпи нарощування поголів’я. Так, за минулий рік сільськогосподарські підприємства наростили поголів’я майже на 12 %, тоді як населення лише на 1 %. Як наслідок, у минулому році в сільськогосподарських підприємствах збільшилося виробництво м’яса птиці. Обсяги виробництва м’яса птиці в забійній вазі становили близько 837 тест, що на 7,4 % більше порівняно з 2011 роком. У свою чергу виробництво яєць у сільськогосподарських підприємствах збільшилося на 2 %. Основне вирощування птиці зосереджено у Черкаській (359 тис. гол.), Дніпропетровській (209 тис. гол.), Київській (203 тис. гол.), АР Крим (109 тис. гол.). Переважне виробництво яєць зосереджено у Київській (2,5 млрд. шт.), Донецькій (2,2 млрд. шт.), Хмельницькій (1,2 млрд. шт.), Харківській та Дніпропетровській (1,1  млрд.  шт.). Разом із виробництвом збільшувалися обсяги реалізації продукції. Реалізація на забій птиці становила 1401,8 тис. т., у тому числі сільськогосподарські підприємства реалізували 1128 тис. т., населення - 272,9 тис. т. Порівняно з іншими видами м’яса, м'ясо птиці займає найбільшу частку у структурі реалізації худоби та птиці на забій. Так, при реалізації сільськогосподарськими підприємствами худоби та птиці частка птиці всіх видів становила 66 % (у 2011 році - 64 %), ВРХ - 9,6 % (у 2011 році - 10 %), свиней - 24 % (у 2011році - 25 %) [69 - 82]. 

Незважаючи на позитивні тенденції ринку м’яса птиці та яєць, існують також стримуючі фактори його розвитку. Здебільшого це стосується зростання виробничих витрат. Навіть за сучасних технологій вирощування тварин та птиці важко досягти бажаного економічного ефекту. Так, у птахівництві витрати галузі залежать від витрат на корми. Ті, у свою чергу, від цін на зерно, білково-вітамінні та мінеральні добавки. У структурі витрат кормова складова займає до 70 %. До того ж, на сукупні витрати впливає зростання заробітної плати, подорожчання енергоресурсів, ветеринарних препаратів тощо [83, 84]. 

На внутрішньому ринку м’яса загострюється конкуренція. Споживачі віддають перевагу дешевій та якісній продукції. Поряд із м’ясом птиці знаходить споживачів свинина, яловичина та менш поширені баранина і конина. За річного фонду споживання м’яса на рівні 2,5–2,6 млн т на одну особу в середньому припадає 54–55 кг м’яса. З цього обсягу поки що частка м’яса птиці становить 44 %. Проте споживання інших видів м’яса теж значне. Зокрема свинини - 39 %, яловичини - 15 %, іншого м’яса - 2 %. 

Стримує насичення ринку м’яса птиці невисока його закупівельна ціна. М'ясо птиці у кінці жовтня-листопаді закуповували по 18,4 тис. грн/т проти 17,8 тис. грн роком раніше. Підвищення закупівельних цін стримує невисока купівельна спроможність населення та конкуренція з боку інших видів м’яса. За підсумками минулого року середньомісячна заробітна плата в Україні становила 3,0 тис. грн. Понад дві третини доходів населення спрямовуються на придбання продуктів харчування. Індекс споживчих цін на м’ясо та м’ясопродукцію у 2012 року порівняно з попереднім роком зріс на 1,3 %. Більше підвищення цін вплине на зменшення споживання продукції [85-87]. 

Також стримують розвиток птахівничої галузі хвороби, особливо бактеріальні хвороби птиці.

Очікувані світового виробництва м’яса птиці у 2015 році на рівні 126,8 млн. тон, що перевищить показник 2014 року на 1,8 %. До основних виробників цього м’яса належать США з очікуваним обсягом виробництва у 2015 році на рівні 25,3 млн. тон, Китай - 19,5, ЄС - 14,7, Бразилія - 12,9 млн. тон. Основні виробники цієї продукції є її найбільшими експортерами. Частка їх експорту в загальній торгівлі цим м’ясом становить 81 %. До того ж, Китай та країни ЄС є не тільки провідними експортерами, а й одними з найбільших імпортерів курятини. Окрім цих країн, великі зовнішні закупівлі м’яса птиці мають Японія, Саудівська Аравія та Російська Федерація. Торік в Україні спостерігалося значне збільшення обсягів експорту м’яса. Сільськогосподарські виробники та трейдери реалізували на зовнішніх ринках 125 тис. тон м’яса, що більше ніж у півтора раза перевищує показник попереднього року. Зростання експорту м’яса в 2014 році відбувалося здебільшого завдяки м’ясу птиці. Обсяги експорту цього дієтичного продукту становили 82 тис. т, або дві третини від загального продажу всіх видів м’яса. Разом зі збільшенням експорту м’яса спостерігалося ще більше зростання його імпорту. У 2014 році зовнішня закупівля м’яса сягала понад 423 тис. тон, що в 1,7 раза більше порівняно з попереднім роком. М’яса птиці було завезено 116 тис. тон, або майже вдвічі більше порівняно з попереднім роком. Таке м’ясо завозилося із США (32 % загального імпорту), Німеччини - 24 %, Угорщини - 12 %. Основними зовнішніми ринками збуту українського м’яса птиці торік стали країни СНД. Здебільшого дієтичне м'ясо експортувалася у Росію. До цієї країни надійшло 38 % загального експорту. У свою чергу, до Казахстану - 26 %, Молдови - 9 %. Обсяги експорту та імпорту яєць відносно внутрішнього споживання були незначними. За останні два роки середні обсяги імпорту яєць знаходилися у межах 3–4 млн. шт., що майже удвічі менше порівняно з попередніми роками. У свою чергу експорт цього продукту знаходився на рівні 82–83 млн. шт., що більше порівняно з 2013 роком на 11 %. Україна має розвинене промислове птахівництво. Підтвердженням цього є те, що у 2013 році країна увійшла в першу світову десятку країн-виробників продуктів птахівництва. Нині Україна знаходиться на 9 місці у світі з виробництва м’яса птиці та на 8 з виробництва харчових курячих яєць. У поточному та наступному роках прогнозується збільшення виробництва м’яса птиці та яєць. Очікується, що збільшення вітчизняного виробництва м’яса птиці позитивно позначиться на зовнішньоторговельній діяльності, тобто зменшенні його імпорту та зростанні експорту. При зовнішніх продажах України й надалі віддаватиметься пріоритет м’ясу птиці [88 - 93]. Птахівництво розвивається більш інтенсивне. До того ж, у січні 2013 року Україна отримала дозвіл на продаж птиці та яєць у ЄС. Це дає великі
шанси виходу на нові ринки, хоча суттєві тарифні бар’єри в ЄС будуть стримувати цей процес. Розвиток галузі сприятиме збільшенню споживання м’яса та м’ясопродукції. Якщо середньорічне споживання м’яса на душу населення збільшилося із 46,6 кг у 2013 році до 54,4 кг у 2014-му, то прогнозується, що в 2015 році воно становитиме 55,3 кг. При цьому річне споживання м’яса птиці зросте із 23,8 кг на одну особу до 24,5 кг. Основний вплив на розвиток ринку м’яса в Україні матимуть ціни на корми, податковий режим для виробників. Водночас, роль прямої державної підтримки суттєво знижуватиметься, враховуючи незначні фінансові можливості бюджету наступного року [94 - 97]. У світовій структурі виробництва м'яса всіх видів сільськогосподарських тварин птиця займає друге місце після свиней. За даними ФАО, в 2011 році світове виробництво м'яса склало 270 500 000. тон, у т.ч. птиці -83600000 тон, а в 2013 році воно вже досягло 86320000 тон. Лідирують у виробництві м'яса птиці США, Китай і Бразилія [98].
За прогнозами ФАО, в 2015 році світове виробництво м'яса птиці складе 94 -95 млн. тон, а вже до 2022 року птиця за питомою вагою буде займати перше місце серед всіх видів сільськогосподарських тварин [99 - 101].

Важливим напрямком подальшого динамічного розвитку птахівничої галузі в Україні є підвищення конкурентоспроможності за рахунок інноваційних досягнень, а саме: збільшення питомої ваги яєць, які зазнали глибокої переробки, і випуск широкого асортименту різних яйцепродуктів ("безшкаралупних" яєць); отримання яєць, збагачених селеном, йодом вітамінами, ненасиченим і жирними кислотами; рідких і порошкоподібних форм яєць, з додаванням ферментів та інших інгредієнтів; поглиблена переробка м'яса (поки 45% реалізується тушками); нарощувати поставки в торговельні мережі охолодженого м'яса; збільшувати в структурі питому вагу м'яса індички і водоплавної птиці, частка яких на сьогодні становить 3,8 і 2,0% [102 - 104].

Промислове птахівництво є однією з наукомістких галузей агропромислового комплексу. Значним є досягнення генетиків і селекціонерів, біотехнологів, технологів з годівлі та утримання, переробників та інших фахівців, але досвід світового та вітчизняного птахівництва показує, що домогтися високої продуктивності можна тільки від здорової птиці. Ветеринарній науці належить забезпечувати комплекс заходів, спрямованих на захист птахопоголів'я від занесення і розповсюдження збудників хвороб, у тому числі і бактеріальних, і мінімізації витрат від них та зростання економічної ефективності вирощування птиці [105 - 107].

1.2. Поширення бактеріальних інфекцій птиці в птахівничих господарствах України

Характерною особливістю сучасних птахогосподарств промислового типу є вузька спеціалізація виробництва, висока концентрація поголів'я на обмежених територіях, використання високопродуктивних лінійних і гібридних кросів птиці. Проте недоотримання оптимальних зоотехнічних і ветеринарно-санітарних умов утримання птиці часто призводить до накопичення патогенної та умовно патогенної мікрофлори в повітрі і на об'єктах пташника, зниженню рівня нормальної мікрофлори і природної резистентності організму, і внаслідок цього, до швидкого поширення інфекційних хвороб, у першу чергу бактеріальної природи, рівень яких перевищує 60% [108-110]. У цьому зв'язку проведення моніторингових досліджень бактеріальної мікрофлори, виділеної від птиці і з її продукції в господарствах різного технологічного напрямку, є актуальним і дозволяє контролювати і прогнозувати епізоотичну ситуацію на період вирощування й утримання птиці [111-115]. 

Однією з особливостей епізоотології бактеріальних хвороб птиці на сучасному етапі є асоціація інфекцій з характерним проявом ознак респіраторного комплексу. При проведенні бактеріологічних досліджень, як правило, виділяють культури ешерихій, стафілококів, мікоплазм, пастерел з ослабленою вірулентністю, орнітобактерій, а також пневмовіруси, що значно ускладнює своєчасну та об'єктивну постановку діагнозу і розробку заходів боротьби та профілактики.

В останні роки у птахогосподарствах зросла циркуляція умовно патогенної мікрофлори, яка є причиною прояву токсикоінфекцій людини. Досить згадати про виділення в ряді господарств Е.сoli з антигеном 0: 157 Н: 7, які викликає у людей геморагічний коліт, S. enlerilidis - одного з основних патогенів при сальмонельозній інфекції і С. jeuni - збудника кампілобактеріоза, що є причиною кишкових хвороб у дітей. Все це ставить проблему бактеріальних хвороб птиці на рівень не тільки ветеринарний, а й медико-екологічний [116-120].

Загальноприйнятим методом профілактики бактеріальних хвороб птиці завжди було застосування антимікробних препаратів. Найбільш ефективними є макроліди, тетрацикліни, фторхінолони і створені на їх основі комплексні препарати - тилозину і левоміцетину, тилозину і апраміціну, доксицикліну і линкомицину, стектіноміціну і клиндамицину, тіамуліну і хлортетрацикліну [121-130]. Однак слід пам'ятати, що використання антимікробних препаратів з профілактичною метою тягне за собою цілий ряд негативних наслідків - імуносупресію, дизбактеріоз, алергічні реакції, прояв у патогенних і умовно патогенних бактерій резистентності до антибіотиків, обмеження на використання в їжу людям продуктів забою птиці, що мають залишкові кількості таких препаратів. Досить часто альтернативою застосуванню антибіотиків є застосування антисептиків, пробіотиків і імуностимуляторів [131 - 135].

В Україні, як випливає з аналізу ветеринарної звітності Державної ветеринарної та фітосанітарної служби України, основний відхід птиці походить від незаразних хвороб. Частка інфекційних хвороб в 2009-2014 рр. склала 1,7-2,0%. Попри це, тільки в 2014 році від них пало 2,1 млн. голів, в результаті чого отримано значні економічні збитки [136]. Бактеріальні хвороби посідають істотне місце в патології птиці. У загальній структурі інфекційних хвороб на їх частку в 2012 році припадало понад 60%, в тому числі з патологією колібактеріозу 49,83%; мікоплазмозу - 9,2%, сальмонельозу - 2,0%; пастерельозу - 0,2% . Майже аналогічна ситуація склалася і в 2013 році. Від колібактеріозу пало 48,46%, мікоплазмозу - 11,56%, сальмонельозу - 1,44% і пастерельозу - 0,03% птиці. 
На характер епізоотичної ситуації в ряді господарств значною мірою впливають низька санітарна культура виробництва, висока концентрація птиці різного віку на одному майданчику та невідповідні сучасним вимогам технології виробництва, такі як якість і безпечність кормів, повітрообмін, процес утилізації посліду та відходів птахівничого виробництва [137 -145].

Прояв бактеріальних хвороб птиці на сучасному етапі має свої особливості. В першу чергу це генетично обумовлена висока продуктивність кросів птиці, що створює передумови зростання інфекцій, збудники яких володіють широким спектром вірулентності - ентеротоксигенністю, адгезивністю, гемолітичною активністю та ін.

Основним біотопом бактерій родів Escherichia, Streptococcus, Staphylococcus, Proteus, Pseudomonas, Citrobacter, Klebsiella, Bacillus, Clostiidium, Salmonella, Campylobacter та інших є кишковик птиці. У науковій літературі останнього часу таке поєднення, як паразит-господар отримало назву асоціативного симбіозу, який має свої різновиди: мутуалізмом - симбіоз, корисний для обох партнерів; коменсалізм - нешкідливий для симбіонтів і, нарешті, антагонізм - варіанти шкідливих наслідків для одного з партнерів. Механізм транслокації патогенів з вихідного біотопу (кишковик) в сусідні органи - наприклад, легені, сприяє селекції вірулентних штамів [146 - 151].

На тлі високого обсіменіння кормів і різних об'єктів навколишнього середовища при цьому відбувається уповільнення колонізації кишкової стінки нормальною мікрофлорою і випереджаюче заселення кишковика молодняку птиці умовно - патогенними та патогенними ентеробактеріями, що не дозволяє підтримувати високий рівень резистентності для збудників бактеріальних інфекцій.

Оцінка епізоотичної ситуації ускладняється через східну картину клінічного прояву багатьох хвороб інфекційної етіології - запалення тканин навколо інфраорбітальних синусів, сережок і міжщелепового простору. Раніше таку картину спостерігали в птахогосподарствах та експериментально відтворювали при циркуляції пастерел з ослабленою вірулентністю. Її можуть викликати також стафілококи, ешерихії, мікоплазми, орнітобактеріі [152 - 155] і мегапневмовірус. Негативну картину росту бактеріальних інфекцій доповнює безконтрольне застосування антибіотиків, які обумовлюють селекцію резистентних до них штамів мікроорганізмів. У ряді господарств виявлялась 100% стійкість бактерій до всіх застосовуваних антибіотиків [156 - 158].

Інтенсивна циркуляція умовно - патогенної мікрофлори серед птиці різного віку, її передача від дорослої птиці наступним поколінням, а також іншим видам тварин (і навпаки) створюють сприятливі умови для генетичних мутацій мікроорганізмів і появи патогенних для людини штамів.

Сальмонельозна інфекція не має собі рівних серед зоонозів за складністю перебігу епізоотології, епідеміології і труднощам боротьби з нею. Вона поширена повсюдно, реєструється у вигляді як спорадичних випадків, так і масових спалахів. У її виникненні істотну роль відіграють процеси прижиттєвого зараження птиці без клінічного прояву захворювання. Виділені від курей сальмонели належать до тих же сероваріантів, що викликають прояв токсикоінфекцій у людей. Домінуючим сероваром є Salmonella enteritidis. Тривале зростання захворюваності сальмонелами в багатьох країнах, збільшення числа серологічних варіантів збудників, які виявляються у людей і тварин, у тому числі у сільськогосподарської птиці, контамінація сальмонелами харчових продуктів, різних об'єктів навколишнього середовища, висувають проблему сальмонел в ряд найважливіших [159- 161].

Найменш вивчений в умовах промислового птахівництва збудник кампілобактеріозу. З відомих нині видів кампілобактерій у птиці виявляються чотири (C. jejuni, С. соli, C. laridis, C. hyoinles). З них патогенними для птиці вважають тільки C. jejuni, а для людини - C. jejuni і C. coli [162]. М'ясо свійської птиці вважають одним з основних факторів передачі збудника, а кури в умовах промислового птахівництва - важливим резервуаром інфекції, що пов'язано з широким розповсюдженням серед них кампілобактерій [163]. Навіть незначна контамінація м'яса кампілобактеріями (4 КУО/г) може бути небезпечною для людини і особливо для дітей молодшого віку [164].

Найбільш поширеним захворюванням є колібактеріоз. Хвороба зареєстрована в багатьох країнах, особливо в господарствах з незадовільним ветеринарно-санітарним станом. Економічні збитки зумовлюються масовим захворюванням та загибеллю птиці, а також витратами на ліквідацію інфекції. Ентеропатогенні штами кишкової палички утворюють екзотоксин, який має нейротропні й некротизуючі властивості, та ендотоксин, що спричинює дегенеративні зміни в кишках. Ешерихії мають складну антигенну структуру і різняться між собою за соматичним О-антигеном, поверхневим К-(капсульним) антигеном та джгутиковим Н-антигеном, а також за адгезивним фібрилярним (війчастим) пілантигеном. Установлено за О-антигеном понад 170 серогруп ешерихій, 100 різних варіантів К-антигену, близько 60 типів Н-антигенів. Більш токсичними вважаються штами кишкової палички, що містять К-антиген, більш адгезивними - фібрилярний (війчастий) пілантиген, який забезпечує мікробу здатність "прилипати" до епітеліальних клітин слизової оболонки кишок. Чіткого взаємозв'язку між серогруповою належністю ешерихій та видовою сприйнятливістю до них птиці не виявлено. Проте установлена властивість ешерихій окремих О-серогруп частіше спричинювати захворювання у птиці і викликають різні форми хвороби. Так, ентеритну форму хвороби частіше спричинюють ешерихії серогруп 08, 09, 015, 026, 041, 05, 0101, 0116, 0117, рідко - 0141, 0149, септичну форму - 078, 0115, 086; респераторну – 02, 078, 0111, 0127. Особливу уваги необхідно звертати на 0157 серовар, який має ентенрогеморагічні властивості. Серед птиці одного й того самого неблагополучного господарства можуть одночасно циркулювати ешерихії, що належать до кількох серологічних груп. Ентеропатогенні штами кишкової палички, які виділяються від хворих та загиблих тварин, патогенні для білих мишей при внутрішньовенному та внутрішньочеревному введенні [165, 166].

Респіраторній комплекс викликають мікоплазми. Мікоплазмоз - це хронічна хвороба, що характеризується катарально-фібринозним ураженням дихальних шляхів і втратою продуктивності. Хвороба завдає значних економічних збитків, що зумовлюються високою (до 50 %) летальністю курчат, різким зниженням продуктивності перехворілої птиці, витратами на проведення ветеринарно-санітарних заходів для ліквідації хвороби. Характерною особливістю мікоплазмозу птиці є вірогідність виникнення хвороби без занесення збудника ззовні. Під дією різних несприятливих факторів (скупчене утримання, транспортування, переохолодження, неповноцінна годівля, щеплення різними живими вакцинами) у здорових курей-мікоплазмоносіїв відбувається зниження природної резистентності організму і перехід безсимптомної інфекції в клінічно виражене захворювання. Хвороба поширюється в стаді дуже повільно, супроводжується серозно-фібринозним запаленням повітроносних мішків, часто ускладняється колісептицемією, інфекційним бронхітом або ларинготрахеїтом. Летальність становить від 5 до 50 % [167,168].

Для профілактики хвороби застосовують антибіотики широкого спектру дії, а також сульфаніламідні препарати. У комплексі оздоровчих заходів передбачають усунення різних несприятливих факторів, що знижують загальну резистентність організму птиці. Поліпшують годівлю, створюють оптимальні умови мікроклімату й температурного режиму, не допускають скупченого утримання птиці. Після закінчення продуктивного періоду всю птицю неблагополучної ферми здають для забою. Особливу увагу приділяють ретельному механічному очищенню та дезінфекції (бажано аерозольним методом) птахоферми і навколишньої території [169]. В розвитку патологічного процесу птиці значну роль відіграють умовно-патогенні бактерії синьогнійної палички. Збудник синьогнійної інфекції є представником одного із небагатьох видів бактерій, що є патогенними як для людини, так і для тварин. Псевдомоноз поширений у всьому світі. Є інформація і про псевдомоноз птиці із різних країн світу. В літературі є ряд повідомлень про виділення P. aeruginosa від ембріонів, із шкаралупи і птиці ряду курячих та поодинокі повідомлення про ізоляцію бактерії від іншої птиці. Так, Р. aeruginosa була також ізольована від водоплавної птиці, папуг, фазанів, голубів [170, 171]. Збудника псевдомонозу частіше виділяють із легень, суглобів, рідше з печінки, серця, кісткового мозку курчат, а також із ділянок запалення в підшкірній клітковині. Захворювання на псевдомоноз серед сільськогосподарської птиці пов’язане з ураженням її патогенними сероваріантами О2, О4, О5, О6, О8 P. aeruginosa. Синьогнійна паличка як науковий об'єкт, як і синьогнійна інфекція, можуть бути віднесені до однієї із важливих проблем як ветеринарної, так і медичної науки. Ще одна небезпечна хвороба – це ієрсиніоз - інфекційне захворювання свійської та дикої птиці, яке характеризується гострою септицемією з швидким перебігом та загибеллю птиці, в окремих випадках переходить у хронічну локальну форму з ураженням шлунково-кишкового тракту та утворенням казеозних вузликів у паренхіматозних органах (легенях, печінці, селезінці, нирках). До ієрсиніозу сприйнятливі індики, качки, гуси, кури, цесарки та дикі птахи. Частіше хворіє молодняк птиці [172 ]. Збудником хвороби у птиці є Yersinia pseudotuberculosis із родини Enterobacteriaceae роду Yersinia. Зараження птиці проходить переважно пероральним шляхом, але можливе інфікування через пошкоджені слизові оболонки та шкіру.
Ієрсинії через лімфатичні шляхи потрапляють у кров'яне русло і викликають бактерімію, яка триває недовго. При цьому виникає загальна інтоксикація організму, що може призвести до загибелі птиці. Збудник проникає в паренхіматозні органи та лімфатичні вузли, внаслідок чого утворюється гнійно-некротичне запалення через дію токсину бактерій. Збудник має виражену сенсибілізуючу дію на організм [173, 174]. Значно поширені стафілококози - це захворювання з гострим або хронічним перебігом, що викликаються патогенними стафілококами і проявляються артритами, синовітами, дерматитами, синуситами, запаленням сережок та клоацитами. Проблема стафілококозу у тварин і птиці постала недавно, але з кожним роком стає все гострішою. Стафілококоз птиці реєструється майже в усіх країнах світу. За даними деяких авторів [142-144], стафілококоз стає не лише загальнобіологічною проблемою, але й екологічною. В останні роки стафілококоз перебуває під постійною увагою ветеринарних і медичних спеціалістів. Як лікувально-профілактичні заходи
 найчастіше використовують антибактеріальні препарати, які не завжди дають бажаний результат, тому що у стафілококів виробляється резистентність до антибіотиків, що сприяє поширенню стафілококозу у птиці. До бактеріальних хвороб, що викликаються коковою флорою, належить стрептококоз - інфекційне захворювання птиці, яке проявляється у вигляді гострої септицемії чи ураження локального характеру з гострим або хронічним перебігом, із смертністю від 0,5 до 50 % [175]. До стрептококової інфекції сприйнятливі всі види птиці будь-яких вікових груп. Частіше хворіють кури, курчата, індичата, рідше - качки, фазани та гуси.

Патогенні стрептококи можуть викликати захворювання у людей, а ентеротоксини, які продукує збудник, можуть викликати харчові отруєння (токсикози) [176, 177 ]. У зв'язку з цим вивчення спектра мікроорганізмів, що виділяються від птиці в господарствах різних технологічних напрямів, вивчення їх біологічних властивостей, розробка заходів боротьби та профілактики стають об'єктивною потребою. [178] Найбільш істотним у механізмі розвитку інфекційного процесу, що викликається бактеріальними агентами та оцінки їх як етіологічного фактора захворювання, є вивчення біомолекулярних основ патогенності. На різних стадіях інфекційного процесу діють різні фактори патогенності. У початковій стадії - це інвазивність і адгезія. На заключних стадіях істотна роль належить бактеріальним токсинам. Використання в мікробіології досягнень генетики та молекулярної біології, скануючої та атомносилової мікроскопії суттєво поповнили знання про фактори патогенності збудників. Враховуючи полідетермінантний характер факторів патогенності, їх прийнято поділяти на 4 групи, а саме: визначають взаємодію бактерій з епітелієм відповідних органів; інтерферуючими з клітинними і гуморальними захисними механізмами господаря і забезпечують розмноження збудника in vivo; бактеріальні клітини, що індукують синтез деяких цитокінів та медіаторів запалення, що призводять до імунопатології; токсини і токсичні продукти, що викликають шкідливу дію в різних органах і тканинах організму [179,180].
За допомогою однієї якої - небудь ознаки неможливо було прогнозувати вірулентність на 100%. У кожному конкретному випадку необхідно виділяти групу факторів патогенності [181]. Кожен збудник має певний набір факторів патогенності, що забезпечує розвиток специфічного інфекційного процесу. При цьому на різних стадіях інфекційного процесу діють різні фактори патогенності. У початковій стадії - подолання природних бар'єрів організму господаря: механічного (шкіра, слизові, рух війок епітелію, перистальтика кишечника), хімічного (бактерицидна дія шлункового соку, жовчних кислот, лізоциму, секреторних антитіл і ін.) та екологічного (антагоністична активність нормальної мікрофлори). Наступні етапи - це адгезія і колонізація. На заключних стадіях хвороби суттєва роль належить бактеріальним токсинам [182].

В основі дії всіх факторів патогенності лежить здатність активних біомолекул лігандів до розпізнавання на клітинах комплементарних структур (специфічних рецепторів), зв'язування з якими і подальші впливи на різні мішені в клітинах та тканинах веде до порушення їх функції і розвитку патологічного процесу [183].

З вивченням факторів патогенності мікроорганізмів і типу інфекційного процесу бактеріальних хвороб птиці пов'язана стратегія створення засобів профілактики. Принципи конструювання засобів профілактики нового покоління повинні бути розроблені з урахуванням біологічних особливостей збудника і забезпечувати захист як на антиінфекційних, так і на антитоксичних рівнях [184].
1.3. Проблема резистентності мікроорганізмів до антибактеріальної терапії

Проблема зростаючої резистентності мікроорганізмів до антибактеріальної терапії є актуальною проблемою. Величезна кількість видів бактерій співіснує з макроорганізмом на принципах мутуалізму (взаємної користі) або коменсалізму. Встановлено кілька сотень умовно - патогенних бактерій [185]. 
Відзначаються високі рівні стійкості до цефалоспоринів третього покоління в разі інфікування K.  pneumoniae у всьому Європейському регіоні ВООЗ. У 60% випадків Staphylococcus aureus виявляє стійкість до метициліну. Це означає, що лікування за допомогою препаратів цієї групи не дає результатів. Хоча більшість країн  Європейського Союзу володіють налагодженими національними та міжнародними системами відстеження стійкості до антибіотиків, проте в інших країнах цього регіону такі системи необхідно терміново створити. Європейське регіональне бюро ВООЗ і його партнери надають цим країнам підтримку по лінії нещодавно створеної Центрально-азіатської та Східноєвропейської мережі епіднагляду за стійкістю до протимікробних препаратів (CAESAR). Мета CAESAR - створити мережу національних систем моніторингу стійкості до антибіотиків у всіх країнах Європейського регіону ВООЗ в цілях стандартизації збору даних, що дозволить забезпечити порівнюваність інформації [186 - 190].

Вперше антибіотики стали застосовувати для боротьби з бактеріальною інфекцією в середині XX ст. Відкриття пеніциліну, зроблене англійцем Олександром Флемінгом у 1929 році, і впровадження його в медичну практику у 1941 році (після очищення і випробування на тваринах) врятувало тисячі людей від загибелі. Їх створення (це очевидно) стало благом для людства, дозволивши зберегти здоров'я і життя багатьом мільйонам людей. Однак антибіотики та інші антибактеріальні препарати (АБП) одночасно зі знищенням хвороботворних бактерій ліквідують і ендосімбіонтну мікрофлору, необхідну для нормальної життєдіяльності живого організму. При цьому створений в процесі еволюції і природного відбору нормобіоценоз, що займає в макроорганізмі певні екологічні ніші (біотопи), опинився під загрозою знищення [191 - 192]. 
Небезпека втрати ендосімбіонтних бактерій під впливом широкого, часто безконтрольного та необґрунтованого застосування АБП з широким спектром антибактеріальної активності полягає в поступовому зникненні біологічно доцільних симбіозів макроорганізму з бактеріями. Це неминуче тягне за собою і зниження синтезу природних імуностимуляторів, а отже, обумовлює неповноцінність імунної системи і в кінцевому результаті розвиток імунодефіцитних станів. Слід також враховувати існування еволюційно-екологічного антагонізму між бактеріями і вірусами, завдяки якому між організмом людини і вірусами утворюється "буферна ланка", що складається з ендосімбіонтних бактерій, і перешкоджає безпосередньому контакту макроорганізму з вірусами. Бактерії мають здатність стримувати активність вірусів завдяки утворенню нуклеолітичних ферментів (ДНКази і РНКази), що розчиняють вірусну нуклеїнову кислоту, незалежно від виду вірусу. 
При знищенні ендосимбіонтних бактерій АБП ця "буферна ланка" зникає, що обумовлює можливість безпосереднього контакту організму птиці і вірусу і поширення вірусних інфекцій [193]. Однією з найбільш актуальних проблем сучасної антибактеріальної терапії стала щорічно зростаюча стійкість хвороботворних бактерій до застосовуваних антибактеріальних препаратів. Це призвело до поступового зменшення ефективних антибактеріальних препаратів і глобального розповсюдження антибіотикорезистентності [194]. Наслідком поширення хвороботворних бактерій, резистентних до АБП, стало неухильне зростання захворювань бактеріальної природи, які ще недавно успішно лікувалися. Так, різко зросла летальність при сепсисі (до 70%), при туберкульозі і пневмоніях, оскільки їх збудники набули резистентності до застосовуваних антибактеріальних засобів [195]. 
Безконтрольне і необґрунтоване застосування антибіотиків призвело до того, що з'явилися нові форми бактерій, вірусів, мікоплазм, хламідій, L-форм бактерій [196]. Фактично відбулася радикальна заміна традиційної мікрофлори тварин та птиці на агресивну та бактерій-мутантів [197]. Невипадково останнім часом все частіше стали з'являтися публікації, із заголовками "Антибіотики як загроза" [198].
Серед головних причин поширення резистентності хвороботворних бактерій до антибактеріальних препаратів є неправильний вибір і застосування (наприклад, призначення антибіотика з широким спектром дії там, де слід було б призначити препарат з вузьким спектром дії); емпіричну антибактеріальну терапію з використанням неадекватних доз або необґрунтоване скорочення чи подовження курсу лікування антибіотиками; фактична відсутність останнім часом розробок принципово нових груп (класів) антибактеріальних препаратів [199 - 204]; поширення полірезистентності хвороботворних бактерій внаслідок вироблення ними β-лактамаз [205-207]. Вказують також на ряд додаткових причин: застосування антибактеріальних препаратів з профілактичною метою, що призводить до селекції резистентних штамів мікроорганізмів [208]; самолікування різних захворювань без консультації лікаря ветеринарної медицини (33,2% випадків); відсутність у багатьох лікарів спеціальних знань про раціональне застосування антибактеріальних препаратів; застосування антибактеріальних препаратів при вірусних інфекціях, при яких вони неефективні; легкість виникнення у бактерій генних мутацій: пристосовність одноклітинних мікроорганізмів фактично безмежна [209 - 211]; поширеність серед птиці вроджених і (особливо) набутих (вторинних) імунодефіцитних станів, що сприяють розвитку антибіотикорезистентності у бактерій [212]. 
Головним критерієм зростання резистентності бактерій до препаратів служать не стільки клінічні дані, скільки мінімальна переважна концентрація (МПК) і режим дозування антибактеріальних препаратів: його доза і тривалість курсу лікування [213]. Ерадикація мікроорганізму стає ефективною тільки тоді, коли доза препарату перевищує МПК в 2-3 рази. У цих умовах ймовірність кілінгу (знищення) бактерій дуже велика [214]. 
Ще один важливий фактор ефективності антибактеріальних препаратів - наявність у нього постантибіотичної дії. Цей показник визначається часом, протягом якого відсутній ріст бактерій після скасування препарату [215]. Вивчено механізми розвитку резистентності бактерій до антибактеріальних препаратів. 
Провідними є зниження або втрата бактеріями здатності зв'язування з конкретним препаратом: при збереженні функціональної активності; інактивація антибактеріального препарату; активне виведення його з мікробної клітини (ефлюкс); порушення проникності зовнішніх структур мікробної клітини [216].
1.4. Використання імуномодуляторів та антистресів у птахівництві

1.4.1. Стреси у птиці: молекулярні механізми

Завдяки високій автоматизації процесів вирощування й утримання птиці, на підприємствах вдається створити і підтримувати оптимальні умови мікроклімату, вчасно забезпечити курей водою та кормом, витримати оптимальний світловий режим. До того ж, біологічний захист птиці дає змогу уникнути занесення різних інфекцій, а система вакцинацій унеможливлює бактеріальні й вірусні захворювання [217-219]. Слід наголосити, що яйценосна й м'ясна птиця часто "працює" на межі своїх фізіологічних можливостей. Наприклад, синдром раптової смерті у бройлерів є одним із проявів, коли ріст тіла бройлера випереджає можливість його внутрішніх органів забезпечити такий розвиток, і часто незначні стреси призводять до загибелі найбільш високорозвинених особин у бройлерному стаді. Закордонні автори стверджують: середньодобовий приріст понад 60 г за вирощування птиці до 37-38-денного віку є цілком досяжним, і конверсія корму при цьому може становити 1,60-1,65. У птахівництві яєчного напряму висока яйценосність птиці, що на піку досягає 97-98%, теж є нормою, хоча її тривалість досить варіабельна. А проблема зі шкаралупою, яка виникає в другій половині продуктивності, також потребує особливої уваги. Загалом, розуміння того, що багато продуктивних і відтворних функцій птиці закладається на ранніх стадіях розвитку (зокрема, в період ембріогенезу та впродовж перших днів життя курчати), посприяло посиленню уваги птахівників під час вирощування ремонтного молодняку і курчат-бройлерів до годівлі батьківського стада курей, а також курчат у перший тиждень їхнього життя. Незважаючи на безсумнівні успіхи яєчного й м'ясного птахівництва, вчені зазначають: що вищі продуктивні якості птиці, то вища її чутливість до різних стресів. Отже, захист птиці від різних стресів - першочергове завдання фахівців-технологів і лікарів ветеринарної медицини. Відповідно до сучасного уявлення, стрес розглядають як будь-який вплив на птицю, що є відхиленням від оптимальних
 параметрів утримання й годівлі. Стреси розподіляють на три групи. До першої належать середовищні стреси: відхилення від оптимальної температури. Сюди, насамперед, зараховують тепловий стрес у літні місяці, коли зовнішня температура часто перевищує 30°С. Також під час посадки птиці в пташнику дуже часто фіксують відхилення від оптимальної температури як в один, так і в другий бік; відхилення від оптимального складу повітря, зокрема зменшення вмісту кисню й збільшення аміаку. Це часто буває під час посадки птиці в зимовий період, коли вентиляцію істотно зменшують для економії енергоресурсів. Можлива підвищена загазованість і під час утримання курей-несучок; порушення в системі освітлення; різні шумові чинники; порушення умов зберігання інкубаційних яєць; порушення в режимах інкубації. Друга група стрес-факторів - кормові стреси: наявність мікотоксинів у кормах - цю проблему й досі не розв'язано. Застосування різних адсорбентів не може повністю запобігти негативній дії мікотоксинів на птицю; наявність у кормах окислених жирів. Установлено, що більшість жирів, використовуваних у птахівництві, містять перекиси ліпідів, які негативно впливають на стан ворсинок кишечника та порушують усмоктування поживних і біологічно активних речовин; дисбаланс вітамінів, мінералів і амінокислот; високі дози різних ветеринарних препаратів, зокрема і кокцидіостатиків. Третя група стрес-факторів об'єднує внутрішні стреси: бактеріальний стрес - надлишкова кількість бактерій у кормі, яка призводить до перенапруги імунної системи, а отже, спричинює дисбаланс бактеріального "співтовариства" в кишечнику, що, в свою чергу, порушує цілісність його ворсинок і призводить до перевитрати корму, а також відповідає за розвиток деяких захворювань; вірусні чинники, які спричинюють низку захворювань птиці; вакцинації, які захищають птицю від захворювань, але самі водночас є найважливішими стресами; імуносупресія (імунодепресія); різні метаболічні порушення в організмі [220 - 225]. Розглядаючи молекулярні механізми негативної дії стрес-факторів на сільськогосподарську птицю, слід зазначити, що "вільнорадикальна" теорія спричинення стресів найбільшого розвитку набула останніми роками. Вільні радикали - це активовані молекули кисню, здатні ушкоджувати всі типи біологічних молекул, зокрема ліпіди, білки та нуклеїнові кислоти. Так, відомо, що у фізіологічних умовах у кожній клітині щодня утворюється близько 200 млрд. вільних радикалів. У стрес-умовах утворення вільних радикалів збільшується в рази, й антиоксидантна система просто не спроможна впоратися з потоком молекул-убивць. Як наслідок, відбуваються порушення на рівні мембран клітин, які призводять до згубних наслідків на рівні метаболізму клітини. Це, в свою чергу, знижує продуктивність птиці та її відтворну якість. Нещодавно вчені з'ясували, що в організмі людини і тварин є ціла низка генів, які відповідають за їхню адаптивну здатність до стресу. Такі гени назвали "вітагенами". Активація зазначених генів дає змогу організму збільшити синтез різних захисних молекул (білки теплового шоку, ферменти антиоксидантного захисту, білки-сиртуїни тощо) і таким чином перебороти стрес без істотного зниження продуктивності. З'ясувалося, що ці гени регулюються як чинниками навколишнього середовища, так і різними речовинами, що надходять із кормом, включаючи карнітин, бетаїн, вітамін Е, аскорбінову кислоту, цинк, марганець, лізин і метіонін [226 - 230]. Розповідаючи про вплив стресів на імунну систему, слід зазначити, що імунна система - найскладніша в організмі, а вчені й дотепер сперечаються щодо молекулярних механізмів регуляції імунної системи. У спрощеному вигляді імунну систему можна змалювати так: імунітет поділяється на природний і набутий. Природний імунітет базується на фагоцитарній активності макрофагів і нейтрофілів (у птиці вони називаються гетерофілами). Ці фагоцитарні клітини виробляють вільні радикали й використовують їх як зброю для знищення патогенів. Виходячи з цього, слід наголосити, що надлишкове споживання антиоксидантів, зокрема й вітаміну Е, може пригнічувати утворення вільних радикалів у фагоцитах і таким чином сприяти зниженню їхньої ефективності. Набутий імунітет поділяється на гуморальний (базується на активності B-лімфоцитів, які виробляють антитіла) і клітинний (базується на активності Т-лімфоцитів). Найскладнішим питанням є взаємодія між цими клітинами, оскільки в організмі птиці налічуються трильйони лімфоцитів і мільярди фагоцитів. У даному разі імунну систему можна розглядати як гігантську армію з власними підрозділами, що спеціалізуються на виконанні різних завдань. Отже, керування цією "армією" є найважливішим питанням імунокомпетентності. Науковці розглядають імунокомпетентність як ефективну взаємодію між усіма типами імунних клітин. Останніми роками вчені схиляються до думки, що взаємодія між імунними клітинами здійснюється за допомогою своєрідних "мобільних телефонів", тобто рецепторів: перебуваючи на поверхні імунних клітин, вони працюють на зразок мобільних телефонів, надсилаючи й одержуючи відповідні сигнали. Водночас такі молекули як цитокіни виконують роль своєрідних сигнальних молекул. В умовах стресу утворення вільних радикалів істотно збільшується, й вони здатні пошкодити "мобільні телефони", а якщо ефективний зв'язок між клітинами втрачено, то знижується імунокомпетентність, тобто імунна система не здатна адекватно реагувати на таку ситуацію. Прикладом зниження імунокомпетентності може бути тепловий стрес або наявність у кормі мікотоксинів. Слід пам'ятати, що імунна система - одна з "найдорожчих" для функціонування організму птиці. Згадані вище трильйони й мільярди клітин мають потребу в енергії, амінокислотах та інших поживних речовинах для своєї життєдіяльності. Отже, будь-яка імуностимуляція неминуче приводить до перерозподілу поживних речовин для підтримки росту і розвитку організму та зміцнення імунітету. Як наслідок, погіршується конверсія корму та знижуються середньодобові прирости. Виходячи з цього, останніми роками термін "імуностимуляція" в птахівництві було замінено на "імуномодуляцію", тобто на оптимізацію реакції імунної системи на зовнішні й внутрішні середовищні фактори [231 - 235].

1.4.2. Профілактика стресів у птиці
Науковцями доведено, що особливо негативно впливає на організм птиці одночасна дія декілька стресів [236]. Але домінуючим є провідний стрес-фактор. Стрес - фактори в птахівництві мають чотирибальну шкалу. У чотири бали оцінюють недостатній фронт годівлі та напування, ієрархічну боротьбу в групі, порушення утримання, інфекційні та паразитарні хвороби, відхилення температури навколишнього середовища від норми (менше 7 і більше 24 ° С). У три бали - невирівняність птиці за віком та розвитком, високий рівень продуктивності, часті зміни температури і вологості. У два бали - вакцинації, травми, порушення розпорядку дня. В один бал - розвиток птиці на початку продуктивності (перші чотири місяці) [237, 238].

Профілактика стресів дуже важлива для птиці. Стресори діють на організм найчастіше в комбінації, збільшуючи таким чином свій вплив. Профілактувати стрес можна, створюючи оптимальні умови утримання і розробляти біологічно повноцінні раціони, проводячи селекцію на резистентність до окремих стресорів, використовуючи антистресові препарати [239]. Проблема профілактики стресу в промисловому птахівництві може вирішуватися в основному трьома шляхами. Перший шлях пов'язаний із запобіганням розвитку стресового стану за рахунок зведення до мінімуму можливих стрес-факторів, пов'язаних з технологією виробництва. Це пересадки, вакцинації, діагностичні дослідження і т.ін. Особливо слід уникати дії стресорів на птицю у фази зниження резистентності: в перші дні життя, в період інтенсивного статевого дозрівання, поствакцинальні реакції та при транспортуванні та ін. Другий шлях передбачає підвищення у птиці природної резистентності шляхом підвищення якості інкубаційного яйця; калібрування його за масою на дві - три категорії; дотримання технології інкубації яйця, відбору життєздатних курчат; виконання правил перевезення їх у пташник; вирощування птиці у одновікових групах; згодовування сухих повноцінних комбікормів з урахуванням віку, генотипу і рівня продуктивності; забезпечення вільного доступу до води і корму; поступового переведення з одних за складом комбікормів на інші; контроль рекомендованих параметрів мікроклімату, норм щільності посадки, режимів та інтенсивності освітлення у пташнику. Третій шлях - використання антистресових препаратів, що захищають організм від екстремальних впливів і знижують їх ефект, а також введення в кормовий раціон вітамінних преміксів. Однак
 ці методи профілактики стресу досить дорогі і економічно не завжди доцільні [240]. До антистресових препаратів відносять стрес - протектори адаптогени та симпатичні засоби. Стрес - протектори послаблюють дію стресів на організм шляхом пригнічення (відключення захисту) нервової системи в момент дії несприятливих факторів. До них відносять нейролептики, транквілізатори, седативні речовини (броміди натрію і калію), препарати групи аміназину, трифтазин, резерпін, літію карбонат, феназепам, амізіл та ін. Адаптогени, навпаки, будучи помірними подразниками, активізують нервову й ендокринну систему, готуючи організм до можливих стрес- факторів. У цій групі найбільш ефективними є дибазол, метилурацил, фітопрепарати елеутерококу, ехінацеї, женьшеню, лимоннику та ін. Симпатичні засоби (серцеві, проносні, сечогінні та ін.) підтримують і відновлюють системи організму, залучені в патологічний процес при стресі. Для профілактики стресів використовують також імуномодулятори (катазал, левамізол, ізамбен, стімаден, камізол, дімефосфон та ін.), препарати бактеріальної природи (пірогенал, продігіозан), засоби з органів і тканин тварин (тимусу, агаро-тканинні, натрію нуклеат та ін.); ерготропики - пробіотики, екзоферменти, молочна кислота та ін. Доведено, що технічно найпростішим способом захисту від стресів є їх попередження. Однак в умовах промислового птахівництва уникнути стресів практично неможливо, до того ж їх негативні наслідки стають все більш вираженими через високу чутливості сучасних кросів птиці. Першою і основною ланкою захисту від стресів є повноцінне збалансоване годування птиці. За останні роки досягнуто безсумнівних успіхів у балансі енергії і протеїну як для курей батьківського стада, так і для промислових курей-несучок і бройлерів. Птахівництво перейшло на використання повноцінних вітамінно-мінеральних преміксів, що забезпечують добавки всіх необхідних вітамінів і мікроелементів. Сьогодні вже ніхто не контролює скільки того чи іншого вітаміну надходить у корм з кормових інгредієнтів, оскількі премікс здатний забезпечити гарантовану ефективність всмоктування вітамінів і мінералів з різних кормових засобів [241, 242]. Сьогодні концепція вітамінно-мінерального живлення щодо стресів у птахівництві істотно


 розвинулася. Так, протягом багатьох років птахівники використовували підвищені дози вітаміну Е, а іноді і тривітаміну або ж їх у суміші з аскорбіновою кислотою як антистресові добавки. Не викликає сумніву той факт, що вітамін Е є найважливішим компонентом антиоксидантного захисту, проте дослідження останніх років дозволили внести ясність в дане питання і відповісти на ряд принципових питань про ефективність антистресових добавок. Так, виявилося, що вітамін Е в процесі реакції з вільними радикалами окислюється і в подальшому його рециклізація (відновлення в активну форму) є вирішальним фактором його ефективності. Таким чином, концентрація вітаміну Е в кормі або преміксі відійшла на другий план, тобто, якщо рециклізація вітаміну Е в організмі відбувається ефективно, то навіть невисока концентрація вітаміну Е дає хороший захисний ефект. З іншого боку, якщо рециклізація порушена, то високі концентрації вітаміну Е не врятують ситуацію. У рециклізації вітаміну Е беруть активну участь аскорбінова кислота, селен, тіамін, рибофлавін і ряд інших компонентів. На ринку також існують різні антистресові премікси, що включають підвищені дози вітамінів, мінералів та інших речовин [243]. Але аналіз практики, який провів П. Ф. Сурай, свідчить про обмежений ефект застосування таких преміксів. З одного боку, дана система не дуже гнучка. Наприклад, доти поки старий корм знаходиться в бункері біля пташника, неможливо ввести новий корм з новим преміксом. З іншого боку, в умовах стресу птиця менше споживає корм і відповідно важко розрахувати скільки необхідно додати даного преміксу, щоб птиця отримала ту чи іншу кількість речовин, введених у даний премікс. Враховуючи той факт, що споживання води в умовах стресу, як правило, не знижується, а іноді навіть збільшується, логічно було б вводити антистресові добавки з водою. При цьому сьогодні більшість нового обладнання для утримання птиці включає в себе Дозатрон (медікатори), які вже активно використовуються для випоювання вакцин, пробіотиків і ряду інших препаратів [244]. Ветеринарні фахівці для профілактики вакцинних стресів часто випоюють аскорбінову або лимонні кислоти, різні суміші вітамінів, амінокислот і мінералів. Слід зазначити, що випоювання аскорбінової або лимонної кислоти птиці має лише незначний ефект на попередження негативного впливу стресів. Більш детальний погляд на список використовуваних препаратів дозволяє відзначити, що більшість з них мало відрізняються один від одного. При цьому, є препарати, які надходять у вигляді рідин, що істотно полегшує їх випоювання, наприклад "Чіктонік", що являє собою суміш водо-і жиророзчинних вітамінів і амінокислот. Слід зазначити, що введення всього комплексу амінокислот не дає якоїсь переваги перед добавкою просто лізину і метіоніну. Враховуючи низьку стабільність вітамінів у розчині, після зберігання і транспортування таких препаратів, як правило, їх ефективність істотно нижча, ніж очікується. Іншим препаратом з цієї групи є "Біосупервіт", в який, крім вітамінів і амінокислот, додані ще й мінерали. Однак, присутність у препараті сульфату міді, який є найсильнішим окиснювачем, може привести до окислення як вітамінів, так і амінокислот [242]. Інша група препаратів виробляється у сухому вигляді та розчиняється перед використанням і далі випоюється з водою. До них належить "Ганаміновіт" (вітаміни + амінокислоти), "Мувісел" (вітаміни + селен), "Нутром-Se" (вітаміни + амінокислоти + селен), "Рексвітал" (вітаміни + амінокислоти), "Ловить" (вітаміни + амінокислоти + Se), "Cупервітамінол" (вітаміни + метіонін), "Інтровіт" (вітаміни + гліцин), "Аміносол" (вітаміни + амінокислоти + NaCl + MgCl2), "Трисоль" (вітаміни + амінокислоти + мінерали). В цілому, дані препарати розроблялися з метою корекції вітамінного, мінерального та амінокислотного статусу птиці при різних порушеннях годівлі, включаючи неповноцінні премікси і т.ін. Враховуючи розвиток преміксової індустрії та оптимізацію годівлі птиці, в останні роки потреба у вищевказаних препаратах істотно знизилася. Використання вищеназваних препаратів в умовах стресу потенційно може мати позитивний ефект, але він буде обмежений лише компенсацією недоліку вищезгаданих елементів, викликаних стресом. Тобто, якщо в умовах стресу потреба у вітамінах, мінералах або амінокислотах не задовольняється через погане поїдання корму. До третьої групи препаратів належить "Фид-Фуд Меджик Антистрес Мікс"- це препарат нового покоління, розроблений 
на основі багаторічних досліджень молекулярних механізмів стресу 
та шляхів їх подолання [245]. Зокрема в основу препарату 
покладені речовини, здатні регулювати вітагени і здійснювати ефективну рециклізацію вітаміну Е. Препарат має гепатопротекторні та осмогенні властивості. До складу препарату входить 28 компонентів, включаючи вітаміни, мінерали, амінокислоти, гепатопротектори, осмогени, електроліти, органічні кислоти та ін. Таким чином, оптимально - збалансований склад вищевказаних елементів дозволяє підвищити адаптаційну здатність птиці в умовах стресу. До четвертої групи препаратів належать сучасні препарати - похідні триазолу (морфолоній 2 - (5 - (4-піридил) -1,2,4-триазол-3-ілтіо), які комбіновано діють на організм птиці шляхом активації біохімічних процесів у клітинах, антиоксидантного впливу, імуномодуляціі, нормалізації обміну речовин, підсилює імунну відповідь і підвищує стійкість до вірусних інфекцій. При цьому розроблені нові антистресові препарати, які випоюють з водою і сприяють активації вищеназваних генів і дозволяють істотно знизити негативну дію різних стресів [246].

1.4.3. Використання імуномодуляторів у птахівництві
На сьогодні відзначається тенденція до зростання рівня хронічних захворювань птиці як бактеріального, так і вірусного походження. Імунна система, що має забезпечувати генетичну постійність внутрішнього середовища організму, захист макроорганізму від екзогенних та ендогенних патогенів, унаслідок різноманітних причин може порушуватися. Зниження функціональної активності основних компонентів імунної системи, що спричинює порушення захисту організму від мікробів і супроводжується підвищеною інфекційною захворюваністю, нині розглядається як імунодефіцитний стан. Залежно від наявності або відсутності генетичного дефекту одного або декількох компонентів імунної системи (фагоцитозу, клітинного, гуморального імунітету), імунодефіцити класифікують як первинні (уроджений генетичний дефект наявний) і вторинні. Останні є результатом впливу на нормальну імунну систему ендогенних та екзогенних факторів, серед яких процес старіння організму, стрес, надмірні фізичні навантаження, хронічні вірусні й бактерійні інфекції, численні хірургічні операції, множинні травми, онкологічна патологія, хіміотерапія, тривале лікування кортикостероїдами, іонізуюче випромінювання, отрутохімікати та інші фактори зовнішнього середовища. Виокремлюють 3 форми вторинних імунодефіцитів: набуті, індуковані (є конкретна причина, що викликала даний стан, наприклад, терапія цитостатиками, хірургічна операція тощо) і спонтанні (відсутність очевидної причини, що викликала порушення імунної реактивності) [247]. 

Найбільш поширеною є спонтанна форма вторинних імунодефіцитів [248]. Клінічно вторинні імунодефіцити проявляються як часто рецидивуючі інфекційно-запальні захворювання усіх локалізацій та будь-якої етіології, що важко піддаються лікуванню. Поява імунної системи обумовлена необхідністю розпізнавання "свого" й "чужого". Багатоклітинні організми повинні знищувати збудників інфекцій або пухлинні клітини, які вийшли з-під контролю, без шкоди для нормальних клітин. Для цього існує надійна система розпізнавальних та ефекторних механізмів, що забезпечують різні види імунітету [203]. Механізм неспецифічного імунітету досить примітивний, він не потребує попередньої активації, а його ефектори мають низьку спорідненість до чужорідних клітин і широкий спектр дії. Навпаки, специфічний імунітет, спрямований на певні антигени, потребує попередньої активації, а його ефектори можуть мати дуже високу спорідненість до антигенів. Неспецифічна імунна відповідь включається практично негайно після появи в організмі чужорідного агента. Для реалізації відповіді не має значення антигенний склад патогена, що впровадився. 

До основних факторів неспецифічного імунітету належать комплемент, гранулоцити (включаючи базофіли), моноцити, макрофаги, NK-лімфоцити та гладкі клітини [204]. Специфічна імунна відповідь здійснюється В- і Т-лімфоцитами. В-лімфоцити виробляють антитіла, а Т-лімфоцити діють як допоміжні (Т-хелпери), цитолітичні (Т-кілери) та регуляторні (Т-супресори) клітини. Ці клітини не лише забезпечують нормальну імунну відповідь на інфекцію або пухлинні клітини, але й опосередковують реакцію відторгнення трансплантату й аутоімунні розлади. Молекули імуноглобулінів, розташовані на поверхні В-лімфоцитів, відіграють роль рецепторів і здатні розпізнавати величезну кількість антигенів. На відміну від В-лімфоцитів, Т-лімфоцити розпізнають антигени тільки у вигляді пептидних фрагментів у комплексі з молекулами HLA на поверхні антигенпредставлених клітин, таких як дендритні клітини, макрофаги та клітини, що несуть на своїй поверхні молекули HLA класу I (HLA-A, HLA-B і HLA-С) і класу II (HLA-DR, HLA-DP і HLA-DQ) [249 - 253]. Клітини кожного клона Т- і В-лімфоцитів мають однакові рецептори до певного антигена. Під час активації цих рецепторів лімфоцити починають швидко проліферувати, вивільняючи цитокіни і відіграючи роль регуляторів імунної відповіді. Слід зазначити, що антигенспецифічні та неспецифічні фактори діють у тісному взаємозв’язку і їх внесок у формування імунної відповіді іноді важко розмежувати. 

Отже, від стану імунної системи значною мірою залежать розвиток і результат багатьох захворювань. Наявність різних порушень функцій імунної системи може бути причиною вторинної імунологічної недостатності і спричинити появу або ускладнення хронічних бактеріальних і вірусних захворювань. Часто застосування класичних схем лікування в цих випадках не виявляє очікуваного позитивного ефекту. Для підвищення ефективності етіотропної терапії та зниження побічних ефектів, що з’являються під час її застосування (дисбіоз, гепатотоксичність тощо), при вторинному імунодефіциті перспективним напрямком є імунокорекція за допомогою імуномодуляторів. Імуномодулятори (ІМ) — лікарські засоби різного походження, що мають різнонаправлену дію на імунну систему залежно від її початкового стану. ІМ у терапевтичних дозах відновлюють нормальне функціонування імунної системи (ефективний імунний захист) [254 - 256]. 

Існують дві класифікації ІМ: за походженням і за механізмом дії. За механізмом дії можна виокремити ІМ з переважною дією 
на Т-, В-системи імунітету і фагоцитоз [257]. Водночас будь-який ІМ, що переважно впливає на фагоцитоз, гуморальний або клітинний імунітет, крім дії 
на цей компонент імунітету, також тією або іншою 
мірою вплиатиме на інші компоненти імунної системи. За походженням ІМ поділяють на екзогенні, ендогенні та хімічно чисті [258]. 
1.4.3.1. Імуномодулятори мікробного (бактеріального) походження

Мішенню для дії препаратів мікробного походження є клітини моноцитарно-макрофагальної системи, основна функція яких — елімінація мікробів з організму. Препарати даної групи:

— підсилюють функціональну активність цих клітин, стимулюючи фагоцитоз і мікробіцидність. Активовані моноцити й макрофаги синтезують цитокіни: інтерлейкіни (ІЛ-1, ІЛ-3), фактор некрозу пухлини α (ФНП-α) та інші, що спричинюють активацію як гуморальної, так і клітинної ланки імунітету;

— активують цитотоксичну функцію макрофагів, що виявляється їх здатністю руйнувати in vitro сингенні та алогенні пухлинні клітини. Бактеріальні імуномодулятори поділяють таким чином: імуномодулятори системної дії: бронхомунал, рибомуніл, лікопід. Імуномодулятори переважно топічної дії: ІРС 19, імудон, лікопід. Умовно виокремлюють 3 покоління імуномодуляторів мікробного походження [259 - 263]. Першим препаратом, що має імуностимулюючу дію, стала вакцина БЦЖ, яка має виражену здатність підсилювати фактори вродженого й набутого імунітету. До мікробних препаратів 1-го покоління також належать пірогенал і продигіозан, що є полісахаридами бактеріального походження і застосовувалися для стимуляції протибактеріального імунітету. Сьогодні пірогенал і продигіозан через побічні ефекти не застосовуються. До препаратів 2-го покоління належать лизати (бронхомунал, ІРС 19, імудон) і рибосоми (рибомуніл) бактерій, які в основному є збудниками респіраторних захворювань. Препарати, що містять бактеріальні лизати, застосовують з метою збільшення продукції специфічних антитіл (секреторних IgА), а також стимуляції неспецифічних факторів захисту (цитокінів, NK-клітин, клітин макрофагально-фагоцитарної системи та ін.). Бактеріальні лизати сприяють профілактиці інфекцій носоглотки та респіраторного тракту, не викликають формування протективного тривалого імунітету [264 - 266]. До 3-го покоління належить лікопід — синтезований аналог універсального фрагмента бактеріальних клітинних стінок — глюкозамінілмурамілдипептид, що має імуномоделюючий ефект. Головною мішенню лікопіду є клітини моноцитарно-макрофагальної ланки імунної системи. Під впливом лікопіду підсилюються поглинання та кілінг мікроорганізмів; стимулюються цитотоксичні властивості макрофагів щодо бактерійних і вірус-інфікованих клітин; посилюється синтез цитокінів: ІЛ-1, ФНП-α, інтерферону-β та інші, що стимулює антитілоутворення та проліферацію Т- і В-лімфоцитів. Дія бактеріальних лізатів є сукупною дією їх компонентів, тому проведення кінетичних спостережень не є можливим. Бактеріальні лизати діють переважно в порожнині рота; дані про їх системну абсорбцію відсутні. Біодоступність лікопіду під час перорального приймання становить 7–13 %. Ступінь зв’язування з альбумінами крові слабкий. Активних метаболітів не утворює. Час досягнення максимальної концентрації — через півтори години після приймання. Період напіввиведення — 4,29 години [267]. Виводиться з організму в незміненому вигляді, здебільшого через нирки. Бактеріальні імуномодулятори впливають на систему місцевого імунітету носоглотки й респіраторного тракту, підвищують рівень IgA в слині. Низка препаратів системно діє на показники периферичної крові. Препарати можуть призначатися в гострому періоді на фоні базисної терапії, а також із профілактичною метою. Здатність підсилювати імунні реакції має багато рослинних (ехінацея, женьшень, елеутерокок тощо) і біогенних (муміє, прополіс та ін.) препаратів. Ці засоби, а також вітаміни й мікроелементи (особливо цинк, магній, селен) часто об’єднують у групу адаптогенів [268]. Так, сік ехінацеї пурпуровоої активує переважно клітинний імунітет, стимулює фагоцитарну активність макрофагів і хемотаксис гранулоцитів, сприяє вивільненню цитокінів, збільшує продукцію ІЛ-1 макрофагами, прискорює трансформацію B-лімфоцитів у плазматичні клітини, посилює антитілоутворення й T-хелперну активність. Як засіб рослинного походження, що містить інулін, левулозу, бетаїн та інші компоненти, покращує обмінні процеси, особливо в печінці й нирках [269]. При проведенні аналізу бази даних 12 клінічних досліджень з оцінки ефективності приймання ехінацеї для лікування й профілактики гострих респіраторних захворювань встановлено щодо ефективності приймання ехінацеї при застудних захворюваннях, однак підтвердили безпеку такої терапії. Автори дослідження зробили такий висновок: пацієнтів без протипоказань можна не відмовляти від застосування відповідного препарату при лікуванні застуди [270].

1.4.3.2. Імуномодулятори ендогенного походження

Імуномодулятори ендогенного (фізіологічного або біологічного) походження — це група олігопептидів, що можуть активувати імунну систему шляхом посилення проліферації та функції імунокомпетентних та акцесорних клітин. Мішенями для препаратів даної групи є:

— макрофаги і природні кілери, активація яких стимулює уроджений імунітет;

— Т- і В - лімфоцити, за допомогою яких стимулюється набутий імунітет;

— кістковий мозок, що продукує попередників лімфоцитів і мононуклеарних фагоцитів.

Ендогенні імуномодулятори поділяють на імунорегуляторні пептиди (тимусного й кістково-мозкового походження) і цитокіни. Препарати тимічних пептидів та їх синтетичні аналоги відтворюють дію природних тимічних факторів, що виробляються в організмі і до яких належать родини тимозинів, тимопоетинів і сироватковий тимічний фактор (тимулін) [271]. Імуномоделююча дія пептидів тимуса виявляється в адекватній зміні функціонального стану клітин Т-системи імунітету. На фоні порушених функцій імунної системи організму введення поліпептидів тимуса характеризується тенденцією до відновлення балансу субпопуляцій Т-лімфоцитів і їх функціональної активності. При цьому знижені показники підвищуються, а гіперактивні процеси серед окремих субпопуляцій Т-лімфоцитів повертаються до значень, близьких до нормального рівня. Під впливом препаратів підсилюється продукція альфа- і гамма-інтерферонів. Крім стимуляції Т-системи імунітету, повторно стимулюється В-система і макрофагально-моноцитарна ланка імунітету, активність NК-клітин. До препаратів 1-го покоління належать природні пептиди: тактивін (комплекс пептидів, екстрагованих із тимуса великої рогатої худоби), тималін, тимоптин, тимостимулін, вілозен та інші. Перевагою тактивіну є наявність у ньому тимічного гормона α1-тимозину. Недоліками препаратів 1-го покоління є те, що ці лікарські засоби являють собою неподільну суміш біологічно активних пептидів і їх важко стандартизувати [272]. Препарати 2-го і 3-го поколінь є синтетичними аналогами природних гормонів тимуса α1-тимозину й тимопоетину або фрагментів цих біологічно активних гормонів. Так, препарат тимоген — дипептид, що складається з триптофану й глутаміну, які є складовою частиною препарату тималін і мають виражену імунотропну активність. Препарат бестим складається з таких же амінокислот і відрізняється від тимогену наявністю γ-пептидного зв’язку і присутністю не L-, а D-глутаміну. Ці зміни підвищили активність бестиму в тесті стимуляції диференціювання кістково-мозкових попередників лімфоцитів [273]. Препарат імунофан (3-тє покоління) є синтетичним гексапептидом — аналог ділянки 32–36-го тимопоетину. На відміну від тимічних гормонів імунофан справляє простагландиннезалежну дію на відновлення напруженості Т-системи імунітету (через продукцію гормона тимуса — тимуліну). Регуляторний пептид реалізує свою дію на клітини імунної системи через різні механізми. З одного боку, препарат стимулює утворення ІЛ-2 імунокомпетентними клітинами. З іншого — підвищує чутливість лімфоїдних клітин до цього лімфокіну, що, мабуть, досягається за допомогою збільшення щільності відповідних рецепторів. Крім того, імунофан має імуномоделюючий ефект на синтез ФНП (-α і -β) та ІЛ-6: підвищення зниженого і зниження підвищеного їх утворення. Плейотропні ефекти ІЛ-2, і ФНП викликають у остаточному підсумку зміни функціональної активності всіх компонентів імунітету, імовірно, і клітин моноцитарно-макрофагальної системи [274]. Крім імуномоделюючих ефектів, імунофан чинить детоксикаційну, гепатопротективну дію, інактивує вільнорадикальні та перекісні сполуки. Виокремлюють три фази дії
 імунофану: швидку, середню і повільну. Імунофан повністю всмоктується з місця ін’єкції і швидко руйнується до природних амінокислот, що його складають. Протягом швидкої фази (розвивається через 2–3 год після введення і триває до 2–3 діб) реалізується детоксикаційний ефект препарату — посилюється антиоксидантний захист організму за допомогою стимуляції синтезу церулоплазміну та лактоферину, активності каталази [275 - 280]. Імунофан нормалізує перекисне окислення ліпідів, пригнічує розпад фосфоліпідів клітинних мембран і синтез арахідонової кислоти з подальшим зниженням рівня холестерину крові і продукції медіаторів запалення [281]. При токсичному й інфекційному ураженні печінки препарат запобігає цитолізові, знижує активність трансаміназ і рівень білірубіну в сироватці крові [282]. Протягом проміжної (середньої) фази (з 2–3-ї доби до 7–10-ї доби) відбувається підсилення реакцій фагоцитозу й загибелі внутрішньоклітинних бактерій і вірусів. У результаті активації фагоцитозу можливе незначне загострення вогнищ хронічного запалення, підтримуваних за рахунок персистенції вірусних або бактерійних агентів. Протягом повільної фази (з 7–10-ї доби до 4 міс.) виявляється імуномоделююча дія препарату — відновлення порушених показників клітинного і гуморального імунітету, збільшення продукції специфічних антитіл [281 - 291]. 
1.4.3.3. Імуномодулятори кістково-мозкового походження (мієлопептиди)
Мієлопід є комплексом біорегуляторних пептидних медіаторів мієлопептидів (МП) із молекулярною масою 500–2000 Да [292, 293]. Його отримують за методом твердофазної екстракції з культури клітин кісткового мозку ссавців (свиней або телят). На сьогодні виділені окремі пептиди, кожний із яких має біологічну активність [294]. Так, МП-1 підвищує функціональну активність Т-хелперів; МП-2 має здатність пригнічувати проліферацію злоякісних клітин та істотно знижує здатність пухлинних клітин продукувати токсичні субстанції; МП-3 стимулює фагоцитарну активність лейкоцитів; МП-4 впливає на диференціювання стовбурових клітин, сприяє їх більш швидкому дозріванню. При імунодефіцитних станах мієлопід відновлює показники В- і Т-систем імунітету, збільшує абсолютну і відносну кількість В-лімфоцитів у периферичній крові, нормалізує проліферацію ЕК-клітин і співвідношення CD4+/CD8+ лімфоцитів; стимулює продукцію антитіл на висоті імунної відповіді та функціональну активність імунокомпетентних клітин. Причому переважно впливає на В-систему імунітету. Центральну роль у регуляції міжклітинних взаємодій при розвитку реакцій клітинного імунітету, а також у морфофункціональній інтеграції імунної системи з іншими системами організму виконують цитокіни — високоактивні пептиди з невеликою молекулярною масою (до 80 кДа), що поділяються на декілька груп за функціональною активністю [295]. Найбільш відомі цитокіни — інтерлейкіни, інтерферони, колонієстимулюючі фактори. Великі успіхи в їх отриманні досягнуті з впровадженням генно-інженерних технологій, що дозволяють напрацьовувати значну кількість цих ендогенних речовин. Для цитокінових препаратів природного походження — лейкінферону та суперлімфу, що містять досить великий набір цитокінів запалення і першої фази імунної відповіді, характерною є багатогранна дія на організм птиці. Ці препарати діють на клітини, що беруть участь у запаленні, процесах регенерації та імунній відповіді. Суперлімф стимулює фагоцитоз, вироблення цитокінів (ІЛ-1, ФНП), індукує протипухлинну цитотоксичність макрофагів, викликає загибель внутрішньоклітинних паразитів, регулює міграцію макрофагів і лейкоцитів. Унаслідок стимуляції клітин макрофагально-моноцитарного ряду активуються механізми як клітинної, так і гуморальної імунної відповіді. Механізм дії суперлімфу на фагоцити пов’язаний із підвищенням внутрішньоклітинної концентрації іонів Са2+, з індукцією експресії NO-синтази, з активацією НАДФН-оксидази в лейкоцитах [296]. Препарат регулює синтез колагену та проліферативну активність фібробластів шкіри та пародонту, стимулює регенерацію, попереджає утворення грубих рубців. Суперлімф має антиоксидантну активність, пряму противірусну й протибактеріальну дію, знижує розвиток запальних реакцій. Причому препарат надає як прямої антибактеріальної (протистафілококової), так і опосередкованої дії через активацію виходу лізосомальних ферментів (катепсину Д) із лізосом лейкоцитів [297]. До рекомбінантних цитокінових препаратів належать беталейкін і ронколейкін, що містять лише один цитокін. Ці препарати, як і природні інтерлейкіни, справляють плейотропну дію на організм людини. Ронколейкін — лікарська форма рекомбінантного ІЛ-2, що отримана методами генної інженерії з клітин продуцента — рекомбінантного штаму непатогенних пекарських дріжджів виду Saccharomyces сеrevisiae, у генетичний апарат якого вбудований ген людського ІЛ-2. Препарат заповнює дефіцит ендогенного ІЛ-2 і відновлює його ефекти як одного з ключових компонентів цитокінової мережі [289]. Основна дія ронколейкіну полягає в активації та індукції проліферації клітин-мішеней — Т-, В- і NK-клітин, що містять рецептор CD25. Основні клітинні мішені ІЛ-2: активовані Т- і В - лімфоцити, NK-клітини. На інші клітини імунної системи ронколейкін діє опосередковано через цитокіни, що синтезуються клітинами-мішенями. Беталейкін є лікарською формою рекомбінантного ІЛ-1β, отриманого методом імунної біотехнології з клітин-продуцентів — рекомбінантного штаму кишкової палички, у генетичний апарат яких вбудований ген людського ІЛ-1β. Слід зазначити, що ІЛ-1β відіграє важливу роль в активації факторів уродженого імунітету, розвитку запалення упродовж перших етапів імунної відповіді. Головною фармакологічною властивістю беталейкіну є посилення лейкопоезу й відновлення кістково-мозкового кровотворення після застосування цитостатиків і рентгенівського опромінювання. Цей ефект препарату обумовлений його здатністю стимулювати синтез колонієстимулюючих факторів — головних індукторів лейкопоезу й стимуляторів імунітету. Беталейкін має виражену імуностимулюючу дію, оскільки ІЛ-1β є активатором усіх клітин уродженого імунітету та одночасно є ініціатором розвитку перших фаз набутого імунітету [290]. Інтерферони (ІФН) є однією з груп цитокінів із безліччю біологічних властивостей, що виявляються у противірусній, протипухлинній та імуностимулюючій дії [291]. Родина інтерферонів складається з 15 молекул, які відрізняються одна від одної структурою, молекулярною масою.
 Виокремлюють три типи інтерферонів за принципом клітин-джерел: ІФН-α, ІФН-β і ІФН-γ :

— ІФН-α синтезується макрофагами та лейкоцитами периферичної крові;

— ІФН-β — фібробластами та епітеліоцитами;

— ІФН-γ — в основному Т-лімфоцитами (Th1) і природними кілерами.

Інтерферони зв’язуються з мембранними рецепторами, що запускає низку внутрішньоклітинних процесів: індукуються деякі ферменти, пригнічується проліферація, активується фагоцитоз макрофагів, підвищується специфічна цитотоксичність Т-лімфоцитів [292]. За функціональною активністю інтерферони розподіляються на 2 типи: ІФН-α і ІФН-β (I тип ) і ІФН-γ (II тип). ІНФ I типу мають більш сильну противірусну активність, ніж інтерферони II типу. ІФН-γ (II тип), крім прямого інгібування розмноження вірусу в клітинах організму, має більш виражену порівняно з ІФН I типу імуномоделюючу активність, залучаючи різні клітини імунної системи (природні кілери, макрофаги, гранулоцити) до регуляції гомеостазу організму як у нормі, так і при підвищеному функціональному навантаженні (захворювання, фізичне і психоемоційне напруження, зміна біоритмів). Ці відмінності обумовлені тим, що для противірусної дії ІФН I типу активують фермент олігоаденілатсинтетазу, яка сприяє деградації мРНК при реплікації вірусу. ІФН II типу не впливають на вказаний фермент, що пояснює зниження противірусної активності. Разом із тим, ІФН-γ є могутнім імуностимулятором та індуктором неспецифічного захисту організму. Оскільки інтерферони є важливою ланкою міжклітинної кооперації, вони здатні за допомогою взаємодії з різними цитокінами (ІЛ-2, ІЛ-10, ІЛ-12, ІЛ-18, ІЛ-15) впливати на перебіг багатьох захворювань, що вражають імунну систему (алергічних, онкологічних, аутоімунних) [293]. Офіцинальні препарати включають α-, β-, і γ-ІФН та поділяються на природні, отримані з донорської крові, та рекомбінантні, створені за методами генної інженерії. Препарати виявляють активність щодо широкого спектра захворювань вірусного ґенезу, а також при онкологічній та іншій патології. Виявлено, що в основі будь-якої вірусної інфекції, що потребує корекції препаратами ІФН, лежить
 комплексний патогенетичний механізм, який включає зниження здатності лейкоцитів до продукції ІФН-α і ІФН-γ і спричинює розвиток вторинного імунодефіциту. Для прогнозу ефективності терапії препаратами ІФН під час лікування рекомендується контролювати параметри інтерферонового статусу. Під впливом ІФН підвищується ефективність імунного розпізнавання антигена, посилюються фагоцитарна й цитолітична функції, спрямовані на елімінацію збудника або антигенно змінених клітин, а також відбувається корекція інших вторинних імунодефіцитів, що розвиваються внаслідок патологічного процесу. Разом із тим під час використання препаратів ІФН можливий розвиток побічних ефектів із боку різних органів і систем: — серцево-судинна система (набряки, гіпертонічні кризи, аритмії); — шлунково-кишковий тракт (нудота, блювота, діарея, анорексія, болі в животі); — центральна нервова система (головні болі, порушення сну, депресія, нейропатія, тремор м’язів); — сечовидільна система (протеїнурія, альбумінурія); — шкіра (свербіж, гіперемія, випадіння волосся); — суглоби (артралгія). У зв’язку з побічними явищами при призначенні ІФН необхідно використовувати симптоматичну терапію [294].

До природних і рекомбінантних інтерферонів належать – лейкінферон, який  містить інтерлейкін ІЛ-1, ІЛ-6, ІЛ-8, фактор, що інгібує міграцію фагоцитів (МІФ), ФНП-α, комплекс інтерферонів-α. Суперлімф містить ІЛ-1, ІЛ-2, ІЛ-6, ІЛ-8, ФНП-α, МІФ, трансформуючий фактор зростання β. 
Методи генної інженерії дозволили отримати рекомбінантний ІФН-α2b. Цей препарат застосовують для лікування злоякісних новоутворень (меланоми, лімфоми з клітин центру фолікула та ін.), під час інфекційних захворювань (хронічний гепатит В, гострокінцеві кондиломи) [295]. Після введення інтерферону-α2b іноді виникає лихоманка, рідше спостерігається дія на серцево-судинну систему (артеріальна гіпотонія та ін.) і ЦНС (депресія, сплутаність свідомості). ІФН-β1а та ІФН-β1b мають противірусну та імуномоделюючу дію. Їх застосування схвалено FDA (адміністрація США з лікарських засобів і харчових добавок) з метою зниження частоти загострень при ремітуючому перебігу розсіяного склерозу. Найбільш
поширені побічні ефекти — грипоподібні симптоми (гарячка, озноб, міалгія) та реакція в місці ін’єкції. Без сумніву, позитивні ефекти препаратів ІФН у клінічній практиці мають значну перевагу над небажаними симптомами, які іноді виникають при їх використанні. Тому спектр нових лікарських форм ІФН постійно розширюється, розробляються нові схеми їх клінічного застосування.

 1.4.3.4. Індуктори інтерферонів 

Виокремлюють синтетичні препарати (аміксин, циклоферон, полудан, неовір) і природні сполуки (мегосин, ридостин та ін.) [8]. Найважливіша властивість цієї групи препаратів — їх універсально широкий діапазон противірусної активності. Індуктори ІФН мають неспецифічну дію, що полягає в інгібіції росту клітин, модуляції їх диференціювання та утворенні рецепторів мембран. Крім неспецифічних, індуктори ІФН можуть модулювати також специфічні імунні відповіді організму. Непряма дія індукторів ІНФ на клітини-мішені полягає в активації макрофагів, цитотоксичних Т-лімфоцитів, антитілоутворюючих В-клітин і натуральних кілерів. Так, тилорон стимулює утворення в організмі α-, β-, і γ-ІФН. Основними продуцентами ІФН у відповідь на введення тилорону є клітини епітелію кишечника, гепатоцити, T-лімфоцити, нейтрофіли та гранулоцити [296]. Крім того, препарат стимулює стовбурові клітини кісткового мозку, залежно від дози посилює антитілоутворення, зменшує ступінь імунодепресії, відновлює співвідношення T-супресорів і T-хелперів. Терапевтична ефективність індукторів вироблення ІФН показана при вірусних захворюваннях.
1.4.3.5. Хімічно чисті та синтезовані імуномодулятори 

Групу хімічно чистих ІМ розподіляють на 2 підгрупи: 1. Речовини, отримані за допомогою спрямованого хімічного синтезу (поліоксидоній, галавіт). 
2. Аналоги імуномодуляторів ендогенного походження (лікопід, імунофан, тимоген). До цієї групи також можуть належати відомі лікарські засоби, що мають імуномоделюючі властивості (левамізол, декарис, метилурацил). Левамізол (декарис) — фенілімідотіазол, відомий протиглистовий засіб з вираженими імунотропними властивостями. Левамізол і метаболіт, що утворюється з нього (останній набагато активніший), активують Т-лімфоцити, моноцити, макрофаги і нейтрофіли. Левамізол стимулює клітинноопосередковані імунні реакції, потенціює розподіл і диференціювання Т-лімфоцитів, їх реакцію на антигени, але тільки за наявності в організмі певного фактора, імунологічне схожого на тимопоетин. Виявлено здатність препарату імітувати активність цього гормону. Ефект левамізолу настає повільно та зберігається нетривалий час. Перших клінічних ознак поліпшення слід очікувати через 8–12 тижнів від початку лікування, а остаточний висновок про ефективність левамізолу можна зробити через 4–6 місяців. При цьому у 25–30 % пацієнтів розвиваються побічні ефекти, у тому числі небезпечні (лейкопенія, можливий агранулоцитоз, зупинка дихання, гіпертензія в малому колі кровообігу, що призводить до правошлуночкової недостатності та гіпотонії у великому колі кровообігу тощо) [297]. Крім того, левамізол не можна сполучати з низкою препаратів, зокрема з протизапальними засобами й антибіотиками, особливо з левоміцетином, тетрацикліном, котримоксазолом, міорелакcантами, препаратами магнію та іншими. Тому на сьогодні застосування левамізолу обмежене. 
До низькомолекулярних імуномодулятор належить галавіт — похідне амінофталгідразиду, перевагою якого є наявність не тільки імуномодулюючих, але й протизапальних властивостей. Його основні ефекти обумовлені дією на макрофагальну ланку [298]. Препарат навпаки на 4–6 годин інгібує надмірний синтез гіперактивними макрофагами ФНП, ІЛ-1, активних форм кисню, що визначають ступінь і циклічність запальних реакцій, а також вираженість інтоксикації. При імунній недостатності галавіт стимулює мікробіцидну функцію нейтрофільних гранулоцитів, посилюючи фагоцитоз і підвищуючи неспецифічну резистентність до інфекційних захворювань, підвищує активність NК-клітин [299]. Може регулюватисинтез лімфоцитами ІЛ-2, продукцію ІФН-α і -γ. Чинить непрямий вплив на процеси проліферації Т-лімфоцитів. Крім того, стимулює синтез інтерферонів і підвищує неспецифічний захист організму. Виводиться через нирки, період напіввиведення 15–30 хв. Основні клінічні ефекти спостерігаються протягом 72 годин. Клінічні дослідження показали, що застосування галавіту в комплексній терапії хворих на хронічні інфекційно-бактерійні та вірусні інфекції скорочує тривалість рецидивів і зменшує частоту їх виникнення у віддаленому періоді [300, 301]. 
До високомолекулярних хімічно чистих імуномодуляторів належить поліоксидоній — N-оксидоване похідне поліетиленпіперазину з молекулярною масою близько 100 кДа. За хімічною будовою схожий на речовини природного походження [302]. Показано, що поліоксидоній має імуномоделюючий, антиоксидантний, детоксикаційний і мембранопротекторний ефекти [303]. Поліоксидоній діє на фактори природної резистентності: клітини моноцитарно-макрофагальної системи, нейтрофіли та NK-клітини, викликаючи підвищення їх функціональної активності при початково знижених показниках [304]. Під його впливом відбувається посилення продукції ІЛ-1β, ІЛ-6, ФНП-α і ІФН-α, тобто цитокінів, продукованих переважно клітинами моноцитарно-макрофагальної системи. При початково підвищених рівнях цитокінів він або не чинить впливу, або дещо знижує продукцію цитокінів. Поліоксидоній підсилює цитотоксичність природних кілерів — NK-клітин; характеризується активацією резидентних макрофагів ретикуло-ендотеліальної системи, що веде до більш швидкої елімінації з організму чужорідних частинок; збільшує антитілоутворення до Т-залежних і Т-незалежних антигенів як тваринного, так і мікробного походження. Наслідком активації клітин моноцитарно-макрофагального ряду та природних кілерів і підвищення продукції ними відповідних цитокінів є посилення функціональної активності як клітинного, так і гуморального імунітету [304].

1.4.3.6. Клінічне застосування імуномодуляторів у птахівництві
Головною мішенню ІМ є вторинні імунодефіцити, які виявляються у вигляді часто рецидивуючих інфекційно-запальних захворювань усіх локалізацій і будь-якої етіології, що важко піддаються лікуванню. 
Основні принципи застосування ІМ: 1. Імуномодулятори призначають у комплексній терапії одночасно з антибіотиками, протигрибковими, протипротозойними або противірусними засобами. 2. Доцільним є раннє призначення імуномодуляторів — з першого дня застосування хіміотерапевтичного етіотропного засобу. 3. Імуномодулятори, що діють на фагоцитарну ланку імунітету, можна призначати хворим як із виявленими, так і з невиявленими порушеннями імунного статусу, тобто підставою для призначення препарату є клінічна картина. 
4. За наявності в даній лікувально-профілактичній установі відповідної матеріально-технічної бази застосування імуномодуляторів доцільно проводити на фоні імунологічного моніторингу. Цей моніторинг слід проводити незалежно від виявлення початкових змін в імунній системі. 5. Імуномодулятори можна застосовувати як монотерапію під час проведення імунореабілітаційних заходів, зокрема при неповному одужанні після перенесеного гострого інфекційного захворювання. 6. Наявність зниження будь-якого параметра імунітету, виявленого при імунодіагностичному дослідженні у практично здорової людини, не є підставою для призначення йому імуномодулюючої терапії. 
Такі люди повинні бути на обліку у відповідній лікувально-профілактичній установі та складати групу спостереження за імунним статусом. Отже, досягнення імунології та інших суміжних спеціальностей, розроблення нових імунотропних препаратів дозволяють лікарю ветеринарної медицини надавати реальну й довготривалу допомогу тваринам і птиці із імунодефіцитними станами та хронічними бактеріально-вірусними інфекціями [305].
1.5. Дезінфекційні засоби, які зареєстровані та застосовуються у птахівничих господарствах України
Сучасні технології птахівництва пов'язані, практично, з геометричним зростанням чисельності мікроорганізмів протягом виробничого циклу. Постійний, неконтрольований вплив мікробно-вірусно-грибкових аерозолів призводить до перевантаження неспецифічних і специфічних чинників захисту імунної системи, підвищенню патогенності банальної мікрофлори і, в підсумку до вибраковування та зниження продуктивності [306]. Становище ускладняється при проникненні в стадо збудників інфекційних хвороб. При цьому, поголів'я може бути інфіковано в лічені години, як повітряно-крапельним шляхом, так і через інфіковані поверхні, поїлки, комбікорм. У зв'язку з цим в умовах постійної інтенсифікації отримання продуктів птахівництва важко переоцінити значення дезінфекції [307]. Раціональна організація та проведення ефективних дезінфікуючих заходів відіграє важливу роль у комплексі заходів для профілактики інфекцій [308 - 330]. Дезінфекція потрібна для запобігання занесенню та розповсюдженню інфекційних мікробів і проводиться за допомогою різних хімічних препаратів і фізичних засобів. Серед хімічних дезінфекційних засобів найбільш поширені: їдкий натрій, формалін, хлорамін, карболова кислота, негашене вапно, оцтова кислота; серед фізичних - ультрафіолетові промені [331-339]. Останнім часом з'явився великий вибір безпечних дезінфектантів на основі перекісних і четвертинних амонієвих сполук, альдегідів і діальдегіду, низькомолекулярних органічних кислот, гуанідинів і поверхнево-активних речовин. Однак, в повній мірі, вони не виправдали покладених сподівань через можливе зниження активності в процесі зберігання або контакту робочих розчинів з іонами натрію та інших металів, швидкого формування резистентності мікроорганізмів, потенційної канцерогенності. У більшості випадків, сучасні малотоксичні дезінфектанти застосовуються у вигляді розчинів методом поливу або аерозолів. Якщо не торкатися таких недоліків, як: трудомісткість, різке підвищення вологості в приміщенні, можливість накопичення залишкових кількостей в м'ясі, суттєвим моментом є нетривалість дії таких обробок і необхідність їх повторення один раз на тиждень і навіть частіше. Але досягти щогодинної санації середовища пташників у присутності птиці за допомогою розчинів і аерозолів неможливо [340-391]. Оптимальним дезінфектантом в птахівництві повинен бути препарат, простий у застосуванні, нетоксичний, не канцерогенний, з широким бактерицидним спектром, що не викликає звикання мікрофлори і забезпечує постійну бактерицидну дію в присутності птиці, повинен санувати повітряне середовище, пов’язувати аміак і дезодорувати повітря, не забруднювати навколишнє середовище [392 - 400]. При організації дезінфекції в птахівничих приміщеннях необхідно враховувати те, що птиця перебуває у дуже тісному контакті з огороджувальними конструкціями, з обладнанням та інвентарем, а продукти птахівництва здатні сприймати запахи дезінфікуючих засобів. Тому дезінфекцію слід проводити з особливою обережністю і ретельністю. Крім того, при знезараженні птахівничих приміщень, обладнаних засобами механізації, автоматики, електроапаратурою, необхідно обережно ставитися до вибору дезінфекційних засобів, тому що деякі з них можуть привести до непридатності металеве обладнання та апаратуру [401 - 410]. Якщо питанням антибіотикорезистентності приділяють велику увагу як в плані наукових досліджень, так і в плані практичної ветеринарії, то питання резистентності дезінфікуючих засобів вивчена вкрай недостатньо як в теоретичному, так і практичному аспекті. У зв'язку зі здатністю мікроорганізмів формувати штами, стійкі до постійно застосовуваних дезінфекційних засобів, актуальною стає їх ротація, тобто чергування і своєчасна зміна дезінфектантів на основі різних активно діючих речовин (АДР). При підборі оптимальної схеми ротації дезінфікуючих засобів (наприклад, хлорвмісні, кісневмісні, альдегідовмісні та препарати на основі четвертинних амонієвих сполук) необхідно враховувати їх ефективність стосовно конкретних збудників, а також способи застосування в різних ситуаціях [411 - 420]. Перспективною виглядає можливість чередування дезінфікуючих засобів однієї лінійки, тому що провідні виробники вже в процесі розробки нових препаратів враховують необхідність ротації [421 - 502]. В даний час птахофабрики являють собою інтегровані підприємства, що працюють за принципом "вертикального зв'язку", а саме мають у своїй структурі власне батьківське стадо, інкубаторій, промислове стадо, цех переробки, завод з виробництва кормів. Для успішної роботи такого виробництва важливими факторами є не тільки якісна дезінфекція, але і системи забезпечення якості та контролю (ISO, НАССР). У зв'язку з цим зростають і вимоги до дезінфектантів щодо безпеки, ефективності, виду дії, що дозволяє вести постійний контроль за його параметрами. Прагнучи задовольнити вимоги птахівництва, хімічна промисловість перебуває в постійному пошуку "ідеального" дезінфектанту [503].

1.6. Неспецифічна профілактика бактеріальних хвороб птиці - основа епізоотичного благополуччя птахогосподарств 

Одним із засобів підвищення економічної ефективності птахівництва є профілактика і лікування інфекційних захворювань сільськогосподарської птиці. Із цією метою на ветеринарному ринку України представлено більше сотні антибактеріальних препаратів, які виявляють різну антимікробну активність. При виборі засобу для лікування необхідно знати тип збудника і враховувати його видову чутливість. Найчастіше бактеріальна інфекція має змішаний характер, тому залишається актуальним застосування препаратів, що мають широкий спектр антимікробної дії і поєднують різні діючі речовини. Бактерії й мікоплазми є причиною багатьох хвороб птиці: колібактеріоз, респіраторний мікоплазмоз, сальмонельоз, кампілобактеріоз, пастерельоз тощо. Названі хвороби завдають найбільших економічних втрат птахівництву (особливо промисловому) [504]. Збудники їх дуже часто знаходяться у навколишньому середовищі або в організмі самої птиці. Вони можуть викликати самостійні хвороби, а також ускладнювати перебіг вірозів і протозоозів [505 - 508]. На думку ряду дослідників, найбільшу небезпеку становлять штами патогенних і умовно-патогенних бактерій, які стали резистентними одночасно до антибіотиків різних фармакологічних груп (мультирезистентність). Це, поряд з особливостями проведення лікувально-профілактичних обробок птиці (неможливістю індивідуального застосування препаратів і необхідністю вибору з них найменш токсичних і тих, які краще переносяться організмом птиці), ускладнює боротьбу з бактеріальними інфекціями. Разом із тим, дані вчених і практиків із багатьох країн свідчать, що ефективність для більшості традиційних препаратів систематично знижується через стрімке розповсюдження резистентних штамів мікроорганізмів. Аналогічні дані наводять і вітчизняні фахівці. Для того, щоб застосування антимікробних засобів спричинило очікувані результати, необхідно знати, які бактерії циркулюють у стаді птиці, а також до яких активно діючих речовин (АДР) препаратів вони чутливі, а до яких – стійкі [509]. Тому, для забезпечення досягнення максимального терапевтичного ефекту та скорочення затрат на антибактеріальні обробки птиці, належить ввести постійний моніторинг існуючої чутливості виділених штамів мікроорганізмів до наявних протимікробних препаратів. 

1.6.1. Антибіотикопрофілактика бактеріальних хвороб птиці
Істотним етапом профілактики бактеріальних хвороб є вибір ефективних антимікробних препаратів для застосування з першого дня вирощування курчат. Контролем ефективності їх застосування є врахування динаміки, щоденна оцінка курчат та облік частоти патологоанатомічних ознак, характерних для гострого бактеріального сепсису, зокрема зміни в легенях. Застосування ефективних антибіотиків слід проводити з урахуванням встановленої чутливості культур патогенних мікроорганізмів, виділених у господарстві [510-513]. Антибіотики являють собою найчисленнішу групу лікарських засобів у ветеринарній медицині. Основою терапевтичної дії антибактеріальних препаратів є пригнічення життєдіяльності збудника в результаті зниження специфічного для мікроорганізмів метаболічного процесу. Всі антибіотики, незважаючи на відмінності в хімічній структурі і механізмі дії, об'єднують унікальні якості. По-перше, на відміну від більшості інших лікарських засобів, їх мішень-рецептор міститься не в тканинах тварин, а в клітині мікроорганізму. По-друге, активність антибіотиків не постійна, а знижується з часом, що обумовлено формуванням лікарської стійкості (резистентності). По-третє, антибіотикорезистентні мікроорганізми становлять небезпеку не тільки для виду, у якого їх виділили, але і для багатьох інших макроорганізмів, навіть віддалених в еволюційних сходах [514-515]. Антибіотики давно застосовуються в птахівництві для профілактики і лікування бактеріальних хвороб птиці. Основою їх терапевтичної дії є зв'язування, пригнічення або пригнічення більш-менш специфічного для збудника інфекційної хвороби метаболічного процесу, яким може виступати фермент або структурна молекула мікроорганізму [516 - 518]. Широке застосування антибіотиків, особливо при порушенні доз і схем, не завжди ефективне, і може завдати істотної шкоди організму за рахунок розвитку резистентності, отже, скорочення їх вибору [519]. 
Під стійкістю мається на увазі здатність збудника розмножуватися у присутності терапевтичних концентрацій препарату. Використовуючи антибіотики, для яких відзначена низька чутливість або резистентність, ми не тільки не знищуємо збудника, але можемо сприяти генералізації процесу: інші мікроорганізми, у тому числі представники нормальної мікрофлори, можуть зберегти чутливість до антибіотиків і загинути [520, 521]. Це дає можливість стійким видам і штамам, у першу чергу сапрофітної патогенної мікрофлори, зайняти звільнені екологічні ніші в організмі. Резистентність мікроорганізмів до антибіотиків може бути природною та набутою. При першій мікроорганізм не має структур, на які діє препарат, або виробляє ферменти, і ті активують його. Придбана (вторинна) стійкість виникає в результаті контакту мікроорганізму з антимікробним засобом. З'являються мутантні резистентні форми, відбувається їх направлена селекція, можлива позахромосомна передача подібних властивостей R-плазмідами і епісоми. Такий тип стійкості найбільш характерний для грамнегативних мікроорганізмів (кишкової палички, сальмонел та ін.) Існуючі дані показують прямий зв'язок між застосуванням антибіотиків у сільськогосподарських тварин і птахів і поширенням антибіотикорезистентних штамів у людей. Вони можуть викликати важковиліковні інфекції, бути причиною харчових токсикоінфекцій або передавати свої гени резистентності іншим мікроорганізмам, що викликають захворювання у людей [522 - 524]. Тому боротьба з антибіотикорезистентністю в даний час набуває глобальних масштабів. Останнім часом все частіше вчені звертають увагу на посилення контролю за застосуванням антибіотиків. Антибіотикорезистентність - неминуче біологічне явище, запобігти їй, використовуючи обмежене коло препаратів, практично неможливо. Для цього необхідна правильна і своєчасна ротація препаратів. Перш ніж застосовувати антибіотики, необхідно перевірити чутливість виділеної мікрофлори до тієї чи іншої групи препаратів, переконатися у відсутності негативного впливу на обмінні процеси та імунну систему макроорганізму [525]. Необхідно також враховувати спектр застосовуваних антибіотиків у медицині, що має виключати можливість використання їх у ветеринарії [526]. У зв'язку з цим виникає постійна потреба пошуку та вивченні нових препаратів для контролю бактеріальних хвороб птиці. 

1.6.2. Механізми стійкості мікроорганізмів до антибактеріальних засобів

Останнім часом у фармакотерапії спостерігається величезний антибіотиковий пресинг. Розробка, випробування та впровадження у ветеринарну практику нових антибіотиків вимагають великих фінансових витрат і тривалого часу, тоді як мікроби набувають резистентності (стійкості до них) менше, ніж за рік [527]. 

Разом з тим, антибіотики серед інших фармакологічних препаратів за частотою випадків побічних дій стоять попереду в більшості країн світу, зокрема в Україні. Як можуть нам зашкодити ці ліки? Розрізняють три великі групи побічних дій. Перша пов’язана з індивідуальними особливостями тварин та птиці: віковими, генетичними тощо. Друга - це пряма токсична дія, обумовлена специфікою препарату: гепатотоксичність (негативна дія на печінку), нефротоксичність (на нирки), нейтротоксичність (вплив на нервову систему), гематотоксичність (на кров), вплив на органи травлення (кандидоз, дисбактеріоз, диспепсії). Третя група побічних ефектів обумовлена змінами в самому мікроорганізмі: утворення стійких форм збудника перенапружує і пригнічує імунну систему, негативно впливає на вітамінний, електролітний баланс. Удосконалення електронної техніки дозволяє простежити, як окремі віруси або їх частки вбудовуються в ДНК клітини живого організму так міцно, що знищити їх можна лише разом із клітиною. Це небезпечно, це може спонукати швидке некероване розмноження клітин, тобто провокувати онкохвороби. Не менш шкідливе масове безконтрольне використання антибіотиків з профілактичною метою у тваринництві і птахівництві. Це спричинює розвиток нових видів мікробів та вірусів тварин і птиці, які стають небезпечними для людей. Імунологи б’ють на сполох: в умовах безконтрольного широкого застосування і розробки нових антибіотиків нас очікує бактеріальний бум. Магдалена Кавалець з Варшави називає антибіотики бомбою сповільненої дії. Все це може спровокувати ситуацію доантибіотикової ери, коли не людство знищує бактерій, а вони його, як це було під час світових пандемій інфекційних хвороб. Може, саме тому офіційна медицина та ветеринарія стала менш скептично ставитися до нетрадиційної. Все частіше використовуються імуномодулятори, пробіотики, лікарські рослини, гомеопатичні препарати [528 ]. 

1.6.3 Раціональна антибактеріальна хіміопрофілактика в птахівництві

Антибактеріальні хіміотерапевтичні препарати, до яких належать антибіотики і синтетичні протимікробні засоби, широко застосовуються у ветеринарії для профілактики і лікування захворювань, що викликаються мікроорганізмами. Природний відбір на тлі широкого застосування антибіотиків і синтетичних протимікробних засобів в гуманній та ветеринарній медицині постійно призводить до появи резистентних штамів мікроорганізмів. На боці мікробів - високий потенціал спадкової мінливості, на боці людства - сила науки і обмежені пристосувальні ресурси прокаріот, до яких належать бактерії. Прокаріоти з'явилися на Землі близько 3,5 мільярдів років тому. Тварини, як царство еукаріот, - близько 700 млн. років тому, тобто 3 мільярди років еволюція бактерій протікала за відсутності інших таксонів. Бактерії еволюціонували в умовах конкурентної боротьби. Одним з видів зброї в цій боротьбі були антибіотики - природні сполуки, що використовуються бактеріями для пригнічення або знищення собі подібних. Одночасно з появою антибіотиків у бактерії почали з'являтися і успадковуватися способи їх нейтралізації. Тобто історія появи резистентності бактерій до антибіотиків налічує мільйони, якщо не мільярди років. Оскільки всі патогенні бактерії походять від непатогенних прокаріотів, вони, безсумнівно, використовують закріплену в геномі за цей гігантський період часу інформацію, що дозволяє їм успішно протистояти впливу антибіотиків. На відміну від природних антибіотиків, їх модифіковані аналоги і синтетичні антибактеріальні засоби з'явилися, за історичними мірками, тільки сьогодні. Сальварсан, органічна сполука миш'яку, з'явився в 1912 році. Пронтозил, перший синтетичний протимікробний засіб з групи сульфаніламідів, - в 1935 році. Перший модифікований антибіотик - метицилін був випущений в 1960 році. Для нейтралізації дії синтетичних препаратів бактерії не можуть використовувати генетичний матеріал, накопичений за мільярди років еволюції, тому, теоретично, синтетичні протимікробні препарати меншою мірою, ніж антибіотики, здатні приводити до селекції стійких штамів бактерій. Цей логічний висновок підкріплюється експериментальними і спостережливими даними. Gautam Dantas, Morten OA Sommer та інші вивчили стійкість до 18 антибіотиків 75 ізолятів ґрунтових бактерій, що належать до наступних таксонів: Burkholderiales (41% ізолятів), Pseudomonadales (24%), Enterobacteriales (13%), Actinomycetales (7%), Rhizobiales (7%), і Sphingobacteriales (6%). Встановлено, що з 18 антибіотиків, які належать до 8 груп, найменша резистентність спостерігалася до фторхінолонів, левоміцетину, триметоприму, сульфаніламідів і аміноглікозидів. З 5 груп антимікробних засобів, до яких бактерії були чутливі, 3 - є синтетичними. Згідно з поширеною думкою практичних лікарів, високу чутливість і повільне утворення резистентності бактерії проявляють саме до синтетичних антибактеріальних засобів (фторхінолонів, триметоприму, сульфаніламідів, нітрофуранів, метронідазолу), а також до напівсинтетичних, хімічно модифікованих антибіотиків (пеніцилінів, цефалоспоринів, макролідів, тетрациклінів, аміноглікозидів). 
Таким чином, основний спосіб підвищення ефективності протимікробної терапії - це застосування "незнайомих" для мікроорганізмів, що не зустрічаються в природі протимікробних засобів. Резистентність мікроорганізмів до антибіотиків і синтетичних антибактеріальних засобів виникає шляхом мутацій і рекомбінації геномів. Причому самі антибактеріальні засоби є лише фактором відбору змінених клітин. Бактерії здатні отримувати генетичну інформацію, що кодує резистентність не тільки при вертикальній передачі від материнської клітини до дочірніх, але і при горизонтальній передачі за допомогою плазмід, траспозонів і вірусів, а також при кон'югації і трансформації. Потомство зміненої бактеріальної клітини, якщо ці зміни закріпилися в геномі, більше чи менше стійким до антибактеріальних засобів або до цілої групи таких засобів, якщо механізм резистентності є загальним для всієї групи препаратів. Так виникає перехресна стійкість до багатьох препаратів однієї або навіть декількох груп. Типовий приклад - перехресна резистентність до бета - лактамних антибіотиків. Резистентність до антибактеріальних засобів забезпечується наступними основними механізмами: 1. Запобігання попаданню антимікробний засіб в клітину (левоміцетин). 2. Прискорення виведення антимікробних засобів з мікробної клітини (фторхінолони). 3. Руйнування або зміна антимікробного засобу в клітині або в навколишньому середовищі (бета-лактами, аміноглікозиди). 4. Модифікація рецептора-мішені до антимікробних засобів, що робить неможливим їх з'єднання (тетрациклін, сульфаніламіди, фторхінолони). 5. Утворенн обхідного метаболічного шляху, не блокується антибактеріальним засобом (сульфаніламіди, триметоприм). Мікроорганізмам складніше виробити резистентність до протимікробних засобів, якщо вони використовують механізм модифікації рецептора-мішені, а протимікробний засіб впливає на 2 і більше рецепторів. Фторхінолони одночасно впливають на ДНК-гіразу і топоізомеразу IV бактерій. Частота мутацій у бактерій невисока. Наприклад, ймовірність виникнення у туберкульозних мікобактерій мутацій, які опосередковують стійкість, становить: 3,32 x 10-9 на одну поділку клітини для рифампіцину; 2,56 x 10-8 для ізоніазиду; 2,29 x 10-8 для стрептоміцину; 1,0 x 10-7 для етамбутолу. Імовірність виникнення одночасно двох мутацій, що призводять до зміни двох рецепторів, у цьому випадку менша 10-15, що значно менше від популяції бактерій в організмі. Так самозникаюча ймовірність виникнення в одній мікробній клітині генетичної інформації, що кодує
 резистентність одночасно до двох антибактеріальних препаратів. Однак з часом, за допомогою горизонтального перенесення генетичної інформації, резистентність все ж може з'явитися. 
З метою нейтралізації стійкості бактерій до антибактеріальних засобів, що з’явилася, використовують три основні методи: 1. Хімічна модифікація природних антимікробних засобів (наприклад, використання напівсинтетичних макролідів замість природного еритроміцину). 2. Використання інгібіторів мікробних ферментів, що руйнують антибіотики (наприклад, використання пеніцилінів разом з інгібітором бета - лактамаз - клавулановою кислотою). 3. Використання синтетичних протимікробних засобів, проти яких у бактерій немає механізмів стійкості. 
Для запобігання появі резистентності у чутливих штамів мікроорганізмів необхідно: 1. Не застосовувати антимікробні препарати без явної необхідності. 2. Антимікробні препарати застосовувати в рекомендованих дозах, витримуючи курс лікування. 3.  Чергувати антибактеріальні препарати з різних груп. 4. Комбінувати 2 або більше антибактеріальних препарати. Останнім часом практичні ветеринарні лікарі більшу увагу приділяють антимікробним засобам, що містять 2 або 3 компоненти. Це пов'язано з більшою терапевтичною ефективністю таких препаратів. Якщо препарат застосовується "в сліпу", без визначення чутливості виділених патогенних штамів до компонентів препарату, то ймовірність отримати очікуваний ефект зростає в 2-3 рази. Якщо препарат застосовується після визначення чутливості, то ветеринарний лікар закономірно очікує посилення ефекту, що може навіть служити підставою до зниження дози. Посилення ефекту, тобто синергізм, має місце не при всіх поєднаннях антимікробних препаратів. Поєднання бактерицидних антибіотиків, що діють в момент поділу мікробної клітини, з бактеріостатичними препаратами призводить до зниження ефекту. Синергізм, при якому ефект від поєднання дорівнює сумі ефектів, зустрічається при поєднанні препаратів, що належать до однієї групи антимікробних засобів, що володіють одним механізмом дії. Потенційований синергізм, при якому
 ефект від поєднання більший, ніж проста сума ефектів, зустрічається при поєднанні препаратів з різним механізмом дії. 
При поєднанні антибактеріальних засобів хіміотерапевтичної дії важливо враховувати фармакокінетичні параметри компонентів, які повинні володіти приблизно однаковим періодом напіввиведення і проникати в місця локалізації збудника. Деякі антибактеріальні хіміотерапевтичні засоби чутливі до інгибуючих факторів навколишньго середовища. Біодоступність тетрацикліну і фторхінолонів різко знижується в присутності іонів кальцію, магнію, заліза, міді, свинцю. Зміна рН середовища в бік від оптимального знижує біодоступність макролідів і фторхінолонів, руйнує пеніциліни. До фотодеградації під дією сонячного світла схильні фторхінолони. Сульфаніламіди втрачають свою активність при призначенні з новокаїном. Пеніциліни нестійкі при підвищеній температурі. Для запобігання фізичній або хімічній інактивації антибіотиків слід застосовувати їх не у вигляді чистих субстанцій, а у вигляді готових лікарських препаратів, що містять речовини, які запобігають інактивації в кормі або питній воді. Необхідно також оберігати антибіотики від іонів металів, поміщаючи в неметалічний посуд, і використовувати для приготування розчинів нежорстку воду, в ідеалі - дистильовану воду. Важливим завданням під час антибактеріальної хіміотерапії є збереження нормальної мікрофлори організму тварини. Порушення нормального мікробного біоценозу, особливо біоценозу кишечника, призводить до дисбактеріозу - стану, коли нормальна мікрофлора заміщається незвичайною, або коли звичайна мікрофлора локалізується в незвичайних для себе місцях. Типовим прикладом дисбактеріозу є заміщення нормальної мікрофлори кишечника грибками роду Candida або анаеробами роду Clostridia. Відповідно розвивається кандидоз або некротичний ентерит. Для запобігання розвитку дисбактеріозу слід застосовувати антибіотики вузького спектру дії, що в реальному житті суперечить завданню, яке вирішує лікар при нез'ясованої етіології збудника. 
У гуманній медицині давно встановлено, що найчастіше дисбактеріоз викликають такі антибіотики, як левоміцетин, тетрациклін, кліндаміцин. У ветеринарії скасування кокцидіостатичних антибіотиків - іонофорів іноді призводить до виникнення некротичного ентериту. Якщо є можливість, необхідно використовувати антибактеріальний препарат не системної, а локальної дії, наприклад, колістин, який не всмоктується в кишечнику і діє тільки в його просвіті. Місцево на шкірі і слизових оболонках слід замість антибіотиків застосовувати антисептики, до яких у мікроорганізмів резистентність майже не виробляється. Дисбактеріоз, викликаний одним антибактеріальним препаратом, нерідко доводиться лікувати із застосуванням іншого препарату, що впливає на заміщену мікрофлору. З фармакокінетичних параметрів антибактеріальних засобів для практичного лікаря мають значення такі параметри, як біодоступність, накопичення в певних органах і тканинах, період напіввиведення і шляхи виведення препарату. Біодоступність, тобто ступінь всмоктування препарату, відображає частку препарату, що надійшла в кров. Біодоступність залежить, насамперед, від хімічної природи речовини, розмірів його частинок (чим менше, тим вище біодоступність), лікарської форми, наявності допоміжних речовин, виду тварини, властивостей води або корму, а також стану кишечника (при оральному шляху введення). Вище йшлося про вплив іонів металів на біодоступність. При оральному введенні велике значення має стан кишечника. При проносах антибактеріальні засоби, що надійшли з водою або кормом можуть не встигнути всмоктатися слизовою оболонкою кишечника і не виявити свою дію. Ліпофільні, добре розчинні в жирах речовини здатні легко проникати через мембрани клітин і створювати в органах і тканинах високі концентрації, значно більші, ніж у крові. До таких препаратів належать триметоприм, фторхінолони, макроліди. Наприклад, тілмікозин, макролідний антибіотик, накопичується у птиці в тканинах легенів і повітроносних мішків у концентрації, що перевищує концентрацію в крові відповідно в 25 і в 16 разів [529, 530]. 
Гідрофільні речовини, до яких відносяться пеніциліни і цефалоспорини, гірше проникають через клітинні бар'єри і тому більш ефективні при септицемії, ніж при внутрішньоклітинних інфекціях. Амфіфільні речовини, до яких належать фторхінолони, проявляють змішані властивості. Період напіввиведення препарату, тобто час, протягом якого його концентрація падає вдвічі, необхідно враховувати при розрахунку періодичності дачі препарату. Збільшення періоду введення препарату понад рекомендований призводить до зниження терапевтичної ефективності і зростання ризику розвитку резистентності. 
Поширеною помилкою є введення добової дози препаратів, що мають період напіввиведення 6-12 годин (наприклад, енрофлоксацину), з питною водою протягом робочого дня, тобто за 8 годин. При цьому концентрація енрофлоксацину протягом 6-8 годин, які залишилися до наступного введення нижча від мінімальної інгібуючої концентрації. Шляхи виведення препарату слід враховувати з метою досягнення високої концентрації препарату в місці локалізації патогенних мікроорганізмів. Наприклад, гентаміцину сульфат практично не всмоктується в кров при оральному введенні і виводиться з калом. При оральному введенні гентаміцин ефективний проти шлунково-кишкових патогенів, а при ін'єкційному шляху введення - при захворюваннях сечовивідних шляхів, оскільки, в цьому випадку, на 90% виводиться з сечею. У разі локалізації збудника на шкірі і слизових оболонках успішна антимікробна терапія буває, як правило, тоді, коли хіміотерапевтичний засіб діє через кров "зсередини" організму, а антисептик - зовні, з боку шкіри або слизової оболонки. Односторонній вплив часто є неефективним. Складна для практичного лікаря ситуація може виникнути при локалізації збудника на поверхні важкодоступних слизових оболонок дихальних шляхів і сечостатевих органів, коли не вдається знищити збудника, застосовуючи тільки системний антимікробний препарат, а антисептик неможливо застосувати через анатомічні особливості [531]. 
Для хіміопрофілактики бактеріозів птиці світова фарміндустрія виготовляє понад тисячу препаратів. За недавніми повідомленнями, в Україні для птахівництва зареєстровано 139 протимікробних препаратів вітчизняного та закордонного виробництва [8]. Більшість їх – сформовано на основі однієї активно діючої речовини (АДР). Протимікробні препарати, які застосовуються у птахівництві поділяються на 8 хімічних груп, а саме: β-лактами, аміноглікозиди, тетрацикліни, фторхінолони, похідні тіамфеніколу, макроліди, поліміксини, плевромуліни. На основі 15 діючих антимікробних речовин для птахівництва випускається 110 різних препаратів. Найвищий відсоток препаратів, що містять діючі речовини, становлять: енрофлоксацин — 19 %, тилозин — 14,5 %, амоксициклін — 11 %, колістин — 10 %. Разом з тим, дані вчених та практиків з багатьох країн свідчать, що ефективність більшості традиційних препаратів систематично суттєво знижується через широке розповсюдження резистентних штамів мікроорганізмів. Тому, для забезпечення досягнення максимального терапевтичного ефекту та скорочення затрат на антибактеріальні обробки птиці, належить вести постійний моніторинг існуючої чутливості виділених штамів мікроорганізмів до наявних протимікробних препаратів [532].
До недавнього часу дослідників цікавило питання лише про стійкість організму до одного антибіотика, який застосовується в експерименті. Сьогодні відомо, що бактерія може проявляти стійкість до двох і більше антибіотиків. Відкриття генних касет, або інтегронів, які містять генетичну інформацію про стійкість бактерій чи їх токсичних складових до декількох різних антибіотиків, змусило дослідників переглянути свої знання про ступінь стійкості бактерій до антибіотиків. Бактерії з підвищеною стійкістю до антибіотиків були виявлені на об’єктах, де застосовуються антибактеріальні речовини: в лікарнях, медичних лабораторіях, обладнаннях для обробки питної води. Також стійкі до антибіотиків бактерії були виявлені також в природних умовах: у водоймах, ґрунті, кормах. Гени стійкості властиві не лише бактеріям, які викликають захворювання (сальмонели, пастерели, кампілобактерії та актинобактерії), але й коменсальним збудникам. Ступінь стійкості бактерій до антибіотиків змінюється залежно від навколишнього середовища [533].
 Є дані, що гени, які відповідають за стійкість до антибіотиків, утворюються в бактеріях, у яких продукуються ці антибіотики з метою запобігання процесів самознищення, існує зв'язок між застосуванням антибіотиків і стійкості організму до них. Лікування одним препаратом звичайно веде до стійкості проти нього,
 однак перехресна стійкість до інших антибіотиків, які у
 морфофункціональному відношенні не подібні на застосований раніше, також може проявитися [534]. Так, несподівано, при застосуванні пеніциліну золотистий стафілокок почав виробляти пеніциліназу. Коли замість пеніциліну застосували метицилін, то стафілокок досить швидко став стійким і проти нього. Подібна схема встановлена і при застосуванні ванкоміцину. Проте, можна припускати, що стійкі до антибіотиків гени бактерій не змінюються, якщо збудник не піддається дії антибіотиків. Особливої уваги заслуговують зооантропонози - інфекційні хвороби, які передаються людині від тварин. У розвинених країнах зооноз зустрічається часто та вважається харчовою інфекцією, яка провокується видами родини Salmonella. У розвинених країнах зооноз зустрічається часто та вважається харчовою інфекцією, яка провокується видами Salmonella, Campylobacter, Listeria та ін. 
Шлунково - кишковий тракт тварин є первинним резервуаром збудників зоонозів. Багато кишкових інфекцій є результатом фекального забруднення під час забою або обробки забитої туші [535]. Ріст стійкості зоонотичних бактерій до антибіотиків часто приводить до розвитку захворювань людини внаслідок можливого розвитку антибактеріальної стійкості в останніх. Потенціальна важливість цього моменту для здоров'я людини була показана спалахами кінолоно-стійкого збудника сальмонельозу S. typhimurium ДТ104 і флюорокінолоно-стійкого С. jejuni, коли не вдалося вилікувати пацієнтів. Інший спалах відбувся внаслідок стійкої до тетрацикліну сальмонели, коли було зареєстровано 18 випадків захворювань сальмонельозом в стадах корів на Заході США, які одержували тетрациклін разом з кормом. Шлунково- кишковий тракт – найбільш сприятливе середовище для обміну генетичною інформацією. Окремі ізоляти сальмонел і ешерихій, стійкі до апраміцину, зайвий раз доводили, що можуть передаватися від тварин до людини, якщо даний антибіотик не застосовується для лікування людини [536]. 
В окремих країнах Европи стійкі до флюорокінолону штами С. jejuni були ізольовані в організмі людини після застосування енрофлоксацину для птиці. Подібна ситуація спостерігалася з організмом, стійким до стрептоміцину Е. coli, коли цей антибіотик застосовували як стимулятор росту для свиней, але не використовували в медицині. Стійкість до стрептоміцину виявлялася не лише у свиней, але й у робітників ферми, їх родичів і людей найближчих поселень. Епідемія стійких сальмонел в окремих регіонах США перекинулася на телят молочних ферм. 18 людей захворіли на Заході США, коли серед стада корів у Південній Дакоті були ізольовані стійкі до багатьох препаратів штами сальмонел. Окремі спалахи S.  typhimurium в Арізоні та в Канаді були викликані стійкою до багатьох антибіотиків бактерій, які знаходились у сирому молоці. У Каліфорнії 45 пацієнтів було заражено сальмонелами після споживання яловичини з окремих молочних ферм. 
Потенційним джерелом зараження телят ветеринарні спеціалісти вважають насичені різними медикаментами замінники молока. Автори помітили, що телята більш стійкі до антибіотиків, ніж доросла худоба, тому що молодим тваринам частіше дають препарати для попередження бактеріальних інфекцій. Крім цього було вивчено, як стійкість до антибіотиків передається від корів телятам. Стійкі проти антибіотиків мікроорганізми були виявлені у телят, яким згодовували молоко корів, хворих на мастит [537]. В організмі телят була виявлена бактерія, стійка до стрептоміцину. У телят, яким згодовували замінники молока без антибіотиків, вірусів, стійких до антибіотиків, не виявили. В інших дослідах показано, що такі мікроорганізми у телят всеж таки присутні. Так, у дослідах було ізольовано Е. coli, стійку до сульфонаміду (сполука триметопріму та сульфаметоксазолу), із фекалій телят, з ознаками гострої діареї. Усі ізоляти виявилися стійкими до тетрацикліну, більшість до неоміцину та пеніциліну. При наявності ризику розвитку стійкості до антибіотиків у тварин, яким дають протимікробні засоби, важливо враховувати й інші шляхи розвитку цієї стійкості. Так, наприклад, фекальні відходи тваринного походження, що застосовуються як добрива, перетворюються у компости і зберігаються в гуртах (копицях). Бактерії, стійкі до антибіотиків, потрапляють таким чином від тварин у підземні води, джерела, тощо і можуть повертатися знову до тварин [538]. 
Розвиток стійкості до декількох різних антибіотиків є результатом горизонтальної або латеральної передачі генів. Цей процес, при якому ДНК може переходити від одної бактерії до іншої. На сьогодні визначено три механізми горизонтальної передачі генів: власне передача, трансформація і кон’югація. Процес передачі включає обмін ДНК між спорідненими бактеріями (наприклад, між двома різними псевдо монадами). Трансформація полягає в тому, що вільна ДНК переходить у клітину із навколищнього середовища. Цей процес залежить від близькості кореляції бактерії і вільної ДНК, від можливості клітини прийняти звільнену ДНК і з'єднати її з інформацією своєї власної ДНК. Третій, очевидно, найбільш важливий механізм горизонтальної передачі генів – кон’югація. Це процес, під час якого бактерія Gram  (- ) обмінюється ДНК. Кон’югація вимагає близького контакту клітин для передачі рушійних елементів із донорської клітини до приймаючої клітини. Кон’югація між бактеріями Gram (-) і Gram (+) була описана на прикладі інтергенетичної із Е. coli в тип Streptomices [539]. Рушійні елементи – це плазміди та кон'югативні Тn- елементи, які є вирішальними кон'югативними елементами. 
Плазміди – це елементи з додатковими хромосомами в ДНК, які копіюються незалежно від хромосоми бактеріальної клітини. Плазміди звичайно невеликі за розміром, округлі, двониткові молекули, які виявляються у багатьох видах бактерій. Гени плазмідів не вважаються необхідними, проте вони створюють бактеріям певні вигідні умови. Розмір плазмід коливається від 1 Кв до 2000 Кв. Плазміди стійкості, або "R – плазміди", формують код для ферментів, які інактивують антибіотики, попереджають поглинання антибіотиком і виштовхують даний антибіотик [540]. Стійкі до антибіотиків ниткоподібні плазміди присутні практично у всіх бактеріях і широко розповсюджені в природі. У бактерій G (-) ця стійкість виявляється переважно до антибіотиків. Кон’югація переміщення плазмідів однакова у ентеробактерій, Pseudomonas та інших анаеробних бактерій [541]. Бактерії Gram (-), які часто викликають інфекції, завжди стійкі до більшості антибіотиків, що і ускладнює боротьбу з подібними інфекціями. Такі бактерії стійкі до багатьох антибіотиків нового покоління, в результаті кількість випадків летального наслідку пацієнтів зростає. Недавно новий клас рушійних генетичних елементів, які викликаються інтегронами було виявлено у багатьох бактеріях Gram  (- ). Ці інтегрони являють собою горизонтально переданих генів, зв’язаних з транспозонами чи кон’югативними плазмідами, які прискорюють розповсюдження навіть при наявності антибіотика. За даними вчених, більшість відомих сьогодні плазмідів дуже подібні з тими, які були відкриті ще до початку ери антибіотиків, хіба ці плазміди не мали стійких до антибіотиків генів. Першою плазмідою у кишковій паличці – F- плазміда (фактора фертильності) була виявлена в роботі. F-плазміда є одинокою плазмідою в ентеробактеріях, яка проліферує у кишечнику тварин. Ця екосистема представляє стабільні умови та дозволяє F-плазміді розвивати апарат переміщення генів з більшою складністю, тоді як "хаотичні" плазміди типу Inc NPW i Q у більш нестабільних умовах можуть розвинути простіший, менш специфічний і менш ефективний, але більш рухливий кон'югативний апарат [542].

1.6.4. Синергія та антагонізм ветеринарних препаратів

Взаємодія препаратів, які приводять до підвищення ефекту, має назву синергізм. Явище, коли один препарат зменшує ефект іншого, називається антагонізмом. І синергізм, і антагонізм можуть виникати в організмі птиці в різні фази їх дії. Приклади синергізму: нітрофурани + макроліди; сульфонаміди + макроліди; сульфонаміди + триметоприм; тетрациклін + тілозин; линкоміцин + спектоміцин, в - лактами + колистин; ампроліум + дивирдин; ампроліум + етопабат, сульфонаміди + триметоприм + еритроміцин. Приклади антагонізму: квинолес + нітрофурани, триметоприм + квинолес + сульфонаміди, аміноглікозиди + тетрацикліни, нітрофурани + канаміцин, нітрофурани + бромгексин, нітрофурани + ампроліум, нітрофурани + стрептоміцин, нітрофурани + в - лактони, нітрофурани + кальцій, нітрофурани + хлорамфенікол, нітрофурани + еритроміцин, нітрофурани + тілозин, сульфамідна група + тілозин, еритроміцин, канаміцин, сульфамідна група + діуретики, макроліди + спіраміцин + тілозин, тетрациклін + в-лактами. 
Крім того, лікарські препарати можна розділити на дві групи: які впливають на бактерії прямою або непрямою дією. Антибактеріальні засоби можуть мати широкий спектр дії ( проти всіх мікроорганізмів) та вузький. За типом антибактеріальної активності вони поділяються на бактеріостатичні ( сульфамідні, тетрацикліни, макроліди, спектиноміцини та ін.) та бактерицидні ( пеніцилін, аміноглікозиди, цефолоспорини, триметоприм + сульфаміди ). Важливо знати, які препарати можна комбінувати. Вірний підбір програм ветеринарних обробок може забезпечити ефективне використання засобів та успіх ветеринарних заходів [533].
1.7. Заключення по огляду літератури та формулювання основних завдань
Таким чином, незважаючи на позитивні тенденції ринку м’яса птиці та яєць, існують стримуючі фактори його розвитку, а саме бактеріальні інфекції їх рівень перевищує 60%. Загальноприйнятим методом профілактики бактеріальних хвороб птиці було застосування антимікробних препаратів. Основою терапевтичної дії цих препаратів є пригнічення життєдіяльності збудника інфекційної хвороби в результаті пригнічення більш-менш специфічного для бактерій метаболічного процесу. Це відбувається в результаті зв'язування антибіотика з мішенню, якою може виступати або фермент, або структурна молекула мікроорганізму. Однак слід пам'ятати, що використання антимікробних препаратів з профілактичною метою тягне за собою цілий ряд негативних наслідків - імуносупресію, дисбактеріоз, алергічні реакції та розвиток антибіотикорезистентності. 
Проблема зростаючої резистентності мікроорганізмів до антибактеріальної терапії є актуальною. Тому сьогодні загальновизнаною є ідея, про підвищення ефективності антибіотикотерапії за рахунок впровадження у ветеринарну практику нових антимікробних препаратів, які раніше не використовувалися. Тому пошук нових антибіотиків і модифікація відомих з метою їх удосконалення залишається одним із головних напрямів сучасної ветеринарної медицини. 
Актуальною є розробка схем ротації антибактеріальних препаратів, які залежать від ветеринарно-санітарних умов утримання птиці, що може бути тільки при використанні надійних ротаційних програм застосування дезінфектантів. Надзвичайно важливим є імунний стан організму птиці і тому своєчасне використання імуномодуляторів і антистресів є запорукою ветеринарного благополуччя птахопоголів′я. 
Тому координовані ротаційні схеми використання антибактеріальних препаратів, дезінфектантів і імуномонуляторів дозволить надійно профілактувати бактеріальні хвороби птиці та отримати безпечну і якісну продукцію птахівництва.
РОЗДІЛ 2

ВИБІР НАПРЯМКІВ ДОСЛІДЖЕНЬ, МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ВИКОНАННЯ РОБОТИ

2.1. Матеріали досліджень

Дисертаційна робота виконана відповідно до програми науково-дослідної роботи Сумського національного аграрного університету (№ ДР 0108U010978) "Вивчити розповсюдження потенційно небезпечних для людини інфекційних хвороб тварин у Північно-Східній Україні та розробити вдосконалені методи їх діагностики, профілактики та лікування" (2008 – 2013 рр.) та (№ ДР 0109U008171) "Оцінка ефективності застосування сучасних антисептиків та дезінфектантів для отримання екологічно-чистої та якісної продукції тваринного походження" (2009 – 2014 рр.). 

Робота здійснювалась за період з 2008 по 2014 рік на кафедрі ветсанекспертизи, мікробіології, зоогігієни та безпеки і якості продуктів тваринництва, кафедрі терапії, фармакології та клінічної діагностики та кафедрі епізоотології та паразитології Сумського НАУ, лабораторії профілактики хвороб птиці Інституту тваринництва НААН України, на кафедрі фармакології Запорізького медичного університету, у регіональній державній лабораторії ветеринарної медицини Сумської області, НВФ "Бровафарма" Київської області та у 37 птахівничих господарствах 15 областей і АР Крим. У північно-східному регіоні дослідження проводили у птахогосподарствах Сумської області, а саме: Авіс-Україна, ТОВ; Еко - Центр НВП; ТзОВ, Колос – Агро Трейд; ТОВ, Суми птиця, ПСП та Добробут, МК,ТОВ; Прилуцька птахофабрика, СТОВ Чернігівської області. У східному регіоні – Кросс, ПАТ; птахофабрика "Зоря" (ПАТ "Авангард"); Курганський бройлер, ТзОВ; Охоче, СПАТ – Харківська область, Волноваська птахофабрика, ТОВ; Донецька птахофабрика, СТОВ (ПАТ "Авангард"); Шахтарська Нова, птахофабрика; ДП (ПАТ "Миронівський хлібопродукт") - Донецької області; Авіс, СТОВ – Луганська область. У південному регіоні – Дружба Народів Нова; ПрАТ (ПАТ "Миронівський хлібопродукт"; ім. Фрунзе, ДП УДППЗ НУБІП; Партизан, ПАТ; Нижньогірський інкубатор, СТОВ АР Крим; Гримат-Групп, ТОВ, Агро-Капітал; ТзОВ, Шевченківське, СПП, ТзОВ – Херсонська область; Ареал – Снігурівка, ТОВ (ПАТ "Авангард"), Авангард, АФ, ПП – Миколаївська область, Авангард, АФ, ПП, Отрадівська птахофабрика, ВАТ – Одеська область; Запорізький племптахопродукт, ТзОВ, Зарічна птахофабрика, ТОВ (ТОВ "Інтер – Запоріжжя") – Запорізька область. У західному регіоні – "Пан Курчак", Агропромислова група, ТзОВ – Волинська область, Авангард, ПАТ (ПАТ "Авангард") – Івано-франківська область; Ражнівська птахофабрика, ПАТ – Львівська область. У центральному регіоні дослідження проводили: Авіс – 2000, ТОВ, Союз-Дан, ТОВ - Дніпропетровська область, Агромарс Комплекс, ТзОВ (виробництво), Кожухівське, ПАТ, племптахорадгосп "Броварський", ПАТ, птахофабрика Київська, ПАТ (група компаній "Ландгут") – Київська область; Пирятинська птахофабрика, ТОВ, Батьківщина, СВК  – Полтавська область. За технологічним спрямуванням господарства мали різноманітні спеціалізації, а саме: племінні господарства; птахофабрики яєчного напрямку та бройлерні підприємства, підприємства з вирощування індиків, качок та гусей. 

Об’єкти дослідження – антибактеріальні препарати - "ТімТіл 250", "Бровасептол-концентрат", "Цефтіокур", "ВетОкс–1000", дезінфекційні засоби - "Бі- дезтм", імуномодулятор "Авесстимтм", антистрес "Фід-Фуд Меджик Антистрес Мікс", та "Мікростимулін".
Предмет дослідження – фармакологічні та токсикологічні властивості лікарських засобів, дезінфектантів та імуномодуляторів, епізоотичні дані, ізоляти патогенної та умовно-патогенної мікрофлори, схеми ротації хіміотерапевтичних засобів.
Для вирішення поставлених завдань та глибшого розкриття теми роботи нами розроблено загальну схему постановки експериментів (рис. 2.1.) 
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Рис. 2.1. Загальна схема постановки експериментів
Ретроспективний аналіз ізоляції умовно-патогенної мікрофлори в різних зонах України проводили за період 2008-2013 рр. При цьому враховували географічне розташування птахівничих господарств, технологічний напрямок, видову належність ізольованих культур. Проведено формування груп даних за вищевказаними показниками, складання таблиць, графіків, обробка одержаних даних. У лабораторних дослідах використали 1205 курчат, 870 білих мишей, 1400 курячих ембріонів, 50 білих щурів, 10 кролів. У виробничих умовах з допомогою бактеріологічного методу досліджено 223 проби повітря вивідних шаф інкубаторію, 291 проба повітря пташників, обстежено 325 трупів курчат, каченят, гусенят та індичат різного віку, 91 труп дорослої птиці та 217 проби питної води. Було виділено та ідентифіковано 445 культур мікроорганізмів. 

2.1.1. Методика першого напрямку досліджень. Експериментальні дослідження проводили в умовах лабораторії "Ветеринарна фармація" Сумського НАУ та лабораторії НВФ "Бровафарма". Фармако-токсикологічні дослідження нових препаратів проводили відповідно до положень, викладених у посібнику "Доклінічні дослідження ветеринарних лікарських засобів" (2006) [655]. Токсикологічний контроль антимікробних препаратів проводили згідно за схемою: на рис. 2.2. 














Рис. 2.2. Схема токсикологічних досліджень препаратів
В експериментах були використані кролі (n = 65), мурчаки (n = 90), білі щури (n = 326) та 1322 білих мишей (n = 1322).
Для створення нового комплексного антибіотику "ТімТіл 250" ми використали субстанції тіамуліну гідроген фумарат та тілозину тартат. Була проведена серія дослідів щодо визначення оптимального співвідношення в новому препараті тіамуліну гідроген фумарат та тілозину тартат. З метою стандартизації і контролю якості препарату, а також вивчення його стабільності при зберіганні, використовували методи оцінки лікарського засобу, які висуваються до лікарських форм, що включали визначення зовнішнього вигляду, прозорості та забарвлення розчину, щільності, автентичності та змісту діючих речовин.

Вивчення стабільності комплексного препарату проводили з трьома експериментальними серіями, що перебували при температурі 25 ± 10С.
Дослідження зразків проводили кожні 3 місяці протягом 1 року за наступними показниками: зовнішній вигляд, прозорість, забарвлення, щільність, справжність і зміст масової частки складових препарату.
Ідентифікацію тілозіну та тіамуліну в комплексному препараті визначали методом тонкошарової хроматографії. Як розчинник використовували хлороформ-етанол у співвідношенні 5: 1. У цих умовах відбував чіткий розподіл препаратів. Пляма, отримана при хроматографії на пластині Сілуфол-УФ-254 досліджуваного зразка тілозіну, відповідала плямі стандартом тілозіну за величиною і висоті проходження (Rf ~ 0,55). При ідентифікації тіамуліну встановлено, що виявлені в парах йоду пляма досліджуваного зразка тіамуліну була ідентична плямі стандарту тіамуліну за величиною і висотою проходження (Rf ~ 0,045) [556]. 

Розроблений кількісний спектрофотометричний метод визначення тілозіну базується на вимірюванні оптичної щільності досліджуваного розчину на встановленому максимумі довжини хвилі (355 нм) порівняно з розчином стандартного зразка тілозину. Запропоновані мікробіологічні методи визначення тілозину та тіамуліну показали значну подібність результатів і відтворюваність методів (з помилкою, що не перевищує 5%). Результати визначення тілозину фізико-хімічним методом вірогідно не відрізнялися (Р> 0,05) від результатів, отриманих мікробіологічним методом, що підтверджує можливість використання цих двох методів для контролю якості лікарського засобу. 

Оптимальне співвідношення складових препарату визначали шляхом вивчення чутливості мікрофлори, ізольованої від птиці, до різних комбінацій тіамуліну гідроген фумарат та тілозину тартат. В дослідженнях були використані культури S. fecalis, S. enteritidis, S. pullorum-gallinarum, E. сoli, C.  jejuni, C. fetus, Y.  enterocolitica, K. pneumoniae, P. vulgaris, P. mirabilis, P.  aeruginosa, C. diversus, E.  agglomerаns, C. perfringens, A. fumigatus, що були ізольовані від птиці, яку не лікували. Чутливість ізольованих культур мікроорганізмів до препаратів тіамулін гідроген фумарат і тілозин тартат визначали методом дифузії в агар з використанням паперових дисків, просочених 15%- ними розчинами та у різних співвідношеннях один до одного. На поверхню підсушеного поживного середовища в чашці Петрі наносили 1 мл 18-20 годинної досліджуваної культури, рівномірно розподіляючи шляхом похитування чашки і видаляли надлишок піпеткою. Диски, просочені 15%-ними розчинами тіамуліну гідроген фумарат та тілозину тартат та їх сумішшю у різному співвідношенні, накладали пінцетом на однаковій відстані один від одного. Чашки ставили в термостат при температурі 370С та інкубували протягом 20 годин. Ступінь антимікробної чутливості мікроорганізмів встановлювали за діаметрами зон затримки їх росту навколо дисків. Діаметр зони затримки росту вимірювали штангенциркулем з точністю до 1 мм, включаючи діаметр самого диску. За діаметром зон інгібіції мікроорганізми поділяли на чутливі, помірно резистентні та резистентні. 
Чутливість досліджуваних культур мікроорганізмів до препаратів тіамулін гідроген фумарат і тілозин тартат визначали за рівнем його мінімальної пригнічуючої концентрації (МПК). мінімальні пригнічуючі концентрації визначали методом серійних розведень в рідкому поживному середовищі − м’ясопептонному бульйоні (МПБ). Для інокуляції використовували стандартну мікробну суспензію, еквівалентну 0,5 за стандартом Мак Фарланда, розведену в рідкому поживному середовищі до концентрації 106 КУО/см3. По 0,5 см3 інокуляту вносили в кожну пробірку, яка містила 0,5 см3 відповідного розведення препаратів тіамулін гідроген фумарат і тілозин тартат та їх суміші у різних співвідношеннях та в одну пробірку поживного середовища без антибіотику (контроль активності росту дослідженої культури). Необхідна кінцева концентрація мікроорганізму в кожній пробірці – 2,5 х 105 КУО/см3. Бульйонні середовища у розведенні до необхідної концентрації препаратами тіамулін гідроген фумарат і тілозин тартат та їх сумішшю у різних співвідношеннях засівали інокулятом, що містив досліджувані культури мікроорганізмів. За мінімальну інгібуючу концентрацію (МІК) досліджуваних препаратів та їх суміші у різному співвідношенні щодо до досліджуваних штамів бактерій брали концентрацію, яка викликала повну інгібіцію (прозорий бульйон) видимого росту, що визначало ступінь їх чутливості до антибіотиків у певному співвідношенні та розведенні. Для визначення ступеня бактерицидної дії антибіотиків та їх суміші у різному співвідношенні із останніх прозорих пробірок проводили посів на агарове середовище. За мінімальну бактерицидну концентрацію (МБК) приймали найменшу концентрацію антибіотика в пробірці, посів із якої після інкубації не давав росту на агарі.
Гостру токсичність комплексного антибактеріального препарату "ТімТіл  250" вивчали на клінічно здорових безпородних білих мишах обох статей масою 18-20 г і на курчатах-бройлерах масою 600-650 г. Мишам препарат вводиться в шлунок до годування одноразово в дозах від 5000 до 25000 мг / кг за допомогою металевого зонду. Кожну дозу препарату випробували на 8-9 тваринах. Курчатам препарат вводили в дозах від 5350 до 6750 мг / кг в ранкові години безпосередньо в зоб через зонд. Спостереження за клінічним станом піддослідних тварин проводили протягом 14 діб. Ступінь токсичності препарату оцінювалась на підставі клінічних ознак інтоксикації, кількості загиблих тварини, результатів патологоанатомічного розтину. 

Параметри гострої токсичності визначалися методом пробіт-аналізу з встановленням величин ЛД0, ЛД16, ЛД50, ЛД84, ЛД100 за методом Літчфілда-Уилкоксона в модифікації Е. Рота. Клас небезпеки визначали згідно ГОСТ 12.1.007-76 "Шкідливі речовини, класифікація, вимоги безпеки". Субхронічну токсичність комплексного антибактеріального препарату "ТімТіл 250" вивчали на клінічно здорових безпородних білих мишах обох статей масою 18-20 г і на курчатах-бройлерах масою 600-650 г. Піддослідні миші за принципом аналогів розділяють на 4 групи по 30 голів у кожній, курчата - на 4 групи по 10 голів у кожній. Препарат розводили дистильованою водою і вводили білим мишам пероральне щоденно протягом 20 діб у наступних дозах: 1група - 1/5 ЛД50 (286,8 мг/кг); 2 група - 1/10 ЛД50 (148,4 мг/кг); 3група-1/20ЛД50(74,2 мг/кг); 4 група (контрольна) - 0,25 см3 дистильованої води. Спостереження за клінічним станом білих мишей велося протягом 31 діб. Масу кожної тварини визначали шляхом зважування до застосування препарату і на 7, 14, 21 і 31 добу досліду. 

Для виявлення можливої токсичної дії препарату на організм тварин на 21 та 31 добу від початку введення препарату на 10 мишах кожної групи вивчали антитоксичну функцію печінки за допомогою гексеналової проби і на інших 10 мишах кожної групи ставили пробу з плавання. Курчатам-бройлерам комплексний антибактеріальний препарат випаювали з водою протягом 20 діб в дозах: 1 група – 4 см3 / дм3 води - 56 мг / кг (чотирикратна терапевтична доза); 2 група - 2 см3 / дм3  води - 28 мг / кг (дворазова терапевтична доза); 3 група - 1 см3 / дм3 води - 14 мг / кг (терапевтична доза); 4 група (контрольна) - вода, яка не містить лікарських засобів. Спостереження за клінічним станом птиці велося протягом 31 діб. Зважування та визначення живої маси курчат проводилося до притрансформаційних змін препарату і на 10, 20 і 30 добу досліду. На 21 добу досліду досліджували морфологічні та біохімічні показники крові. Фармакокінетику комплексного препарату "ТімТіл 250" після одноразового перорального застосування вивчали на 45 курчатах бройлерах 20-денного віку масою 540-660 г. Препарат, розведений водою, вводили птиці через зонд в зоб у терапевтичній дозі (14 мг суми діючих речовин на 1 кг маси). Через 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18; 21; 24 години після введення препарату птицю забивали і відбирали проби крові, печінки, легені, нирки, скелетні і серцеві м'язи. 

Вивчення фармакокінетики препарату в організмі птиці при постійному надходженні препарату з водою проводили в дослідах на 15 курчатах масою 540-660  г на підставі результатів визначення вмісту антибіотиків у сироватці крові птиці. Визначення термінів виведення залишкових кількостей препарату з організму птиці після курсового застосування комплексного антибактеріального препарату "ТімТіл 250" проводили на 20 курчатах масою 600-700 г. Птиця протягом 5 діб отримувала тільки питну воду з препаратом у концентрації 1 мл / л води, або 14 мг / кг маси птиці (за сумою діючих речовин). На 2, 3, 4, 5 і 6 добу після закінчення застосування препарату проводили забій курчат і відбирали зразки крові, скелетних та серцевих м’язів, печінки, нирок, легенів, м'язового шлунка, шкіри та жиру. Зі зразків органів готували гомогенат, центрифугували і визначали вміст антибактеріальних препаратів у надосадовій рідині. 
Дослідження та моніторинг стану активнодіючих інгредієнтів у експериментальному препараті "ТімТіл 250" на предмет їх фармацевтичної сумісності проведено в лабораторії диференційної діагностики ІЕ НААН України. Досліди проводили на мас-спектрометрi бiохiмiчному МСБХ-01 з iонiзацiєю зразка уламками ділення ядер 252Cf (АТ "SELMI", м. Суми, Україна). При пробопідготовці використовували спеціальний пристрій УНП-2 (АТ "SELMI", м. Суми, Україна).
Визначення вмісту складових у комплексному препараті "ТімТіл 250" проводили мікробіологічними методом дифузії в агар з використанням тест-культур Bacillus subtilis var. L2 – для одного складового і Micrococcus luteus АТСС 9341 - для другого складового. 

Терапевтичну ефективність препарату "ТімТіл 250" вивчали в умовах виробництва у неблагополучному за бактеріальними хворобами господарстві. Діагноз захворювання встановлювали на підставі епізоотичної ситуації, клінічних ознак хвороби, патологоанатомічних змін і підтверджували результатами бактеріологічних досліджень регіональної державної лабораторії ветеринарної медицини. 
Випробування комплексного антибактеріального препарату "ТімТіл 250" проводили  порівняно з найбільш ефективними в даний час препаратом аналогічного призначення. Оцінка терапевтичної ефективності препаратів проводилася за наступними показниками: збереження курчат, тривалість курсу лікування, кратність застосування лікарського засобу, середньодобовий приріст маси птиці. 

Для стандартизації і контролю якості комплексного антибактеріального препарату "ТімТіл 250", визначення терміну його придатності ми використовували методи дослідження лікарського засобу з урахуванням вимог, що висовуються до лікарських форм. Для оцінки та апробації розроблених методів контролю нами були виготовлено три експериментальні серії препарату. Комплексний антибактеріальний препарат за зовнішнім виглядом являє собою прозорий, жовтуватого кольору розчин. 
Виробничі випробування препарату "ТімТіл 250" проводили в умовах ТОВ "Авіс-Україна" Сумського району Сумської області та в господарстві "Путивльський партизан" Путивльського району Сумської області. Для проведення досліду було сформовано за принципом аналогів дві групи птиці по 50 тис. голів у кожній. Препарат застосовували із розрахунку 0,5 см3 на 1 літр води у перші п’ять днів життя. У контрольному пташнику використовували енрофлоксацин.
Досліди з визначення гострої токсичності препарату "Бровасептол-концентрат" при внутрішньошлунковому введенні проводили у дві серії. В першій серії досліду було використано чотири групи білих мишей, яких підбирали за принципом аналогів (4 дослідних і 1 контрольна) по 10 голів у кожній. Препарат вводили зранку натще, внутрішньошлунково, одноразово за допомогою шприца, з’єднаного з зондом (рис.2.3), у дозах 0,1; 0,3; 0,5 та 0,7 см3 препарату на одну тварину (це на 1 кг маси тіла відповідно становило (мл препарату / мг діючої речовини): 5/3600; 7,5/5400; 10,0/7200; 12,5/9000; 15/10800).
Контрольним тваринам вводили фізіологічний розчин по 0,7 см3 на тварину. З метою більш точного визначення середньосмертельних доз експериментального препарату "Бровасептол концентрату" була проведена друга серія дослідів із міждозовим інтервалом 0,5 см3/кг маси тварини. В цій серії досліду використано 11 груп білих мишей (10 дослідних і 1 контрольна) по 10 голів у кожній. Тварин у групи підбирали за принципом аналогів.
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Рис.2.3. Внутрішньошлункове введення препарату
Визначення параметрів хронічної токсичності нового препарату "Бровасептол концентрат" проводили на білих мишах. Для досліду за принципом парних аналогів підібрали 80 білих мишей 8-9 - тижневого віку, масою 18-20 г, яких поділили на чотири групи по 20 тварин у кожній (три дослідні і одну контрольну). Мишам I, II та III груп препарат вводили під шкіру в наступних дозах: 0,1 мл/кг (терапевтична), 0,47мл/кг (1/50 DL50) та 0,95 мл/кг (1/10 DL50). Дозу DL50 було визначено під час проведення дослідження гострої токсичності препарату "Бровасептол концентрат" на білих мишах при підшкірному введенні. IV група тварин була контрольною, їм у період експерименту щоденно вводили 0,9% розчин натрію хлорид в дозі 0,1 мл/кг. Препарат "Бровасептол-концентрат" у вищезгаданих дозах вводили щоденно впродовж 14-ти діб, зранку в один і той самий час.
За дослідними тваринами проводили щоденне клінічне спостереження впродовж 30 діб, визначаючи клінічний стан, наявність апетиту, стан волосяного покриву та слизових оболонок, поведінкові реакції, рухову активність, нірковий рефлекс, динаміку маси тіла, антитоксичну функцію печінки та ступінь оборотності спричинених препаратом ушкоджень. Проводили тест "відкрите поле", під час якого мишей висаджували в центральний квадрат прямокутного поля 140 х70 см, розділеного на квадрати 10 х 10 см, де у центрі певної їх кількості у довільному порядку в підлозі зроблені отвори ("норки"), та фіксували латентний період виходу з нього, при цьому критерієм переходу тварини до іншого квадрата вважали переміщення через лінію, що розділяє квадрати, обох тазових кінцівок. Під час висаджування, перед фіксуванням показників, тварин накривали темним ковпаком для заспокоєння на 1 хв., враховували також кількість квадратів, куди зайшла тварина (горизонтальна рухова активність), кількість піднімань на тазові кінцівки ("вертикальна стійка"), кількість "норок", які обнюхала тварина і в які заглянула, кількість умивань (актів ґрумінгу), уринацій і дефекацій (кількість болюсів). Всі тести проводили в трьох повторах. Отримані дані порівнювали з контрольними показниками. Показники динаміки маси тіла визначали шляхом порівняльної оцінки результатів зважування мишей перед початком та в кінці досліду. Для визначення впливу досліджуваних доз препарату на організм дослідних тварин, на наступну добу після останнього введення препарату, відбирали по 10 мишей з кожної групи, яких декапітували (під дією легкого ефірного наркозу), відбирали від них зразки крові для морфологічних та біохімічних досліджень. 

Біохімічні дослідження крові проводили на аналізаторі "COBAS-E-MIRA". Після розтину відбирали внутрішні органи, зважували та вираховували вагові коефіцієнти їх маси порівняно з тваринами контрольної групи. Від п’яти тварин кожної групи відбирали внутрішні органи для гістологічних досліджень. Матеріал фіксували в 10% водному розчині формаліну, ущільнювали шляхом заливання в парафін. Виготовлені гістологічні зрізи фарбували гематоксиліном та еозином [557].

Бактерицидні концентрації препарату "ВетОкс-1000" вивчали за методом серійних розведень. Як тест-культури використовували E. coli (серовар О2, штам № 1257), отриману з ВДНКІВП (м. Москва), а також культури мікроорганізмів, ізольовані із патматеріалу від птиці: S. aureus, S. fecalis, E. faecalis, E. coli, S. pullorum, S. enteritidis, P. vulgaris, P. mirabilis, P.  aeruginosa, K. pneumoniae, C. perfringens, A.  fumigates. 
Ефективність розчину "ВетОкс 1000" при аерозольному розпиленні здійснювали за допомогою апаратів САГ-1, що були розміщені в 2 типових приміщеннях птахофабрики. В пташнику №1 утримували курчат 30 - добового віку, а в пташнику № 4 – курчат 60 - добового віку. Розпилювання проводили 3 дні підряд з розрахунку 10 см3/м3 приміщення з експозицією 2 години. В пташнику № 3 вирощували курчат 60 віку дезінфекцію не проводили (контроль). Перед і після застосування препарату "ВетОкс-1000" проводили заміри загальної бактеріальної забрудненості, і у т.ч. санітарно-показової (коліформ бактерій) мікрофлори. З цією метою відбір проб повітря  проводили в трьох точках приміщення на чашки Петрі з МПА і середовищем Ендо (по три чашки кожного середовища в кожній з точок) за методом Матусевича. Після добової інкубації чашок при температурі 37оС здійснювали підрахунок колоній, що виросли. В період обробки препаратом "ВетОкс-1000" пташника і після неї, оцінювали загальний стан птиці, її збереженість протягом 10 днів. Морфологічно вивчали стан слизових оболонок і органів дихання курчат. Для цього на 3 добу після застосування "ВетОкс-1000" проводили забій по 6 голів курчат з кожного пташника (по 2 голови з трьох місць приміщення). Гістологічне вивчали стан гортані, трахеї, легень і повітряносних мішків, з яких виготовляли парафінові зрізи і забарвлювали гематоксилін-еозином за загальноприйнятою методикою. Обробку матеріалу проводили за класичною методикою з виготовленням парафінових зрізів і забарвлення останніх гематоксилін-еозіном, суданом ІІІ, пікрофуксином [551]. Досліди в умовах виробництва проводили в умовах птахогосподарства Сумської області, де спонтанно виник ешерихіоз серед курчат 15-60 - добового віку, підтверджений бактеріологічним дослідженням. Під наглядом були два пташники, де птиця утримувалася в клітках з автоматизацією процесів годування та напування. У першому пташнику з поголів`ям 20170 голів серед курчат реєстрували хворобу, другий пташник з аналогічною технологією утримання курчат був контрольним (птиця клінічно здорова). Постійно здійснювали клінічне обстежування поголів`я і розтин трупів загиблої птиці. В першому пташнику в трьох кліткових батареях застосовували в період хвороби курчат (1група) 10% розчин антибіотика енроксила (енрофлоксацина) методом випоювання протягом трьох діб за рекомендацією фірми KRKA (Словенія), а ще в трьох кліткових батареях застосовували тим же методом курчатам (2 група) препарат "ВетОкс-1000" із розрахунку 25 см3 на 1 дм3 води протягом 5 діб. Курчата другого пташника (3 група) були контрольними. З кожної групи тричі, через кожні 3 дні, відбирали кров у курчат для біохімічних досліджень.
З метою виявлення неблагополучних за бактеріозами господарств проводили епізоотичний та мікробіологічний моніторинг у птахівничих господарствах України [547 - 549]. Вид мікроорганізмів ідентифікували з використанням визначника Берджі [550]. Висіви із проб кісткового, головного мозку, серця, печінки, жовчного міхура, м’язів та інших органів проводили на прості і селективні та диференційно – діагностичні поживні середовища.
Для ідентифікації кампілобактерій було використано поживне середовище для кампілобактерій, вироблене згідно з патентом "Поживне середовище для кампілобактерій", розробники Фотіна Т.І., Касяненко О.І., Фотіна Г.А. — № а 200712445; заявл.09.11.2007; опубл.10.11.2008, Бюл. № 21.; № 65592 Україна, МПК (2011.01) А61D 7/00 ( Додаток А ). Для накопичення бактеріальної маси мікобактерій використовували живильне середовище згідно з патентом "Синтетичне живильне середовище (Сотона КФ) для прискоренного накопичення бактеріальної маси мікобактерій", розробники Кассіч В.Ю,  Фотіна Т. І., Фотіна Г. А., Дзюба В.М., Кассіч О.В., Полоз І.М. (Україна) ;— № u 2011014606 ; заявл. 0612.10 ; опубл. 10.10.11, Бюл. № 19; № 79257 Україна (Додаток А).
Бактерій із родини Enterobacteriaceae виявляли за схемою, наведеною на рис. 2.4. 









Рис. 2.4. Загальна схема виділення мікроорганізмів із патологічного матеріалу та їх ідентифікації

Крім традиційних методів проведення мікробіологічного моніторингу, використовували тест – системи фірми R-biopharm, а саме RIDA ® COUNT, RIDA CHECK. LumitesterPD-20; LuciPacPen, RIDASCREEN Verotoxin, RIDASCREEN SETA, B, C, D, RIDACREEN Salmonella AFNOR (ENISO 16140), RIDACREEN Listeria, RIDASCREEN Campylobacter, SureFoodBAC, які дають змогу швидко і якісно провести експрес-діагностику і визначити не тільки наявність мікроорганізмів, а і їх кількість. Для визначення  умовно - патогенної мікрофлори в птахівничих господарствах використовували експрес-контроль чистоти поверхонь і рідин за допомогою набору RIDA®ATP, для прискореного контролю санітарно-показних, умовно-патогенних і патогенних мікроорганізмів використовували картки RIDA®COUNT (рис.2.5). 
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Рис. 2.5. Практичні варіанти застосування тест-карток RIDA®COUNT для визначення виду умовно- патогенної мікрофлори
Готові тест-картки RIDA®COUNT являють собою високотехнологічний продукт нового покоління. На полімерну основу нанесене пластифіковане хромогенне поживне середовище, вкрите спеціальним нетканим матеріалом із змінною прозорою мембраною, котра забезпечує стерильність тест-картки
Унікальні характеристики запатентованих тест-карток RIDA®COUNT роблять їх незамінними для організації ефективного санітарно-гігієнічного моніторингу на будь-якому підприємстві (в рамках НАССР) або при інспекційному контролі. Використовували наступний час та режим інкубації: для визначення загального мікробного числа - 35 C°- 24 год, для визначення коліформ - 35 °C-24 год., E. coli - 35 °C- 24 год, сальмонел - 35 °C - 24 год. , стафілококів  35 С° - 24 год., ентеробактерій - 35 C°- 24 год. ( рис. 2.4.).
Ідентифікацію сальмонел та ешеріхій проводили методом імуноферментного аналізу за допомогою тест-систем RIDASCREEN® і LOCATE®,згідно з методичними рекомендаціями з використання тест-системи LOCATE® і методичними рекомендаціями з використання тест-систем RIDASCREEN®. .На початку аналізу дослідні бульйони дозували  в лунки мікротитрувальної плашки LOCATE®. В результаті недовгої інкубації антигени (сальмонели) зв'язувались на поверхні.
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Рис. 2.6. Визначення умовно-патогенної мікрофлори за допомогою швидких тест-карток RIDA®COUNT

Після промивки в лунки дозували кон'югат високоспецифічних моноклональних антитіл з ферментом. Кон'югат в процесі наступної інкубації сорбувався на поверхні лунок, утворюючи з антигеном (сальмонелою) імунний комплекс. На другій стадії промивки з лунок видалявся незв'язаний кон'югат. Потім в лунки дозувався безколірний субстрат, який в присутності сальмонел забарвлювався. Результати зчитували візуально або, після додавання стопреагенту, за допомогою ІФА-фотометра (рідера) при 450 нм. Набір RIDASCREEN® - це тест-система для імуноферментного аналізу, випускається серійно згідно з ISO 9000 у комплекті з необхідними реагентами й призначена для виявлення умовно- патогенної мікрофлори в харчових продуктах, тваринних кормах і пробах навколишнього середовища. Серотипування сальмонел та ешеріхій проводили методом латексної аглютинації (використовували  кольоровий латекс, що аглютинує різні серогрупи) за допомогою тест-системи SPECTATE®. Для мікробіологічного моніторингу використовували комп’ютерну програму "WHONET". 

Чутливість ізольованих збудників бактеріальних інфекцій до антимікробних препаратів вивчали за методом серійних розведень у рідкому живильному середовищі. З цією метою використовували МПБ з рН 7,2-7,4. Для кожної культури готували основний розчин із розрахунку 1000 мг препарату в 1 см3 дистильованої води. Робочі розчини готували з основних розчинів перед дослідом, для розведення використовували МПБ. Концентрації препаратів у пробірках готували методом послідовних розведень з таким розрахунком, що передбачена чутливість знаходиться всередині ряду. В першу пробірку, в яку було розлито 2 см3 поживного середовища, ми вносили 2 см3 робочого розчину дезінфектанту або досліджуваного антимікробного препарату. Вміст пробірки  перемішували і з першої пробірки 2 мл середовища переносили в другу і далі до останньої пробірки ряду. Стандартні розведення культур, які вивчаються, готували за схемою: спочатку робили висіви на МПА, витримували у термостаті при 370С 16-18 годин, потім робили змиви культур стерильним ізотонічним розчином хлористого натрію і за стандартом мутності визначали концентрацію мікробних клітин в 1 см3. Додатково робили висіви дезінфектанту для проведення чистоти культури, а пробірку, в якій робили висів використовували для контролю якості поживного середовища. Чутливість культур визначали візуально через 16-18 годин. Бактеріостатичну концентрацію встановлювали за схемою: концентрацію розчину в пробірці з відсутністю росту додавали до кількості препарату в 1 см3 середовища подальшої пробірки, де відмічали ріст культури і виводили середнє арифметичне число, яке показувало мінімальну концентрацію препарату або дезінфектанту, який затримував ріст культур (543(. 
При визначенні чутливості збудників бактеріальних інфекцій до антибактеріальних препаратів у порівняльному аспекті: польові ізоляти, що були виділені від хворої птиці та штами бактерій, що зберігаються та підтримуються в Інституті ветеринарної медицини НААН України
Культивування мікроорганізмів проводили на МПА, МПБ, середовищі Сабуро, тіогліколевому середовищі. Всі середовища готували згідно настанов або за загальноприйнятими рецептурами та методиками. Стерилізували автоклавуванням за температури 100-118(С протягом 30-60 хвилин.

У досліді використовували протимікробні засоби груп цефалоспоринів, фторхінолонів, аміноглікозидів, пеніциліні, тетрациклінів та макролітів. Для оцінки їх активності застосовували диско-дифузійний метод (ДДМ).

Для визначення чутливості мікрофлори до антимікробних препаратів використовували стандартизовані диски, на які були нанесені найбільш поширені антибіотичні препарати. Цей метод базується на їх здатності дифундувати із паперових дисків у поживне середовище та пригнічувати ріст мікроорганізмів, засіяних в товщу або на поверхню агару. Акцентували увагу на рівномірності шару агару в чашках. У наших дослідах вона складала 4,0±0,5 мм (20 см3). Для інокулювання використовували завись мікроорганізмів у стерильному фізіологічному розчині, еквівалентну 0,5 одиницям за оптичним стандартом Мак Фарланда (концентрація мікроорганізмів складала біля 106 КУО/см3). Інокулюємий об’єм 1 см3 наносили на поверхню поживного середовища в чашках Петрі, і рівномірно розподіляли по всій його поверхні. Чашки підсушували в термостаті за 36±1(С 30 хвилин. На поверхню цього середовища розкладали диски з АБС за допомогою мікропінцета, дотримуючись відстані між дисками та краєм чашки не менше 20 мм. Тобто, на одну чашку розміщали не більше шести дисків. На диски наносили різні антибіотичні речовини. Після чого чашки інкубували за температури 36±1(С протягом 24 годин. Облік зон затримки росту (ЗЗР) тест-мікроорганізмів проводили за допомогою штанген циркуля. При визначенні зон затримки росту мікроорганізмів враховували лише зони повної відсутності видимого росту (544 - 546(.
2.1.2. Методики другого напрямку досліджень. Визначення антимікробної активності дезінфектанту проводили на патогенних культурах, які були ізольовані з трупів птиці, проб повітряного середовища та питної води в різних птахівничих господарствах (S. fecalis, S. enteritidis, S. pullorum-gallinarum, C. jejuni, C. fetus, Y. enterocolitica, K. pneumoniae, P. vulgaris, P.  mirabilis, P. aeruginosa, C. diversus, E.  agglomerаns, C. perfringens, A.  fumigatus), а також тест-культур, отриманих з ВДНКІВП (м. Москва): E. coli серовар О2, штам №1257; S. aureus штам № 209-Р. Як тест-об’єкти використовували оцинковане залізо розміром 10 на 10 см. Перед нанесенням тест-культур – провели повну дезінфекцію поверхні. Після підсихання, тест-об’єкт клали горизонтально і піпеткою наносили 2-мільярдну суміш досліджуваних культур, що вивчались, із розрахунку 0,5 см3 на 100 см2. Культури рівномірно розташовували по поверхні скляним шпателем, підсушували при кімнатній температурі (18-200С) і відносній вологості повітря 50-60%. Потім тест-об’єкти розкладали горизонтально і вертикально і піпеткою обробляли дезінфікуючим препаратом у кількості 200 см3/м2. Досліджували 0,025%, 0,05%, 0,1% та 0,25% розчини препарату. Після зрошення, поверхню залишали до повного висихання. Контрольні тест-об’єкти зрошували стерилізованою водопровідною водою в тій же кількості. Контроль ефективності дезінфекції проводили за допомогою стерильного тампона, який був вологий. Ватний тампон відмивали в 10 мл води з бусами протягом 10 хвилин. Змив, який ми отримали з дослідних пластинок, вносили на чашки Петрі, заливали агаром при температурі 40-500 С. Змиви з контрольних пластинок перед посівом розводили в 100 разів з метою рівномірного розподілу мікроорганізмів у агарі, проводили змішування поживного середовища. Висіви витримували в термостаті при 370С, а потім підраховували кількість колоній, які виросли на чашках Петрі. Визначали щільність контамінації на 100 см2 і відсоток знезараження. Результати розраховували за формулою: Х= а ( 100/ в, де: а – кількість мікробних клітин з досліджуваних пластинок; в – кількість мікробних клітин з контрольних пластинок.

Для дослідження токсичності препарату "Бі-дезтм" при нанесенні на шкіру використовували метод занурення хвостів щурів у пробірку з досліджуваною речовиною. Для досліду були підібрані за принципом аналогів 20 щурів масою 200±10  грам 2,5 - місячного віку, яких поділили на дві групи (дослідна та контрольна) по 10 голів у кожній. З метою усунення з поверхні шкіри струпів і бруду, за добу до досліду хвости тварин ретельно мили теплою водою з милом. У день досліду щурів фіксували в спеціальному пристрої (рис. 2.7). 
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Рис. 2. 7. Пристрій для визначення хронічної токсичності препаратів

Хвіст вводили на 2/3 у звичайну пробірку з 5 % розчином препарату "Бі- дезтм". Пробірку закривали корковим кільцем, діаметр якого був дещо більшим за діаметр хвоста. Протягом 15 днів, щоденно пробірки поміщали у водяну баню з температурою 28-30 °С та витримували 2 години. Контрольним тваринам хвости занурювали у дистильовану воду.

Для кількісної оцінки шкірно-резорбтивної дії препарату "Бі-дезтм" використовували 5 кролів. За добу до досліду на тулубі тварин із обох боків ножицями ретельно видаляли шерсть на площі 7 х 10 см. Наступного дня на підготовлені ділянки шкіри справа наносили препарат "Бі-дезтм". Площа нанесення становила 6 х 9 см (54 см2) в дозі 2,5 см3 на 1 кг маси тварини (0,1 см3 на 1 см2). На ділянку зліва (контроль) наносили дистильовану воду. Для запобігання попаданнь речовини до органів травлення на шию кролів одягали спеціальні захисні коміри. Експозиція препарату становила 4 години. Після нанесення препарату "Бі-дезтм" на шкіру визначали характер його дії: температуру шкіри, її рН, час появи гіперемії в місці аплікації, набряку або потовщення шкірної складки, розчісувань. Наявність болючості визначали за реакцією тварини на пальпацію ділянки аплікації. Висновок про шкірно-резорбтивну дію препарату при одноразовому нанесенні на шкіру робили, виходячи з урахування часу появи і ступеня інтоксикації, зміни специфічних біохімічних показників крові. Шкірно-оральний коефіцієнт розраховували по відношенню DL50 при нашкірній аплікації до DL50 при введенні в шлунок. Для встановлення місцевої дії препарату "Бі-дезтм" на слизові оболонки досліджуваний препарат вносили в кон'юнктивальний мішок правого ока кроля в дозі 50 мг, а в ліве око закапували фізіологічний розчин в об'ємі 0,05 см3. При внесенні речовини відтягували внутрішній кут кон'юнктивального мішка, після чого протягом 1 хвилини притискали слізно-носовий канал. Через 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6 та 24 години після інстиляції препарату враховували клінічний стан організму тварин (температуру тіла, частоту пульсу, дихальних рухів), а також звертали увагу на появу і вираженість гіперемії, набряку, зміни діаметра зіниці, стан рогівки і повік, наявність лакримації та виділень. Оцінку дії препарату "Бі-дезтм" на слизові оболонки очей кролів проводили за бальною системою. 

Нешкідливість аерозолів дезінфектантів у концентраціях 0,5%, 1,0% і 2,0% з розрахунку 5 см3/ дм3 у лабораторних умовах перевіряли на курчатах 30-денного віку у кількості 30 голів. Розпилення проводили в герметично закритій камері обсягом 10 м3за допомогою апарату САГ-1. Час експозиції птиці в аерозольній хмарі складав 30 хвилин з моменту повного розпилення препарату. Аерозольну обробку курчат у пташниках проводили 1% розчином препарату з розрахунку 10 см3/м3. Для контролю за якістю аерозольної обробки проводили мікробіологічний моніторинг виводу. Як критерій ефективності аерозольного застосування препарату використовували облік колоній на поживних середовищах (ЖСА, Ендо, 5% кров'яний агар (КА), агар Сабуро), частоту ураження органів, що зустрічаються при розтині, загибелі у відсотках від загального числа загиблих і збереженість птиці за 30 діб вирощування [240 -243].

2.1.3. Методики третього напрямку досліджень. Розробка та фармако-токсикологічна оцінка препарату "Авесстимтм" проводилась згідно з темою дисертаційної роботи на кафедрі ветсанекспертизи, мікробіології, зоогігієни та безпеки і якості продуктів тваринництва СНАУ, на кафедрах фармакології, аналітичної хімії, токсикології та неорганічної хімії Запоріжського державного медичного університету та птахівничих господарствах України.
На першому етапі було проведено з'ясування можливих метаболітів морфоліній 2-(5-(4-піридин)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату (Авесстимтм). Експериментальна частина виконана на 30-ти білих щурах лінії Вістар обох статей, масою 150-200 г. Всі тварини утримувалися на стандартному раціоні харчування віварію, при природній зміні дня і ночі. Всі експериментальні процедури і оперативні втручання здійснювали відповідно до "Положення про використання тварин в біомедичних дослідженнях". Препарат "Авесстимтм" вводили щурам внутрішньочеревно 1 раз на добу, за допомогою шприца в раніше встановленій оптимальній терапевтичній дозі 10 мг/кг.

Забір сечі проводили за допомогою діурезних установок відразу після введення морфоліній 2-(5-(4-піридин)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату протягом однієї доби. До отриманого біологічного матеріалу (10 см3) додавали 3см3 ортофосфатного буферного розчину (рН=5.0), екстрагували хлороформом (3 рази по 5 см3), водний залишок доводили до рН=7 25% розчином амоніаку, екстрагували хлороформом (3  рази по 5 см3), водний залишок далі доводили до рН=8 25% розчином амоніаку, та знову екстрагували хлороформом (3 рази по 5 см3). Хлороформні екстракти об’єднували, фільтрували крізь зневоднений натрій сульфат та випаровували при 35оС при вакуумі, що створювався водоструйним насосом.

Сухий залишок, з метою зменшення полярності функціональних груп, та підвищення термостійкості, піддавали дериватизації за допомогою N,О-біс (триметилсиліл)-трифторацетаміду який містить 1% триметилхлорсилану [559].
Умови проведення дериватизації: реактив у кількості 50 мкл додавали до сухого залишку та витримували при 60оС протягом 30 хв. Після нагрівання, 1.0 мкл реакційної суміші досліджували методом хроматомасспектрометрії. Умови: хромато–масспектрометр Agilent 6890N/5973N/FID виробництва Agilent Technologies, з мікропотоковим перемикачем Діна. колонка №1-кварцева капілярна НР-5MS 0.25ммх30м, вихід колонки під’єднано до детектора іонізації в полум’ї, №2 - кварцева капілярна DB-17MS 0.25ммх30м, кінець колонки безпосередньо входить в масспектрометр. Температура інжектора – 250 0С, інтерфейса масспектрометра ( Transfer line ) – 280 0С, джерела іонів – 230 0С, квадруполя – 1500С. Режим іонізації – електронний удар, енергія електронів – 70еВ., напруга електропомножувача – на 200В більше ніж при  Autotune ( автоматична настойка шкали мас ). Діапазон сканування 40 – 750 а.о.м., поріг – 110, швидкість сканування – 2.11 скан./сек. Режим програмування температури термостата: 70 0С – 2 хв. потім підйом до 210 0С зі швидкістю – 45 0С /хв., потім підйом до 310 0С зі швидкістю – 06 0С/хв., та витримування при цій температурі 18 - 22 хв. Тиск газу – носія(гелію) на вході в першу колонку – 26.00 psi, другу – 19.30 psi. Режим введення проби: 1мкл. за допомогою автосамплера серії 7683 без поділу потоку. До інжекції мікропотоковий перемикач вимкнено ( потік газу носію проходить через першу колонку  ), перемикання потоку з першої колонки на другу через 6 год. 30 хв., після інжекції та повернення в початковий стан після закінчення хроматографування. Метаболіти ідентифікували за часом виходу речовин та за їх мас-спектрами. Кількісний вміст метаболітів визначали за площею піків, що їх характеризують (однак ці результати можна вважати точними при наявності даних про ступінь екстракції метаболітів).

Вивчення фармакодинаміки морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4- тріазол-3-ілтіо) ацетату проводили на 10 кролях вагою від 1,7 кг до 2,2 кг.
Морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетат вводили одноразово внутрішньом'язово в концентрації 10 мг/кг. Потім через 15 хвилин, 45 хвилин, 1 годину, 3 години, 6 годин, 8 годин, 12 годин, 24 години з вушної вени забиралась кров у кількості 0,1-0,2 мл. В пробірку з кров’ю додавали 2 мл 96° етилового спирту та центрифугували при 3000 об./хв. протягом 15 хвилин.
З метою дослідження виведення препарату "Авесстимтм" були проведені дослідження сечі. Для вивчення екскреції морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)- 1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату із сечею у кролів після однократного внутрішньом'язового введення сполуки через 3 години, 6 годин, 12 годин, 24 години, 32 години катетером забирали 1-2 см3 сечі. Далі до сечі додавали 3 см3 96° етилового спирту та центрифугували при 3000 об./хв. протягом 15 хвилин.

Під час проведення дослідження крові та сечі у вказані інтервали часу визначали концентрацію морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3- ілтіо) ацетату спектрофотометричним методом.

Після центрифугування крові, 0,5 см3 центрифугату вміщували в кювету, додавали 1,5 см3 води дистильованої, перемішували та вимірювали оптичну густину одержаного розчину при довжині хвилі 273 нм. Паралельно вимірювали оптичну густину розчину порівняння. Концентрація розчину порівняння відома (2,24 мг у 100  см3). Розрахунок вмісту діючої речовини в 1 см3 сироватки крові проводили за допомогою формули. 
Вивчення гострої токсичності морфоліній 2-(5-(4-піридин)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату "Авесстимтм" проводили в експерименті з гострою приманкою на статевозрілих лабораторних тваринах: білих мишах, білих щурах, котах та однодобових курчатах. Тварини забезпечували повноцінним раціоном живлення і відходом. Спостереження за станом тварин здійснювали від моменту приманки і впродовж 7 діб після неї, за курчатами 14 діб. Розрахунок параметрів гострої токсичності препарату вироблений графічним методом пробіт-аналізу Літчфілда і Уїлкінсона з обробкою на звичній міліметрівці методом В.Б. Прозоровського.
Досліджувана речовина вводили шприцем внутрішньочеревно п'яти групам білих мишей в дозах 1,0; 2,5; 5,0; 12,0 і 25,0 г/кг маси тіла. Кожна дослідна група складалася з шести тварин. Впродовж терміну спостереження за тваринами після введення препарату спостерігалась загибель мишей в групах. Результати експерименту оброблені за  методом Літчфілда і Уїлкінсона. На підставі результатів експерименту був побудований графік і проведена пряма, яка відображала одержаний ефект. Також досліджені параметри гострої токсичності препарату "Авесстимтм" при внутрішньочеревному введенні білим щурам. Тваринам п'яти груп, що складаються з шести щурів кожна, внутрішньочеревно введено морфоліній 2-(5-(4-піридин)-1,2,4- тріазол-3-ілтіо) ацетат в дозах: 1,6; 3,2; 4,5; 6,4 і 10,0 г/кг маси тіла. Як зазначалося вище, був також проведений експеримент з внутрішньовенним введенням морфоліній 2-(5-(4-піридин)-1,2,4-тріазол-3- ілтіо)ацетату "Авесстимтм" котам. Чотирьом групам тварин внутрішньовенно був введений стерильний розчин препарату в дозі: 0,5; 0,8; 1,0 і 1,5 г/кг маси тіла. Кожна група складалась з шести котів. Крім того, однодобовим курчатам ін′єктували внутрішньом′язово препарат у середньосмертельній дозі для білих мишей і спостерігали 14 діб.
Мутагенний вплив з прогнозом канцерогенності морфоліній 2-(5-(4-піридин)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату "Авесстимтм" було вивчено на кафедрі біологічної хімії Запорізького медичного університету (додаток О). Протипухлинна активність морфоліній 2-(5-(4-піридин)-1,2,4-тріазол-3- ілтіо) ацетату "Авесстимтм" вивчена в дослідах іn vіtrо із застосуванням комплексу методів первинного відбору. Для вивчення дії морфоліній 2-(5-(4-піридин)-1,2,4-тріазол-3- ілтіо) ацетату іn vіtrо використовували стафілокок 209, його мутанти УФ-2, УФ-3 і первинні клітинні культури. Дослідження проводили за загальноприйнятими мікробіологічними методиками, використовуючи для культивування стафілокока 209 звичайне середовище, для мутантів - спеціальне середовище. Як найкращі за відтворністю результати були одержані при застосуванні рідкого середовища, що, мабуть, є наслідком тіснішого контакту препаратів з тест-мікробами. Тому, основна маса досліджень проведена на бульйоні, а скошений агар застосовувався для визначення життєздатності мікроорганізмів після їх контакту з морфоліній 2- (5-(4-піридин)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетатом в рідкому середовищі. Контролем слугували посіви на рідке середовище з додаванням розчинника (фізіологічного розчину). Вивчення дії морфоліній 2-(5-(4-піридин)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)  ацетату на первинні клітинні культури проводили згідно з звичайною методикою, в яку ввели математичне визначення тенденції клітин до розмноження або до регресу. При визначенні величини f в контролі значення Non замінювали кількістю клітин при зберіганні в холодильнику. При цьому позитивне значення величини f означало тенденцію клітин до розмноження, негативне - до регресу. За цією схемою морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3- ілтіо) ацетат вивчений на 3-х видах асцитних клітин - NК/Lу, Ерліха, С-37, в 4-х розведеннях. Всього проведено 24 визначення. Для з'ясування впливу морфоліній 2-(5-(4-піридин)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату на морфологію клітин у культурі, зокрема КБ і ГІ, клітинний моношар одержували звичайним методом. На 3-й добі культивування в середовище додавали морфоліній 2-(5-(4-піридин)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетат і вирощували клітини ще 3-й доби. Одержані клітинні препарати фіксували в рідині Карнуа (1-1,5 год.), фарбували гематоксилін-еозином і укладали в бальзам [553].

Для з’ясування термінів виведення залишків діючої речовини препарату "Авесстимтм" із м’язів та органів курчат ми провели дослідження з використанням півників 56 - добового віку породи "Ломан білий", середньою масою тіла 980 г (min-max 60 г) та експериментальний препарат "Авесстимтм" з вмістом 2% морфоліній 2-[5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо] ацетат як АДР (активно діючої речовини), виготовленого в НВФ "Бровафарма", експериментальна серія №4. Після адаптаційного періоду (5 діб) було сформовано 3 групи курчат по 7 голів. Нa початку досліду півників зважували на вагах, із похибкою 10 г, після чого здійснювали відбір крові для отримання сироватки. Першу групу курчат залишали для контролю. Другій (утримання на підлозі) та третій (утримання у клітках) дослідній групам уводили препарат "Авесстимтм" (оральне з водою із розрахунку 0,5 см3 на 1 літр води) – що, відповідно до листівки-вкладки виробника, адекватне добовій дозі препарату для птиці. Птицям другої і третьої груп випоювали такий розчин щодобово впродовж 5 діб, після чого продовжували поїти водою без препарату. Через 3, 6, 12, 15, 18, 24, 30, 33, 36, 40, 44 та 48 годин після першого введення препарату вибірково проводили зважування, відбір крові та забій птиці. Уведення сполуки було оцінено за впливом на масу тіла та органів (фабрицієва бурса, тимус, селезінка). Бурсальний, селезінковий та тимусний індекси визначали за формулою: І=(ш/М) х 1000, де: І – індекс; m – маса органу; М – маса тіла птиці. Визначення препарату "Авесстимтм" у сироватці крові. Забір крові здійснювали у кількості 1 мл, вміщували у пробірку Еппендорфа та центрифугували при 5000 об/хв. в продовж 10 хв. Потім 0,5 см3 сироватки, вільної від формених елементів крові, вміщували в центрифужну пробірку, додавали 9,0 см3 етанолу та центрифугували при 5000 об/хв. ще в продовж 10 хв. Оптичну густину одержаного розчину вимірювали при довжині хвилі 281 нм. Як компенсаційний розчин використовували зразок сироватки, що не містив АДР (від птиць контрольної групи). Паралельно вимірювали оптичну густину розчину порівняння з концентрацією 1,00 мг у100 см3. Розрахунок вмісту діючої речовини в 1 мл сироватки крові проводили за формулою:[image: image29.png]= _£XToX7000
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, де: А - оптична густина досліджуваного розчину; Ао - оптична густина розчину порівняння; Со~ концентрація спектрофотометрованого розчину порівняння  препарату "Авесстимтм" (1,0 мг у 100 мл); l-товщина шару, см. Методика кількісного визначення препарату "Авесстимтм" в сироватці крові. До 1,0 см3 сироватки крові, вільної від лікарських речовин, додавали від 1,0 до 2,0 мг препарату "Авесстимтм". Для депротеїнізації зразків додавали метанол до 5 см3. Перемішували близько 1 хв. та центрифугували при 5000 об/хв. продовж 10 хв. Після цього 1,0 см3 центрифугату вміщували в мірну колбу та доводили дистильованою водою до відмітки 25,0 см3. Оптичну густину вимірювали на фоні води дистильованої при довжині хвилі 281 нм. Паралельно проводили визначення з 1,0 см3 0,01% розчину порівняння препарату "Авесстимтм", який готували шляхом розчинення точної наважки АДР у воді дистильованій. Розрахунок вмісту АДР в 1 см3 сироватки крові проводять за формулою: [image: image30.png]AXCgx5,00%25,00
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Валідація методики. Для встановлення специфічності аналізували УФ- спектри поглинання сироватки крові, вільної від лікарських речовин, і сироватки, що містила відому кількість препарату "Авесстимтм". Лінійність оцінювали у межах концентрацій 1,0 - 2,0 мг/100 см3 препарату. Для цього проводили визначення семи зразків сироватки крові, що містили відому кількість препарату "Авесстимтм". За даними будували графіки залежності оптичної густини від концентрації АДР експериментального засобу. Правильність та збіжність встановлювали шляхом проведення трьох визначень кожного з семи зразків сироватки крові з відомим вмістом препарату "Авесстимтм". Збіжність оцінювали за RSD, яке не повинно перевищувати 15%. Вірогідність оцінювали за відхиленням результатів визначень препарату "Авесстимтм" у сироватці крові від номінального значення. Середнє відхилення у відсотках RE має бути ±15%.

Експериментальні дослідження з визначення ефективності препарату "Авесстимтм" було проведено на 500 курчатах, вакцинованих проти хвороби Ньюкасла. Реакцію гемаглютинації (РГА) та реакцію затримки гемаглютинації (РЗГА) проводили за загальновідомими методиками. У РГА визначали титри вірусу, а в РЗГА – титри антигемаглютинінів. Серологічні дослідження проводили при визначенні рівня поствакцинального імунітету після щеплення вірус-вакциною „Ла-Сота” проти ньюкаслської хвороби. Визначення імуноглобулінів основних класів (А, М, G) у сироватці крові проводили за методом G. Mancini простої радіальної імунодифузії в гелі. У дослідах використовували Bactoagartyp USY (Німеччина), еталонні та моноспецифічні сироватки проти Ig птиці. Еталонні сироватки відповідали світовим стандартам. Загальний рівень циркулюючих імунних комплексів (ЦІК) та їхній фракційний склад за молекулярною масою визначали методом преципітації в розчині поліетиленгліколю з молекулярною масою 6000 Дальтон за М. Digeonetal у модифікації Г. Фримеля. Рівень серомукоїдів визначали турбідиметричним методом за В.С. Калашниковим. Бактерицидну активність сироватки крові визначали за оптичною густиною м’ясо-пептонного бульйону (МПБ) при рості в ньому мікробів з додаванням та без додавання досліджуваної сироватки. Для постановки реакції використовували 24-годинні бульйонні культури E. coli штаму 02. Реакцію ставили за загальноприйнятою методикою. Для визначення лізоцимної активності використовували ацетоновий порошок культури Micrococcus lysodeіcticus, штаму 2665. Імуноморфологічні дослідження проводилися на макроскопічному та мікроскопічному рівнях [554]. При макроскопічному дослідженні проводили огляд піддослідних тварин і внутрішніх органів. Розраховували індекси тимуса, бурси Фабриціуса та селезінки. На мікроскопічному рівні імуноморфологічні дослідження проводили із застосуванням гістологічних досліджень та морфометричних методів. Гістологічні дослідження проводили на кафедрі вірусології, патанатомії та хвороб птиці Сумського НАУ під керівництвом к.вет.н., професора Зон Г.А. Досліджували тимус, бурсу Фабриціуса та селезінку. У деяких випадках досліджували сліпі відростки кишківника та печінку. Відібраний матеріал фіксували 10%-им нейтральним формаліном та рідиною Карнуа. Готували парафінові зрізи, проводили загальне фарбування гематоксилін-еозином та фарбували за Браше для виявлення РНК. Морфометричними вимірами бурси Фабриціуса у п’яти найбільших лімфоїдних вузликах визначали середню товщину кіркового шару шляхом підрахунку кількості рядів клітин у широкій та вузькій його частинах. Підраховували морфофункціональний потенціал (МФП) лімфоїдних вузликів шляхом множення довжини лімфоїдних вузликів на ширину їхнього кіркового шару з подальшим сторазовим зменшенням результату. При імуноморфологічному дослідженні тимуса враховували розвиненість кіркового шару. Для цього обчислювали співвідношення товщини мозкової речовини з товщиною кіркового шару з обох боків часточки по її середині. Отримували мозкове-кіркове співвідношення (МКС). 

При встановленні оптимальної дози препарату "Авесстимтм" для підвищення імунного захисту організму птиці в контрольованому виробничому досліді враховували основні господарсько значимі показники (збереженість поголів’я, вихід ділової молодки, приростів маси тіла та їх однорідність в контрольовані терміни, витрати кормів та конверсії корму). Широкий виробничий дослід провели на курчатах яйценосних порід, що належали птахофабриці "Авіс-Україна" Сумської області. Дослід розпочали в середині листопада 2012 року із заповненням пташників добовими курчатами з інкубаторію. На початок експерименту було посаджено 197 280 курчат породи "Хайсекс білий". Їх розмістили в 4-х пташниках. При цьому приміщення за №1 було визначене як контроль, а пташники за номерами 2, 3 та 4 – дослідними. Наступне вирощування птиці та проведення експерименту відбувалося в рівних умовах утримання, параметрах мікроклімату і годівлі та аналогічного дотримання решти технологічних норм у всіх чотирьох пташниках. Експериментальну серію препарату "Авесстимтм" було виготовлено в НВФ "Бровафарма". Дослідний препарат застосовували птиці методом випоювання через систему водопостачання за наступною схемою: перший курс – дві доби поспіль закінчення комплектування кожного дослідного пташника; ще 10 курсів, що включали по чотири дачі препарату (за 2 доби до проведення вакцинації та 2 доби після неї). При цьому його добові дози були різні для курчат кожного дослідного пташника, а саме: пташник №2 – 1 см3 на 1кг маси тіла; №3 – 0,75 см3 на 1кг маси тіла; №4 – 0,5 см3 на 1кг маси тіла, що за АДР відповідно становило: 10; 7,5 та 5 мг на 1 кг маси тіла курчат. Курчатам контролю в перші дві доби після заповнення пташника та при першій вакцинації аналогічним методом випоювали аскорбінову кислоту з розрахунку 50 мг на 1 кг маси тіла, а далі – не використовували жодних інших імуностимулюючих засобів. Лабораторні дослідження проб сироватки крові проводили у лабораторії "Триплікс" (м. Дніпропетровськ) та лабораторії мікробіології Сумського НАУ. Визначали: наявність поствакцинальних антитіл у сироватці крові курчат до вірусних хвороб імуноферментним методом з використанням тест-систем BioChek. Враховували показники збереженості, вихід ділової молодки, приріст маси птиці, конверсію корму. Бактерицидну активність сироватки крові визначали за методом Мішеля Теффера в модифікації О.В. Смирнової і Т.А. Кузьміної; кількість Т-лімфоцитів – за допомогою тесту прямого (спонтанного) розеткоутворення з еритроцитами барана; В-лімфоцитів - за допомогою реакції комплементарного розеткоутворення з еритроцитами бика; Т- хелперів– пробою з теофіліном. Вміст гемоглобіну в крові визначали геміхромним методом з використанням набору "Гемос-НОВО" виробництва ЗАТ "ВекторБест" (РФ). Загальний білок досліджували біуретовим, альбумін бромкрезолового методами наборами Hospitex diagnostics (Італія). Облік результатів здійснювали за допомогою спектрофотометра ELх800 і комп'ютерною обробкою даних. Білкові фракції (альфа, бета і гамма) встановлювали методом зонального електрофорезу на ацетатцелюлозі.

Для визначення ефективності використання імуномодулятора в господарствах з розведення гусей було сформовано за методом пар-аналогів: контрольна і 3 дослідні групи із гусенят в період виведення по 50 голів у кожній - 25 самців і 25 самок. Птицю утримували в ідентичних умовах у приміщенні ферми, в окремій клітці для кожної групи, надавали щоденний моціон у вольєрах, сполучених з клітинами. У ході досліду гуси отримували однаковий господарський раціон, збалансований за основними поживними речовинами, макро - і мікроелементів. 1- а дослідна група в період виведення в умовах інкубаторію аерозольне, потім два дні при посадці з водою, отримувала препарат "Авесстимтм" із розрахунку 1: 1000, повторний цикл використання через 20 діб. 2-а дослідна група отримувала по 1 см3 препарату "Євітаселтм" на 1,5 дм3 води впродовж 5 діб з добового віку, повторний цикл використання через 30 діб. 3-тя дослідна група в період виведення в умовах інкубаторію аерозольне потім два дні при посадці з водою, отримувала препарат "Авесстимтм" із розрахунку 1: 1000, повторний цикл використання через 20 діб, а також по 1 см3 препарату "Євітаселтм" на 1, 5 дм3 води впродовж 5 діб з добового віку, повторний цикл використання через 30 діб. Протягом усього періоду вирощування визначали клініко-фізіологічний стан птиці шляхом щоденного огляду. При цьому звертали увагу на загальну поведінку, апетит, споживання води, рухливість, пігментацію ніг, якість пуху та пера. Стан оперення у молодняку і дорослої птиці надежить до числа характерних ознак, що відображають загальний фізіологічний стан організму. У гусей дослідних груп тричі протягом досліду брали кров для гематологічних досліджень. Для вивчення впливу препаратів та їх поєднань на морфобіохімічні та імунологічні показники крові у 6 гусей (3 самців і 3 самок) з кожної групи на 30-у добу життя, а потім на 75-ту і 120-ту добу брали з підшкірної вени гомілки, вранці до годівлі. При проведенні морфологічних досліджень крові визначали кількість еритроцитів і гемоглобіну на КФК-3, лейкоцитів - методом підрахунку в камері Горяєва, швидкість осідання еритроцитів методом Панченкова, гематокрит - методом центрифугування. Біохімічні дослідження крові включали визначення: загального білка - біуретовим методом; білкових фракцій - електрофорезом на ацетатцеллюлозі; загального кальцію - колориметричним методом за В.Ф. Коромисловим і Л.А. Кудрявцевою; неорганічного фосфору в безбілковому фільтраті крові - з ванадат-молибдатним реактивом в модифікації В.Ф. Коромислова і Л.А. Кудрявцевої; глюкози - глюкозооксидазним методом; калію і натрію - на іоноселективному аналізаторі Easy Lyte фірми MEDICA (США); резервної лужності крові - на аналізаторі Easy Blood Gas тієї ж фірми. Для характеристики процесів вільно радикального окислення і антиоксидантного захисту виявляли антиоксидантну загальну активність плазми крові (АЗА) за методом Л.І. Андрєєвої та ін.; кількість гідроперекисів ліпідів (ГПЛ) - спектрофотометрично при довжині хвилі 232 нм проти контрольної проби. Лізоциму активність сироватки крові встановлювали по відношенню до лізуючого мікрококу за І.Ф. Храбустовським; бактерицидну активність сироватки крові - по відношенню до кишкової палички за Мішелем і Треффером, в модифікації Ю.М. Маркова [555]. Концентрацію селену в пробах води і м'яса визначали в Інституті тваринництва НААН України інверсійно-вольтамперометричним методом вимірювали масову концентрацію селену. З метою вивчення показників зростання визначали живу масу гусенят кожної групи методом індивідуального зважування, (птицю зважували при формуванні груп і далі у віці 62, 94 і 131 доба). Розраховували середньодобовий, абсолютний і відносний (за С. Броді) прирости живої маси як у піддослідних групах в цілому, так і окремо для самців і самок всередині кожної групи. Для визначення забійних якостей тушок піддослідної птиці проводили анатомічне розбирання по три голови кожної статі з кожної групи, враховували: передзабійну масу, масу непатраної тушки (без крові, пера і пуху), масу полупатраної тушки (без крові, пера, залозистого шлунка, шлунка та підшлункової залози), масу патраної тушки (без крові, пера, голови, ніг, шлунково-кишкового тракту, виключаючи м'язовий шлунок без кутикули і статеві органи), масу внутрішніх органів (серце, печінку, м'язовий шлунок). Хімічний аналіз м'яса гусей проводили за загальноприйнятими методиками в лабораторії якості і безпеки продуктів тваринництва Сумського НАУ. Визначали кількість вологи висушуванням в сушильній шафі при температурі 105 ± 2 ° С та 150 ± 2 ° С, вміст азоту за методом Кьельдаля, сирого жиру - з використанням екстракційного апарату Сокслета, золи гравітометричним методом, кальцій, калій і натрій - методом полум'яної фотометрії, фосфор-ванадомолібдатним методом, мікроелементи - методом атомної абсорбції на спектрофотометрі "Перкін-Ельмер" за ГОСТ 27996-88, амінокислоти - на амінокіслотному аналізаторі ААА-339М. Вивчення впливу імуностимулятору "Авесстимтм" і вітамінного препарату "Євітаселтм" як окремо, так і в комплексі, на гематологічні та біохімічні показники крові та лейкоцитарну формулу індичок проводили в умовах ТОВ "Рябоконь" Зміївського району Харківської області на індичках білої широкогрудої породи. Для проведення досліду було відібрано 240 індичат, яких розділили на 4 групи (по 50 самок і по 10 самців 120-денного віку). Індичок контрольної групи вирощували згідно зі схемою, прийнятою в господарстві, 1-а дослідна група в період виведення в умовах інкубаторію аерозольно, потім два дні при посадці з водою, отримувала препарат "Авесстимтм" із розрахунку 1: 1000, повторний цикл використання через 20 діб; 2-а дослідна група отримувала по 1 см3 препарату "Євітаселтм" на 1,5 дм3 води протягом 5 діб з добового віку, повторний цикл використання через 30 діб; 3-тя дослідна група в період виведення в умовах інкубаторію аерозольно, потім два дні при посадці з водою, отримувала препарат "Авесстимтм" із розрахунку 1: 1000, повторний цикл використання через 20 діб, крім того індичатам задавали  по 1 см3 комплексного вітамінного препарату "Євітаселтм" із розрахунку на 1,5 дм3 води впродовж 5 діб з добового віку, повторний цикл використання через 30 діб.

Для проведення досліджень з експериментального випробування "Фід-Фуд Меджик Антистрес Мікс" в добовому віці було сформовано контрольну та дослідну групи курчат-бройлерів кросу Росс 308 (n=75). Досліди проводили в умовах птахофабрики "Київська", ПАТ (група компаній "Лангут"). Умови утримання та годівля курчат здійснювалися повнораціонними збалансованими комбікормами, згідно з рекомендаціями з використання фірми "Фід-Фуд". Випоювання антистресового препарату проводили згідно з рекомендаціями компанії "Фід-Фуд", в перші п’ять днів вирощування курчат. Враховували масу, збереженість, конверсію корму, лізоцимну, бактерицидну активність та швидкість зсідання еритроцитів сироватки крові 7, 14, 21, 28, 35 та 42 добу. 
Досліди щодо впливу антистресу на кур-несучок проводили в умовах віварію факультету ветеринарної медицини Сумського НАУ. Із птиці породи "Хайсекс Браун" 170-денного віку було сформовано дві аналогічні групи (n=100). Птиці дослідної групи, до питної води при виході на 90% яйценоскість додавали антистресову добавку із розрахунку 1 г на 1 л води, протягом 10 діб через день. У 190-денному віці відбирали проби сироваток крові курей-несучок і досліджували на амінокислотному аналізаторі Н-1200-Е. Імунологічні показники крові визначали загальними методиками. Визначали лейкоцитарну формулу, фагоцитарне число, імуноглобуліни та загальний білок [552].
Дослідження препарату "Мікростимулін" було проведено на 70 курчатах породи леггорн. У добовому віці їх розподілили на три групи: контрольну (n=30) та дві дослідні (n=20). В обох дослідних групах було додатково створено по дві рівновеликі підгрупи А та Б (n=10). У контрольній групі було відповідно створено три аналогічні підгрупи (А, Б, та В). Курчатам обох підгруп дослідної групи №1 з добового віку щоденно, впродовж п’яти діб, через систему водопоїння задавали препарат "Мікростимулін" експериментальної серії, із розрахунку 1 см3 на 1 дм3 води. В 10 - добовому віці всіх курчат обох дослідних груп та підгрупи А і Б – контрольної, інфікували культурою M. synoivae. При цьому курчатам всіх підгруп А культуру ввели внутрішньочеревно, а курчатам всіх підгрупам Б – інтранозально. При обох методах зараження застосовували дозу з вмістом 500 тис. м. кл. в 1 см3, відповідно, що до стандарту каламутності. Ця доза дорівнювала LD50, і попередньо була відтитрована. Курчатам обох підгруп дослідної групи №2, з наступного дня їх експериментального інфікування, щоденно впродовж 5 діб застосовували препарат "Мікростимулін", який постійно додавали до питної води в співвідношенні 1:1000. Спостереження над курчатами всіх груп проводили ще впродовж 10 наступних діб після інфікування. В цей період курчата інших підгруп жодних хіміотерапевтичних засобів не отримували. Аналогічний дослід було проведено і при зараженні птиці культурою кишкової палички.
2.1.4. Статистична обробка отриманих результатів. Результати проведених досліджень опрацьовані на персональному комп’ютері з використанням пакету програм Microsoft Exelfor Windows 2010; отримані дані оброблені статистично за допомогою методу Фішера-Стьюдента з урахуванням середньоарифметичних величин і їх статистичних помилок, а також визначенням вірогідної різниці показників, які порівнювалися [558]. Для кожного досліджуваного показника визначали середнє арифметичне (М) і стандартну похибку середнього арифметичного (m). Вірогідними вважали відмінності з рівнем значимості більше 95% (p <0,05). Всі експериментальні процедури і оперативні втручання здійснювали відповідно до "Положення про використання тварин в біомедичних дослідженнях" та згідно з рекомендаціями Європейської конвенції з захисту тварин, які використовуються в експериментальних цілях. Процедура забою та знекровлення виконувалась з урахуванням етичних підходів та правил, встановлених ООН "Всесвітньої хартії природи" (1982р.). Цифрові величини результатів досліджень біохімічних показників крові виражали в одиницях Міжнародної системи CI. Статистичну обробку результатів проводили методами математичної статистики, із застосуванням пакетів прикладних програм "Біостатистика для Windows, версія 4.03" та "Microsoft Excel 2007". Для кожного досліджуваного показника визначали середнє арифметичне (М) і стандартну похибку середнього арифметичного (m). Вірогідними вважали відмінності з рівнем значимості більше 95% (p <0,05).
2.2. Висновок до розділу 2

Таким чином, застосування фармакологічних, токсикологічних, епізоотичних, клінічних, мікробіологічних, гематологічних, біохімічних методів дослідження, визначення економічної ефективності при застосуванні схем ротації антимікробних, дезінфікуючих та імунологічних препаратів, економічні розрахунки щодо доцільності застосування розроблених препаратів забезпечили доскональне вивчення бактеріозів птиці, що сприяло розробці нових ефективних антибактеріальних препаратів, які суттєво впливали на удосконалення профілактично-лікувальних засобів.

РОЗДІЛ 3
РЕЗУЛЬТАТИ ВЛАСНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ

3.1 Перший напрямок. Створення та фармако-токсикологічна оцінка антимікробних препаратів з різних хімічних груп та формування потенціалу засобів для ротації

3.1.1. Створення та доклінічні випробування комплексного антибактеріального препарату "ТімТіл 250"
3.1.1.1. Розробка рецептури та технології виготовлення лікарської форми препарату "ТімТіл 250"

"ТімТіл 250" це комбінований препарат 1 мл якого містить активнодіючої речовини – тіамулін гідроген фумарату – 145 мг та тілозину тартрату – 105 мг.

Визначення ідентичності тіамуліну фумарату проводили методом рідинної хроматографії, порівнюючи час виходу піку тіамуліну на хроматограмах розчину робочого стандартного зразка тіамуліну (РРСЗ-т) та піків, що відповідали тіамуліну на хроматограмах розчину робочого досліджуваного зразка (РРДЗ). Різниця в часі виходу не перевищувала відносного стандартного відхилення, розрахованого для РРСЗ з п'яти послідовних хроматограм. Розрахунок вмісту тіамуліну фумарату у препараті проводили за співвідношенням площ відповідних піків тіамуліну фумарату на хроматограмах РРДЗ-т і РРСЗ-т.

Вміст тіамуліну фумарату (Х), в міліграмах на 1 г препарату, визначали за наступною формулою:
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де
Упр - інтегрований об’єм виходу РРДЗ-т;

Уст - інтегрований об’єм виходу РРСЗ-т;

mст – маса (в мг), яку взяли для приготування РРСЗ-т;

mпр – маса (в мг) препарату взятого для приготування РРДЗ-т;

С- масова частка у відсотках тіамуліну фумарату в РРСЗ-т;

25- розведення стандартного зразка.

Визначення ідентичності тілозину тартрату проводили аналогічним методом. Кількість тілозину тартрату визначали за формулою :

 C пр = 
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де, 
S1 ( середнє значення площ піків діючої речовини, вирахуване за хроматограмами відповідного РРСЗ;


S2 ( середнє значення площ піків відповідної діючої речовини, вирахуване за хроматограмами РРДЗ;


С стд  ( вміст діючої речовини в 1 см3 відповідного РРСЗ, в г;


Рстд ( чистота стандартного зразку згідно його паспорта в %.

Вміст тілозину тартрату в 1 г препарату повинен відповідати значенню, наведеному в таблиці 3.1. 

Таблиця 3.1

Контроль кінцевого продукту – препарату "ТімТіл 250"
	Назва показника
	Значення

	Зовнішній вигляд, колір
	прозора, злегка в’язка рідина жовтуватого кольору

	Наявність механічних домішок, плісняви
	не допускається

	Ідентичність тілозину
	позитивна

	Ідентичність тіамуліну
	позитивна

	Вміст тілозину в 1 cм3, мг
	130-150

	Вміст тіамуліну в 1 cм3, мг
	95-115

	Стерильність
	повинен бути стерильним

	Пірогенність
	апірогенний

	Об’єм вмісту однієї фасовки, мл
	10±0,1; 50±0,5; 100±1; 200±2; 1000±10


На підставі проведених досліджень комплексного антибактеріального препарату був розроблений ряд показників і вимог, що висуваються до лікарського засобу 

Розроблені методи контролю при перевірці трьох експериментальних серій препарату "ТімТіл 250" показали гарну відтворюваність і точність визначення діючих речовин, що забезпечить оптимальний рівень якості лікарського засобу в процесі його виробництва, зберігання і застосування (табл.3.2).

Таблиця 3.2

Результати дослідження якості препарату "ТімТіл 250"

	Показники
	Запропоновані
вимоги
	Номер серії

	
	
	1 
	2 
	3 

	Зовнішній

Вигляд
	Розчин жовтого кольору
	відповідає
	відповідає
	відповідає

	Прозорість розчину
	Витримує порівняння з розчинником
	відповідає
	відповідає
	відповідає

	Забарвлення розчину
	При розведенні в 2 рази пропіленгліколем за інтенсивністю не перевищує еталон № 1г
	відповідає
	відповідає
	відповідає

	Щільність, г/cм3
	1,075-1,095
	1,0856
	1,0844
	1,0837

	Справжність тілозину
	Пляма зразка має відповідати плямі стандарту тілозіну
	відп.

Rf=0,55
	відп.

Rf=0,54
	відп.

Rf=0,56

	Справжність

тіамуліну
	Пляма зразка має відповідати плямі стандарту тіамуліну
	відп.

Rf=0,044
	відп.

Rf=0,044
	відп.

Rf=0,045

	Масова частка тілозіну, %
	9,0-11,0
	9,80
	10,12
	10,01

	Масова частка тіамуліну, %
	9,0-11,0
	10,05
	9,95
	10,10


При вивченні стабільності трьох серій препарату в процесі природного зберігання встановлено, що термін придатності лікарського засобу становить 3 роки. Протягом терміну спостереження якісних і кількісних змін у складі лікарського засобу не відбувалося (табл. 3.3).

Таблиця 3.3

Результати визначення стабільності комплексного препарату "ТімТіл 250"

	Термін зберігання (міс.)
	Зовнішній вигляд
	Прозорість
	Забарвлення
	Справжність
	Щільність (г/мл)
	Зміст діючих речовин,%

	
	
	
	
	
	
	тілозін
	тіамулін

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

	6
	Відповідає
	Відповідає
	Відповідає
	Відповідає
	1,0852

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

	12
	
	
	
	
	1,0843

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

	24
	
	
	
	
	1,0847

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

	36
	
	
	
	
	1,0849

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


Ці данні підтвердили в умовах виробництва препарату "ТімТіл 250", були проведені дослідження на декількох партіях препарату. Перевірка проводилась на відповідність значень, закладених у специфікації. Дані результатів записані у таблицях 3.4, 3.5. 

З наведених в таблицях результатів можно зробити висновок що препарат "ТімТіл 250" при зберіганні в темному сухому місці при температурі від 5ºС до 25ºС зберігає стабільність протягом 3-х років (терміну проведених досліджень). Отримані результати досліджень було внесено в листівку-вкладку з використання препарату "ТімТіл 250".
Таблиця 3.4
Результати стабільності препарату "ТімТіл 250"( серія 01, контроль 329, дата виготовлення: 03.2009 рік)
	Назва показника
	Характеристика і норма 
	Дата і результат дослідження

	
	
	03.2009 р.
	04.2010 р.
	02.2011 р.
	03.2012 р.

	Зовнішній вигляд та запах препарату та водного розчину 
	Прозора, злегка в’язка рідина жовтуватого кольору
	Прозора, злегка в’язка рідина жовтуватого кольору
	Прозора, злегка в’язка рідина жовтуватого кольору
	Прозора, злегка в’язка рідина жовтуватого кольору
	Прозора, злегка в’язка рідина жовтуватого кольору

	Наявність механічних домішок, плісняви
	Не допускається
	Відсутні
	Відсутні
	Відсутні
	Відсутні

	Ідентичність тілозину
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна

	Ідентичність тіамуліну
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна

	Вміст тілозину в 1 cм3, мг
	105±10,5
	105
	105
	105
	105

	Вміст тіамуліну в 1 cм3, мг 
	145±14,5
	145
	145
	145
	145

	Мікробіологічна чистота
	В 1 г препарату допускається наявність не більше 1000 бактерій та плісеневих грибів (сумарно). Наявність бактерій родини Enterobacteriaceae та видів Pseudomonas aeruginosa і Staphylococcus aureus не допускається
	Відповідає
	Відповідає
	Відповідає
	Відповідає

	Нешкідливість (за показником "токсичність")
	Нешкідливий (нетоксичний)
	Відповідає
	Відповідає
	Відповідає
	Відповідає


Таблиця 3.5
Результати стабільності препарату "ТімТіл 250"( серія 02, контроль 417, дата виготовлення: 04.2009 рік)
	Назва показника
	Характеристика і норма 
	Дата і результат дослідження

	
	
	04.2009 р.
	04.2010 р.
	04.2011 р.
	05.2012 р.

	Зовнішній вигляд та запах препарату та водного розчину 
	Прозора, злегка в’язка рідина жовтуватого кольору
	Прозора, злегка в’язка рідина жовтуватого кольору
	Прозора, злегка в’язка рідина жовтуватого кольору
	Прозора, злегка в’язка рідина жовтуватого кольору
	Прозора, злегка в’язка рідина жовтуватого кольору

	Наявність механічних домішок, плісняви
	Не допускається
	Відсутні
	Відсутні
	Відсутні
	Відсутні

	Ідентичність тілозину
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна

	Ідентичність тіамуліну
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна

	Вміст тілозину в 1 cм3, мг
	105±10,5
	105
	105
	105
	105

	Вміст тіамуліну в 1 cм3, мг 
	145±14,5
	145
	145
	145
	145

	Мікробіологічна чистота
	В 1 г препарату допускається наявність не більше 1000 бактерій та плісеневих грибів (сумарно). Наявність бактерій родини Enterobacteriaceae та видів Pseudomonas aeruginosa і Staphylococcus aureus не допускається
	Відповідає
	Відповідає
	Відповідає
	Відповідає

	Нешкідливість (за показником "токсичність")
	Нешкідливий (нетоксичний)
	Відповідає
	Відповідає
	Відповідає
	Відповідає


3.1.1.2. Обґрунтування оптимального співвідношення складових частин комплексного препарату "ТімТіл 250"

При визначенні чутливості польових культур мікроорганізмів, які були ізольовані в птахівничих господарствах до  тіамуліну гідроген фумарату і тілозину тартрату та їх суміші у різних співвідношеннях диско-дифузійним методом, встановлено, що найбільші зони затримки росту досліджуваних культур мікроорганізмів були при використанні дисків, просочених сумішшю 25%- них розчинів антибактеріальних препаратів тіамуліну гідроген фумарат і тілозину тартат у співвідношенні 3:2 (табл.3.6).

Таблиця 3.6

Діаметри зон затримки росту мікроорганізмів навколо дисків з тіамуліном гідроген фумарат і тілозином тартрат та їх сумішшю у різних співвідношеннях, мм

	Антибіотики
	S. aureus
	S. fecalis
	S. pullorum
	S.typhimurium


	S. enteritidis
	Е. coli O78
	E. coliO2
	P. vulgaris
	P. mirabilis
	P. aeruginosa
	K. pneumoniae
	C. perfringens
	Y. enterocolitica
	C. jejuni
	C. diversus
	E.agglomerans

	Тіамулін
	32 +++
	19 

++
	34
+++
	32
+++
	27+++
	24 

++
	24 

++
	18

++
	20 
++
	32 

+++
	31 +++
	12 

+
	28 +++
	20 

++
	18

++
	18

++

	Тілозин


	24
++
	20

 ++
	32

+++
	28
+++
	32
+++
	22

 ++
	24 

++
	28 +++
	28 +++
	32

+++
	28 +++
	24 

++
	20 

++
	20
++
	21

 ++
	20 

++

	Тіамулін+

Тілозин (1:1)
	24
++
	26

+ ++
	24

++
	28

+++
	34 +++
	26 

+++
	32
+++
	28
+++
	32
+++
	34
+++
	34 +++
	28
+++
	29 +++
	26
+++
	26 

+++
	28

+++

	Тіамулін+

Тілозин (1:2)
	26

+++
	20

++
	24

++
	29
+++
	28

+++
	22

++
	28

+++
	22

++
	28

+++
	30

+++
	32

+++
	22

++
	22

++
	23

++
	20

++
	22

++

	Тіамулін+

Тілозин (2:1)
	28

+++
	18

++
	28

+++
	26

++
	32

+++
	24

++
	29

+++
	24

++
	28

+++
	32

+++
	28

+++
	20

++
	24

++
	24

++
	22

++
	20

++

	Тіамулін+

Тілозин (1:3)
	26

+++
	21

++
	29

+++
	24

++
	28

+++
	24

++
	29

+++
	22

++
	24

++
	31

+++
	29

+++
	22

++
	27

+++
	22

++
	20

++
	18

++

	Тіамулін+

Тілозин (3:1)
	32

+++
	20

++
	25

++
	25

++
	32

+++
	30

+++
	26

+++
	27

+++
	28

+++
	30

+++
	32

+++
	22

++
	24

++
	24

++
	24

++
	28

+++

	Тіамулін+

Тілозин (3:2)
	34

+++
	32

+++
	36

+++
	36

+++
	38

+++
	36

+++
	38

+++
	39

+++
	36

+++
	36

+++
	34

+++
	36

+++
	34

+++
	34

+++
	36

+++
	36

+++

	Тіамулін+

Тілозин (2:3)
	28 +++
	30

+++
	24

++
	28

+++
	30 

+++
	32
+++
	28
+++
	30
+++
	30 +++
	30
+++
	32 

+++
	28

+++
	26

+++
	26 

+++
	30

+++
	28

+++


Примітка. "+++" — чутливі; "++" — помірно резистентні;  "+" — резистентні.

Дані з визначення мінімальної інгібуючої та бактерицидної концентрацї тилозину тартрату наведені в таблиці 3.7.
Таблиця 3.7

Мінімальна інгібуюча та бактерицидна концентрація антибактеріального препарату тілозин тартрату

	Культури 

мікроорганізмів
	Концентрація, мкг/см3

	
	250
	150
	37,5
	18,75
	9,375
	4,688
	2,344
	1,172
	0,586
	0,293
	К

	S. aureus
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	S. fecalis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	S. pullorum
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	S.typhimurium


	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	S. enteritidis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	Е.coli O78
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	E. coli O2
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	P. vulgaris
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	P. mirabilis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	P. aeruginosa
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	K. pneumoniae
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	C. perfringens
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	Y. enterocolitica
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	C. jejuni
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	C. diversus
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	E. agglomerans
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+


Встановлено, що мінімальна інгібуюча концентрація даного препарату відносно S. aureus, S. pullorum, S. typhimurium, C. perfringens, C. diversus, E.  agglomerans становить 1,17 мкг/см3. Мінімальна бактерицидна концентрація для цих культур – 2,34 мкг/см3. Для інших культур  мінімальна інгібуюча та бактерицидна концентрація становила відповідно 0,29 мкг/см3 та 1,77 мкг/см3. Результати визначення мінімальної інгібуючої та бактерицидної концентрації тіамуліну гідроген фумарат наведені в таблиці 3.8. 
Таблиця 3.8

Мінімальна інгібуюча та бактерицидна концентрація антибактеріального препарату тіамулін гідроген фумарату

	Культури

мікроорганізмів
	Концентрація мкг/см3

	
	250
	150
	37,5
	18,75
	9,375
	4,688
	2,344
	1,172
	0,586
	0,293
	К


	S. aureus
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	S. fecalis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	S. pullorum
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	S.typhimurium


	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	S. enteritidis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	Е.coli O78
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	E. coli O2
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	P. vulgaris
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	P. mirabilis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	P. aeruginosa
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	K. pneumoniae
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	C. perfringens
	МІК
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Y. enterocolitica
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	C. jejuni
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	C. diversus
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	
	+
	+
	+
	+

	E. agglomerans
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+


Мінімальна інгібуюча та бактерицідна концентрація для культур S.  aureus, S. fecalis, S. pullorum, S. typhimurium, P. aeruginosa, K. pneumoniae та Y. enterocolitica становила 0,59 мкг/см3 та 2,34 мкг/см3 відповідно. Після цього досліджували суміш препаратів. 

Таблиця 3.9

Мінімальна інгібуюча та бактерицидна концентрація суміші антибактеріальних препаратів тілозин тартату та тіамулін гідроген фумарату у співвідношенні 1:1

	Культури

мікроорганізмів
	
	Концентрація, мкг/см3

	
	Тіам+Тіл
	250
	62,5
	31,25
	15,625
	7,813
	3,907
	1,953
	0,977
	0,486
	0,243
	К

	
	Тіамулін
	125
	31,25
	15,625
	7,813
	3,907
	1,953
	0,977
	0,486
	0,243
	0,121
	

	
	Тілозін
	125
	31,25
	15,625
	7,813
	3,907
	1,953
	0,977
	0,486
	0,243
	0,121
	

	S. aureus
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	S. fecalis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	S. pullorum
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	S.typhimurium


	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	S. enteritidis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	Е.coli O78
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	E. coli O2
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	P. vulgaris
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	P. mirabilis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	P. aeruginosa
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	K. pneumoniae
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	C. perfringens
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	Y. enterocolitica
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	C.  jejuni
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	C. diversus
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	E. agglomerans
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+


При дослідженні препарату, у співвідношенні між активнодіючими речовинами (АДР) 1:1 встановлена його висока активність по відношенню до досліджуваних штамів S. fecalis, S. pullorum, S. enteritidis, E. сoli О2, P.  aeruginosa та K. pneumoniae при мінімальній інгібуючій та бактерицидній концентрації препарату 0,97 мкг/см3 та 1,95 мкг/см3 відповідно. Мінімальна інгібуюча та бактерицидна концентрація інших культур мікроорганізмів були дещо вищими і становили відповідно 0,97 мкг/см3 та 1,95 мкг/см3 (табл.3.9). 
Таблиця 3.10

Мінімальна інгібуюча та бактерицидна концентрація антибактеріальних препаратів тілозин тартату та тіамулін гідроген фумарату у співвідношенні 1:2

	Культури

мікроорганізмів
	
	Концентрація, мкг/см3

	
	Тіам+Тіл
	250
	62,5
	31,25
	15,63
	7,813
	3,907
	1,953
	0,978
	0,486
	0,243
	К

	
	Тіамулін
	83,3
	20,83
	10,41
	5,21
	2,603
	1,302
	0,651
	0,325
	0,163
	0,081
	

	
	Тілозін
	166,6
	41,67
	20,84
	10,42
	5,210
	2,605
	1,302
	0,653
	0,323
	0,162
	

	S. aureus
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	S. fecalis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	S. pullorum
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	S.typhimurium


	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	S. enteritidis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	Е.coli O78
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	E. coli O2
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	P. vulgaris
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	P. mirabilis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	P. aeruginosa
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	K. pneumoniae
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	C. perfringens
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Y. enterocolitica
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	C. jejuni
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	C. diversus
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	E. agglomerans
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+


Дослідження препарату, у співвідношеннях 1:2 показало, що його інгібуюча та бактерицидна концентрація по відношенню до досліджуваних штамів мікроорганізмів значно вища ніж при співвідношенні активнодіючих речовин 1:1. Найбільшу мінімальну інгібуючу концентрацію препарату в якому вміст тілозину був у двічі більшим виявляли при рості культур S.  typhimurium, P. vulgaris, Y. enterocolitica, C. perfringens, C. diversus та E.  agglomerans - 7,813 мкг/см3 (табл. 3.10). 
Таблиця 3.11

Мінімальна інгібуюча та бактерицидна концентрація антибактеріальних препаратів тілозин тартату та тіамулін гідроген фумарату у співвідношенні 2:1

	Культури

мікро –організмів
	
	Концентрація, мкг/см3

	
	Тіам+Тіл
	250
	62,5
	31,25
	15,63
	7,813
	3,907
	1,953
	0,978
	0,486
	0,243
	К


	
	Тіамулін
	166,6
	41,67
	20,84
	10,42
	5,210
	2,605
	1,302
	0,653
	0,323
	0,162
	

	
	Тілозін
	83,3
	20,83
	10,41
	5,21
	2,603
	1,302
	0,651
	0,325
	0,163
	0,081
	

	S. aureus
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	S. fecalis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	S. pullorum
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	S.typhimurium


	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	S. enteritidis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	Е.coli O78
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	E. coli O2
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	P. vulgaris
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	P. mirabilis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	P. aeruginosa
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	K. pneumoniae
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	C. perfringens
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Y. enterocolitica
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	C. jejuni
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	C. diversus
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	E. agglomerans
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+


Схожі дані було отримано при дослідженні препарату в співвідношенні 2:1 (табл. 3.11). В даному випадку більш чутливими були S.  аureus, S. fecalis, S. pullorum, S.  enteritidis, P. aeruginosa, Y. enterocolitica, C.  jejuni.
Таблиця 3.12 

Мінімальна інгібуюча та бактерицидна концентрація антибактеріальних препаратів тілозин тартату та тіамулін гідроген фумарату у співвідношенні 1:3
	Культури

мікроорганізмів
	
	Концентрація, мкг/см3

	
	Тіам+Тіл
	250
	62,5
	31,25
	15,63
	7,813
	3,907
	1,953
	0,978
	0,486
	0,243
	К

	
	Тіамулін
	62,5
	15,63
	7,815
	3,908
	1,954
	1,172
	0,977
	0,244
	0,122
	0,061
	

	
	Тілозін
	187,5
	46,87
	23,435
	11,722
	5,859
	3,516
	2,830
	0,734
	0,364
	0,182
	

	S. aureus
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	S. fecalis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	S. pullorum
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	S.typhimurium


	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	S. enteritidis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Е. coli O78
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	E. coli O2
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	P. vulgaris
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	P. mirabilis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	P. aeruginosa
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	K. pneumoniae
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	C. perfringens
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Y. enterocolitica
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	C. jejuni
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	C. diversus
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	E. agglomerans
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+


Препарати у співвідношенні 1:3 були найбільш ефективні до S. fecalis, S.  pullorum, S. enteritidis, P. aeruginosa, Y. enterocolitica, C. jejuni, але S. аureus до такого співвідношення була більш стійка ніж до співвідношення 2:1 (табл.  3.12). 
Таблиця 3.13

Мінімальна інгібуюча та бактерицидна концентрація антибактеріальних препаратів тілозин тартату та тіамулін гідроген фумарату у співвідношенні 3:1
	Культури

мікроорганізмів
	
	Концентрація, мкг/см3

	
	Тіам+Тіл
	250
	62,5
	31,25
	15,63
	7,813
	3,907
	1,953
	0,978
	0,486
	0,243
	К

	
	Тіамулін
	187,5
	46,87
	23,135
	11,722
	5,859
	2,830
	1,465
	0,734
	0,364
	0,182
	

	
	Тілозін
	62,5
	15,63
	7,815
	3,908
	1,954
	0,977
	0,488
	0,244
	0,122
	0,061
	

	S. aureus
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	S. fecalis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	S. pullorum
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	S.typhimurium


	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	S. enteritidis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	Е.coli O78
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	E. coli O2
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	P. vulgaris
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	P. mirabilis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	P. aeruginosa
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	K. pneumoniae
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	C. perfringens
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Y. enterocolitica
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	C. jejuni
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	C. diversus
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	E. agglomerans
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+


Складові препарату у співвідношенні 3:1 ефективні, але S. fecalis був стійким до 15,63мкг/см3 (табл. 3.13). 
Таблиця 3.14

Мінімальна інгібуюча та бактерицидна концентрація антибактеріальних препаратів тілозин тартату та тіамулін гідроген фумарату у співвідношенні 2:3
	Культури

мікро-

організмів
	
	Концентрація, мкг/см3

	
	Тіам+Тіл
	250
	62,5
	31,25
	15,63
	7,813
	3,907
	1,953
	0,975
	0,486
	0,243
	К

	
	Тіамулін
	105,0
	26,0
	13,00
	6,50
	3,250
	1,645
	0,823
	0,411
	0,206
	0,103
	

	
	Тілозін
	145,0
	36,5
	18,25
	9,13
	4,563
	2,262
	1,130
	0,564
	0,280
	0,143
	

	S. aureus
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	S. fecalis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	S. pullorum
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	S. typhimurium


	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	S. enteritidis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	Е. coli O78
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	E. coli O2
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	P. vulgaris
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	P. mirabilis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	P. aeruginosa
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	K. pneumoniae
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	C. perfringens
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Y. enterocolitica
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	C. jejuni
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	C. diversus
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	E. agglomerans
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+


На наступному етапі було взято співвідношення складових 2:3 (3.14). У даному експерименті також не було отримано повного ефекту щодо стрептококів. 
При дослідженні чутливості мікроорганізмів до складових препарату "ТімТіл  250" у співвідношенні 3:2 встановлено, що дана комбінація активно - діючих субстанцій тіамуліну гідроген фумарат та тілозину тартат є найбільш вдалою (табл.  3.15).
Таблиця 3.15

Мінімальна інгібуюча та бактерицидна концентрація антибактеріальних препаратів тілозин тартату та тіамулін гідроген фумарату у співвідношенні 3:2
	Культури

мікроорганізмів
	
	Концентрація, мкг/см3

	
	Тіам+Тіл
	250,0
	62,5
	31,25
	15,63
	7,813
	3,907
	1,953
	0,975
	0,486
	0,243
	К

	
	Тіамулін
	145,0
	36,25
	18,125
	9,062
	4,231
	2,115
	1,052
	0,526
	0,263
	0,132
	

	
	Тілозін
	105,0
	26,25
	13,125
	6,568
	3,582
	1,792
	0,938
	0,449
	0,223
	0,111
	

	S. aureus
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	S. fecalis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+
	+
	+

	S. pullorum
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	S. typhimurium


	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	S. enteritidis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	Е. coli O78
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	E. coli O2
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	P. vulgaris
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	P. mirabilis
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	P. aeruginosa
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	K. pneumoniae
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	C. perfringens
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	Y. enterocolitica
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	C. jejuni
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	C. diversus
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+

	E. agglomerans
	МІК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+

	
	МБК
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	−
	+
	+
	+


Мінімальна інгібуюча концентрація та мінімальна бактерицидна концентрація суміші активно діючих речовин для більшості досліджуваних культур становила відповідно 0,243 мкг/см3 та 0,486 мкг/см3 відповідно. Виключенням були культури S. aureus, S. fecalis відповідні показники для яких були на порядок вищими і становили: мінімальна інгібуюча концентрація – 0,975 мкг/см3; мінімальна бактерицидна концентрація – 1,95 мкг/см3 . Таким чином, на даному етапі досліджень встановлено, що найменші мінімальна інгібуюча та мінімальна бактерицидна концентрація складових нового препарату виявлені при співвідношенні тіамуліну гідроген фумарат та тілозину тартрат 3:2. При визначенні мінімальної подавляючої концентрації препарату "ТімТіл 250" було встановлено що при розведенні препарату "ТімТіл 250" 1:32 у пробірках з усіма культурами не спостерігали видимого росту (табл. 3.16).
Таблиця 3.16

Результати визначення мінімальної пригнічуючої концентрації препарату "ТімТіл 250"

	№ пробірки ряду
	Ступінь розведення

препарату
	S. aureus
	S. pullorum
	Е. coli O78
	S. enteritidis
	E. coli O2
	E. coliO2штам 1257
	P. vulgaris
	P. mirabilis
	P. aeruginosa
	K. pneumoniae
	C. perfringens
	Y. enterocolitica
	C. jeuini
	C. diversus
	E. agglomerus

	1
	преп.
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	2
	1:2
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	3
	1:4
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	4
	1:8
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	5
	1:16
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	6
	1:32
	–
	–
	–
	–
	−
	−
	–
	−
	–
	–
	–
	−
	−
	–
	–

	7
	1:64
	–
	–
	–
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	–
	+
	+
	+
	+
	+

	8
	1:128
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	9
	1:256
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	10
	1:512
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+


Примітка:  "+" – видимий ріст бактерій; "-" – відсутність видимого росту бактерій.  
При розведенні препарату 1:64 відмічали видимий ріст культур E. coli O2, E.  coli  O2 штам 1257, P. mirabilis, Y. еnterocolitica та C. jeuini.
Таким чином, було доведено, що комплексний препарат "ТімТіл 250", який проявляє високу активність по відношенню до широкого спектра патогенних та умовно-патогенних мікроорганізмів. 1 см3 препарату містить активнодіючі речовини: тіамуліну гідроген фумарат − 145 мг; тилозину тартрат – 105 мг; допоміжні речовини: пропіленгліколь, етанол, пропілгалат, бутил-4-гідроксибензоат, апірогенну воду – до 1 см3.

3.1.1.3. Фармакокінетика складових препарату "ТімТіл 250"
Вивчення фармакокінетики тілозіну та тіамуліну проводили в дослідах на курчатах після одноразового введення комплексного антибактеріального препарату "ТімТіл 250" в терапевтичній дозі 1 см3 на 1 дм3 води показало, що антибіотики швидко всмоктуються в шлунково-кишковому тракті і надходять в усі органи і тканини птиці (рис. 3.1, 3.2, 3. 3). Через 1 годину після введення лікарського засобу концентрації антибіотиків у всіх органах і тканинах досягали бактеріостатичних значень і підтримувалися на високому рівні протягом 6-9 годин.
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Рис. 3.1. Розподіл тілозину та тіамуліну в печінці та нирках курчат
Найбільш високий рівень тілозіну встановлено у нирках через 1 годину (8,32  мкг  / г); в сироватці крові, серцевому м'язі, печінці, скелетному м'язі через 3 години (3,86; 3,19; 5,32; 2,90 мкг / г відповідно), а в легенях - через 6 годин (3,51  мкг  /  г) після введення лікарського засобу. Поступово зміст препарату знижується і до 9 годині його рівень у нирках становить 3,2 мкг / г, в сироватки крові - 1,11 мкг / мл, в скелетному м'язі і печінки - 1,19 і 1,37 мкг/  г, в серцевому м'язі і легких - 0,71 і 0,68 мкг / г відповідно. Через 24 години кількість тілозіну в сироватці крові, легенів, печінки і нирках птиці продовжувала залишатися на рівні мінімальної концентрації (0,1-0,19 мкг / см3). 
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Рис. 3.2. Наявність тілозину та тіамуліну в серцевому м’язі та скелетних м’язах
Фармакокінетичні параметри тіамуліну у внутрішніх органах курчат були дещо нижчими, ніж тілозину. Максимальний вміст тіамуліну через 1 годину після введення препарату встановлено в печінці (4,01 мкг / г) і нирках (4,48 мкг / г), через 3 години на серце (1,14 мкг / г), через 6 годин на сироватці крові (2,41 мкг / см3), в легенях (1,54  мкг / г) і в скелетному м'язі (1,49 мкг / г). У цих органах препарат утримувався в терапевтичних концентраціях протягом 15-18 годин.

Найбільш тривале перебування максимальних концентрацій тілозіну і тіамуліну в печінці та нирках, свідчать про участь цих органів у накопиченні, метаболізмі і виділенні препаратів з організму птиці. Наведені результати досліджень відображають фармакокінетику препарату "ТімТіл 250" після одноразового перорального введення. Однак на практиці лікарські засоби застосовують птиці при курсовому введенні (3 – 5 діб) в організм з водою або кормом.
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Рис. 3.3. Наявність тілозину та тіамуліну в легенях та сироватці крові
Тому нами була вивчена фармакокінетика комплексного препарату в наближених до вирощування бройлерів умовах, при багаторазовому постійному введенні лікарського засобу з водою. Для цього були проведені досліди на птиці, якій протягом 5 діб випоювали лікарський засіб у терапевтичній дозі 1 см3 препарату на 1 дм3 води, яка була єдиним джерелом пиття. Згідно з нашими попередніми дослідженями чутливість більшості культур ешерихій, сальмонел, стафілококів, стрептококів та інших мікроорганізмів до тілозину і тіамуліну коливався в межах 0,05-0,25 мкг / см3. 

Отримані нами дані (рис. 3.4) показали, що введення комбінованого антибактеріального препарату з водою дозволило швидко протягом 1 год створити терапевтичні концентрації тілозину і тіамуліну в крові і підтримувати їх на рівні 0,3-0,4 мкг / см3 впродовж усього курсу лікування, що перевищує мінімальні пригнічуючі концентрації для більшості видів мікроорганізмів.
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Рис. 3.4. Розподіл тілозину і тіамуліну в організмі курчат при п'ятиденному курсовому застосуванні препарату "ТімТіл 250"
При визначенні залишкових кількостей антибіотиків в органах і тканинах птиці встановлено, що тілозин і тіамулін не акумулювались у високих концентраціях у тканинах і досить швидко виводились із організму. Через 3 доби (таблиця 3.17 і 3.18) після курсового п'ятиденного застосування комплексного антибактеріального препарату з водою, кількість антибіотиків у тканинах птиці починало знижуватися і до 4 доби тілозин реєструвався лише у м'язах, печінці та шкірі на рівні 0,025-0,07мкг/г, а тіамулін на рівні 0,03-0,17мкг/г. 

Таблиця 3.17

Динаміка виведення тілозину (мкг/г) з організму курчат, n = 10 (M±m)

	Органи та тканини
	Терміни дослідження, діб

	
	2 
	3 
	4 
	5 
	6 

	М'язи
	0,32±0,06
	0,19±0,07
	0,07±0,05
	0,01±0,02
	0

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

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

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

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

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


На 5-ту добу дослідження тіамулін не був виявлений в органах і тканинах, а тілозин реєструвався на рівні чутливості методу 0,01-0,11мкг/г тільки в нирках і шкірі. 

Таблиця 3.18

Динаміка виведення тіамуліну (мкг/г) з організму дослідних курчат,

 n = 10 (M±m)

	Органи та тканини
	Терміни дослідження, діб

	
	2 
	3
	4
	5
	6

	М'язи
	0,76±0,26
	0,36±0,08
	0,13±0,11
	0
	0

	Нирки
	0,23±0,05
	0,02±0,04
	0
	0
	0

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

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

	Шлунок
	0,15±0,04
	0
	0
	0
	0

	Серце
	0,51±0,06
	0,06±0,07
	0
	0
	0


Через 6 діб після останнього застосування препарату залишки препаратів в органах і тканинах птиці не виявляли.
Відсутність залишкових кількостей тілозину та тіамуліну в організмі птиці на 6 добу після останнього введення комплексного антибактеріального препарату дає підставу рекомендувати використовувати м'ясо бройлерів в їжу людини після закінчення цього терміну.

3.1.1.4. Визначення параметрів гострої токсичності  препарату "ТімТіл 250" на білих мишах 
У результаті визначення гострої токсичності комплексного антибактеріального препарату "ТімТіл 250" в дослідах на білих мишах нами було встановлено, що лікарський засіб за параметрами гострої токсичності, згідно з ГОСТ 12.1.007-76, належить до 4 класу небезпеки - речовини мало безпечні (для білих мишей ЛД50 при введенні в шлунок> 5000 мг / кг).

Вивчення гострої токсичності комплексного антибактеріального препарату в дослідах на курчатах показало, що лікарський засіб у дозі 5350 мг/кг не викликає змін у фізіологічному стані птиці. Підвищення дози до 6577  мг / кг спричиняло у птиці пригнічення, зниження рухливої активності і призводило до загибелі частини курчат. При введенні препарату в дозі 6750 мг/ кг відзначалась загибель всіх курчат впродовж 10 годин (таблиця 3.19).

Таблиця 3.19

Параметри токсичності препарату "ТімТіл 250" в дослідах на білих мишах і курчатах

	Показник (мг / кг)

	вид тварин 
	максимально допустима доза 
	ЛД16
	ЛД50
	ЛД84
	абсолютно смертельна доза

	Миші
	5125 
	5166,6
	5846,6
(5476,15(6217,05)
	6526,6
	6250,0 

	Курчата
	5350 
	5400,1
	5484

(5470(5965)
	6577
	6750,0 


Вивчення субхронічної токсичності комплексного антибактеріального препарату в дослідах на білих мишах показало, що при введенні лікарського засобу в дозах 1 / 5 ЛД50, 1 / 10 ЛД50 та 1 / 20 ЛД50 загибелі тварин не відзначали (таблиця 3.20 ).
Таблиця 3.20

Динаміка зміни маси тіла білих мишей при вивченні субхронічної токсичності препарату "ТімТіл 250"
	№ групи тварин
	Доза від ЛД50
	Приріст маси білих мишей (г)

	
	
	14 діб
	21 діб
	31 діб

	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


Проведені дослідження виявили закономірності впливу комплексного антибактеріального препарату на ріст і розвиток мишей. Встановлено, що зміни маси тіла мишей впродовж 20 діб досліду мало дозозалежний характер. Найвищі дози на 21-й день експерименту забезпечували максимальне збільшення живої маси
 у тварин, що, мабуть, пов'язано з наявністю у складі лікарського засобу антибіотиків, що мають ростостимулюючу дію.
Результати дослідів з вивчення загальнокомпенсаторних реакцій організму мишей у пробі з плаванням на введення комплексного антибактеріального препарату (таблиця 3.21 ) показало, що час плавання мишей також мало дозозалежний характер. Збільшення часу плавання мишей (Р <0,05), які отримували найбільші дози препарату (1 / 5 і 1 / 10 ЛД50), на 21 день досвіду, порівняно з контролем, може бути пов'язане з мобілізацією захисних сил організму під впливом антибіотиків. 
Таблиця 3.21

Час плавання та наркотичного сну білих мишей при вивченні субхронічної токсичності комплексного препарату (21 день досліду)

	№ групи
	Доза від ЛД50
	Середній час плавання (хвилини)
	Середній час сну (хвилини)

	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


Ще одним підтвердженням збільшення адаптивно-компенсаторних реакцій організму на введення препарату стало зменшення часу медикаментозного сну у дослідних групах порівняно з контролем. Після відміни препарату відбувалося виснаження захисних сил організму, що проявлялося в збільшенні часу сну і зниженні тривалості часу плавання мишей у групах, які отримували лікарський засіб у максимальних дозах. 
Результати вивчення субхронічної токсичності комплексного антибактеріального препарату на курчатах показали, що застосування лікарського засобу у терапевтичній дозі, дворазовій терапевтичній дозі і чотирикратній терапевтичній дозі (відповідно 14, 28 і 56 мг / кг маси тіла) не викликав загибелі і функціональних змін в організмі птиці. Було встановлено, що у всіх групах курчат закономірно відбувалося збільшення маси тіла. При цьому у птиці, яка отримували препарат в максимальній дозі, протягом перших 10 діб приріст маси відбувався повільніше, ніж у контрольній групі, але вже до 21 дня ці відмінності не мали статистичної вірогідності (P> 0,05). 
У дослідних та контрольної групах не встановлено значних відмінностей у вагових коефіцієнтах внутрішніх органів курчат (таблиця 3.22 ).
Зазначені окремі зміни вагових індексів печінки і нирок курчат, які отримували препарат у максимальних дозах, свідчать про велику завантаженість на ці органи, пов'язану з метаболізмом і виділенням тілозину та тіамуліну з організму птиці. Дослідження крові показали, що застосування курчатам з водою протягом 21 дня комплексного антибактеріального препарату в терапевтичній дозі, а також у дозах, які в 2 і 4 рази перевищують терапевтичну, не мало негативного впливу на морфологічні та біохімічні показники крові курчат.
Таблиця 3.22

Вагові коефіцієнти внутрішніх органів курчат при визначенні субхронічної токсичності комплексного препарату, n = 10 (M±m)
	Органи
	Групи курчат / терміни дослідження, діб

	
	I
	II
	III
	IV (контроль)

	
	21 / 31 
	21 / 31
	21 / 31
	21 / 31 

	Серце
	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

	Легені
	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

	Печінка
	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

	Нирки
	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

	Селезінка
	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 чином, при оцінці безпеки комплексного антибактеріального препарату при тривалому двадцяти добовому введенні в дослідах на лабораторних тваринах встановлено, що максимальні дози лікарського засобу викликають зворотні зміни в
 організмі мишей. Застосування препарату в дозі 1 / 20 ЛД50 лабораторним тваринам, двократної терапевтичної та чотирикратної терапевтичної доз птиці не викликає функціональних змін в організмі тварин. При оцінці кумулятивних властивостей враховували, що сумарно введена мишам і птиці доза комплексного антибактеріального препарату була відповідно 4600 і 5736 мг / кг маси тіла і не приводила до загибелі тварин. Це не дозволило розрахувати коефіцієнти кумуляції за показником "смертельний ефект". 
Проведені дослідження показали, що існує видова чутливість до препарату та токсичні дози для птиці нижчі, ніж для гризунів. Так, середньолетальна доза (ЛД50) лікарського засобу для курчат у 7,7 раза нижча, ніж для білих мишей. Різниця між максимально переносимою (5350 мг / кг) та добовою терапевтичною дозою (14 мг / кг) для курчат становила 5336 мг / кг. При цьому терапевтична ширина (відношення ЛД50 до терапевтичної дозі) лікарського засобу становить 104. 

Результати вивчення гострої та субхронічної токсичності комплексного антибактеріального препарату "ТімТіл 250" в дослідах на лабораторних тваринах та птиці свідчили, що лікарський засіб у дозах, що у багато разів перевищують терапевтичні, безпечні для курчат та лабораторних тварин і навіть у випадку передозування у виробничих умовах не викликали їх загибелі. 
Залежно від кількості введеного препарату "ТімТіл 250" білим мишам визначали середньосмертельну (DL50) дозу та основні параметри гострої токсичності, використовуючи методи Г. Кербера (1931), Г. Першина (1939,1950) та Б.М. Штабського (1980). Визначення середньосмертельних доз препарату методом Г. Першина проводили за формулою: 
	DL50 =
	Ʃ[(a + b) • (m − n)]

	
	200


де: a і b – величини суміжних доз,

m і n – відповідні цим дозам частоти смертельних наслідків у відсотках.

Визначення середньосмертельних доз препарату за Г. Кербером: 

	DL50 =
	DL100−
	Ʃ(z d)

	
	
	    m      


де: DL100 (DЕ100)– доза речовини, яка вивчається і викликає загибель (ефект, який враховується) у всій групі тварин;

d – інтервал між кожними двома суміжними дозами;

z – середньоарифметичне з числа тварин, що загинули, або у котрих спостерігалася прихована реакція під впливом кожних двох суміжних доз;

m – число тварин у кожній групі.

Визначення DL50 за Б.М. Штабським. 

Залежність відсотка летальності (Y) від дози (Х) може бути описана рівнянням прямої з кутовим коефіцієнтом (a):

Y = aХ + b  (3).
Значення a та b знаходили за формулами:
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Знаючи a та b, вирішували рівняння (3) відносно Х:
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Потім послідовно підставляли у формулу (6) значення Y, які рівні 50 %, 84 і 16 %, знаходимо DL50, DL16, DL84 та далі розраховували σ, m, mt (t – критерій Стьюдента) та довірчі межі за формулою DL50 ± mt.

У дослідах з визначення параметрів гострої токсичності препарату "ТімТіл 250" при внутрішньошлунковому введенні використано 160 білих мишей 10  - тижневого віку, масою 20 г (відхилення в масі ±1г).

У першій серії досліду було використано чотири групи білих мишей, яких підбирали за принципом аналогів (4 дослідних і 1 контрольна) по 10 голів у кожній. Препарат вводили вранці натще, внутрішньошлунково, одноразово за допомогою шприца з’єднаного з зондом у дозах 0,1; 0,3; 0,5 та 0,7 см3 препарату на одну тварину (відповідно на 1 кг маси см3 препарату / мг діючої речовини: 5/1250; 15/3750; 25/6250 та 35/8750). Контрольним тваринам вводили фізіологічний розчин по 0,7 см3 на тварину. 

З метою більш точного визначення середньосмертельних доз експериментального препарату "ТімТіл 250" була проведена друга серія дослідів з міждозовим інтервалом 0,5 см3/кг маси тварини.

У цій серії досліду використано 11 груп білих мишей (10 дослідних 1 контрольна) по 10 голів у кожній. Тварин у групи підбирали за принципом аналогів. 

У дослідах з визначення параметрів гострої токсичності при підшкірному введенні було використано 6 груп білих мишей (5 дослідних і одна контрольна), яких підбирали за принципом аналогів по 10 голів у кожній. 

Препарат "ТімТіл 250" вводили підшкірно, одноразово у дозах 0,3; 0,35; 0,4; 0,45; 0,5 см3 на тварину (відповідно на 1 кг м. т. см3 препарату / мг діючої речовини: 15/3750,0; 17,5/3965,0; 20/5000,0; 22,5/5625,0; 25/6250,0) (табл.3.23).

Таблиця 3.23
Динаміка загибелі білих мишей залежно від дози 

препарату "ТімТіл 250"
	Дози препарату, см3 /кг
	Загинуло /вижило, тварин

	5,0
	0/10

	15,0
	0/10

	25,0
	10/0

	35,0
	10/0


При аналізі отриманих даних встановлено, що при введенні білим мишам в шлунок препарату в дозі 25 см3/кг всі дослідні миші загинули, в той час як доза препарату 15мг\кг не спричиняла загибелі тварин.
На наступному етапі ми взяли дозу препарату від 20,5 см3/кг до 25,0 см3/кг і встановили, що доза 23,0 см3/кг викликає загибель тварин більше 50% (табл. 3.24).
Таблиця 3.24

Динаміка загибелі білих мишей залежно від дози препарату "ТімТіл 250", введеного в шлунок
	Гру-па 
	Доза
	Загинуло/ вижило, тварин
	Гру-па 
	Доза
	Загинуло/ вижило, тварин

	
	препарат, см3/кг
	діюча речовина, мг/кг
	
	
	препарат, см3/кг
	діюча речовина, мг/кг
	

	1
	20,5
	5125
	0/10
	6
	23,0
	5750
	6/4

	2
	21,0
	5250
	2/8
	7
	23,5
	5875
	7/3

	3
	21,5
	5375
	3/7
	8
	24,0
	6000
	8/2

	4
	22,0
	5500
	4/6
	9
	24,5
	6125
	9/1

	5
	22,5
	5625
	5/5
	10
	25,0
	6250
	10/0


Наступним етапом ми визначили середньосмертельну дозу препарату. Результати з визначення середньосмертельних доз препарату "ТімТіл 250" методом Г. Першина наведені у таблиці 3.25. 
Таблиця 3.25

Визначення параметрів гострої токсичності препарату "ТімТіл 250" при внутрішньошлунковому введенні білим мишам за Г. Першиним
	Дози препарату, см3/кг
	20,5
	21,0
	21,5
	22,0
	22,5
	23,0
	23,5
	24,0
	24,5
	25,0

	Результати - 

загинуло/

вижило тварин
	0/10
	2/8
	3/7
	4/6
	5/5
	6/4
	7/3
	8/2
	9/1
	10/0

	Відсоток тварин, які загинули
	0
	20
	30
	40
	50
	60
	70
	80
	90
	100

	a + b
	             41,5   42,5   43,5   44,5    45,5   46,5   47,5    48,5    49,5

	m – n
	             20      10      10      10       10      10      10        10       10

	(a + b) • (m − n)
	             830    425    435   445     455    465    475    485    495

	DL50=
	[(a + b) • (m − n)]
	=
	830+425+435+445+455+465+475+485+495
	=
	4510
	=
	22,55

	
	            200
	
	200
	
	200
	
	



Отже, виходячи з розрахунків за методом Г. Першина, середньосмертельна доза (DL50) препарату "ТімТіл 250" при внутрішньошлунковому введенні для білих мишей становить 22,55 см3 на 1 кг маси тварини, що за сумарною кількістю АДР становила 5637,0 мг/кг маси тварини. 
Для порівняння ми визначили гостру токсичність препарату і за методом Г.Кербера (таблиця 3.26). 
Таблиця 3.26 

Визначення гострої токсичності препарату "ТімТіл 250" при внутрішньошлунковому введенні білим мишам за Г. Кербером
	Дози препарату, см3/кг
	20,5
	21,0
	21,5
	22,0
	22,5
	23,0
	23,5
	24,0
	24,5
	25,0

	Вижило тварин
	10
	9
	7
	6
	5
	4
	3
	2
	1
	0

	Загинуло тварин
	0
	1
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	z
	              0,5     2,0     3,5    4,5     5,5     6,5     7,5     8,5     9,5

	d
	              0,5     0,5     0,5    0,5     0,5     0,5     0,5     0,5     0,5

	z d
	              0,25   1,0   1,75  2,55   2,75    3,25    3,75   4,25   4,75


	DL50 =
	DL100 −
	Ʃ(z d)
	= 25,0 −
	0,25+1,0+1,75+2,55+2,75+3,25+3,75+4,25+4,75
	= 22,55

	
	
	m
	
	10
	


Виходячи з даних розрахунку середньосмертельної дози препарату "ТімТіл 250", при введенні в шлунок за Г. Кербром встановлено, що DL50  для білих мишей становить 22,55 см3 препарату на 1 кг маси тварини (4637 мг сумарна кількість АДР на 1 кг м. т.). 
З цією же метою провели дослідження і за методом Б.М. Штабського. При визначенні середньосмертельної дози препарату за названим методом були отримані аналогічні результати, які наведені в таблиці 3.27.
Таблиця 3.27

Визначення середньосмертельних доз препарату "ТімТіл 250" при внутрішньошлунковому введенні білим мишам за Б.М. Штабським
	Y
	X

	
	см3 (препарату) /кг
	мг (діючої речовини) /кг

	50,00
	22,0
	5500

	60,00
	23,0
	5750

	70,00
	23,5
	5875

	∑ = 180,00
	∑ = 68,5
	∑ = 17125


Отже:

α, згідно з формулою (4) = (70,00 – 50,00) : (5875 - 5500) = 20 : 375 = 0,053;

b із формули (5) = (180,00 - 0,0053 ∙ 17125) : 3 = (180,00 - 907) : 3= -727 : 3 = 242,333;

DL50 = (50 + 242,333) : 0,053 = 292,333 : 0,053= 5846,6 мг/кг;

DL16 = (16 + 242,333) : 0,053  = 258,333 : 0,053 = 5166, 6 мг/кг;

DL84 = (84 + 242,333) : 0,053  = 326,333 : 0,053 = 6526,6 мг/кг;

2α = DL84 - DL16 = 6526,6 - 5166, 6 = 1360,0;

m = 2α : (√2 ∙ N) = 1360,0 : √2 · 30 = 1360,0 : 7,746 = 175,57;

mt = 175,57 ∙ 2,11 = 370,45;·

Нg = DL50 - mt = 5846,6 – 370,45 = 5476,15;

Вg = DL50 + mt = 5846,6 + 370,45 = 6217,05.
Таким чином, параметри середньосмертельної дози препарату "ТімТіл250" для білих мишей при внутрішньошлунковому введенні згідно з розрахунками за методом Б.М. Штабського становлять у перерахунку на сумарну кількість речовин: DL50 = 5846,6 (5476,15 ÷ 6217,05) мг/кг. 
Порівнюючи отримані дані середньосмертельної дози препарату при внушньошлунковому введенні білим мишам за різними методами можемо сказати, що вони вірогідні, препарат належить до малотоксичних речовин (таблиця 3.28).
Таблиця 3.28 

Величини середньосмертельних доз препарату "ТімТіл 250" для білих мишей при внутрішньошлунковому введенні

	Методи підрахунків за:
	Середньосмертельна доза за внутрішньошлункового введення (DL50) в см3/кг
	Середньосмертельна доза за внутрішньошлункового введення (DL50) в мг/кг (за діючою речовиною)

	Г. Першина 
	22,55 
	5637

	Г. Кербером
	22,55
	5637

	Б.М. Штабським
	23,386 (21,904 ÷ 24,868)
	5846,6 (5476,15 ÷ 6217,05)


Наступними дослідами встановили середньосмертельну дозу препарату при підшкірному введенні білим мишам і з'ясували, що препарат в дозі 25 см3/кг спричинив 100% загибель тварин (таблиця 3.29).

Таблиця 3.29

Параметри середньосмертельних доз препарату "ТімТіл 250" при підшкірному введенні білим мишам

	Група тварин
	Доза
	Загинуло/ вижило, тварин

	
	препарат, см3/кг
	Діюча речовина, мг/кг
	

	1
	15,0
	3750
	0/10

	2
	17,5
	4375
	0/10

	3
	20,0
	5000
	2/8

	4
	22,5
	5625
	5/5

	5
	25,0
	6250
	10/0


Було також проведено порівняльні дослідження за різними методами (таблиця 3.30 – 3.32).
Таблиця 3.30

Визначення середньосмертельної дози препарату "ТімТіл 250" при підшкірному введенні білим мишам за Г. Першиним
	Дози препарату, см3/кг
	15,0
	17,5
	20,0
	22,5
	25,0

	Результати, що спостерігалися, 

загинуло /вижило тварин
	0/10
	0/10
	2/8
	5/5
	10/0

	Відсоток тварин, які загинули
	0
	0
	20
	50
	100

	a + b
	                      32,5        37,5         42,5           47,5

	m – n
	                      0           20            30              50

	(a + b) • (m − n)
	                       0        750           1275            2375

	DL50=
	[(a + b) • (m − n)]
	=
	0+750+1275+2375
	=
	4400
	=
	22,0

	
	             200
	
	200
	
	200
	
	


Отже, виходячи з розрахунків за методом Г. Першина, середньосмертельна доза (DL50) препарату "ТімТіл 250" для білих мишей при підшкірному введенні становить 22,0 см3 на 1 кг маси тварини, що відповідає - 5500 мг/кг маси тварини (за діючою речовиною).

Таблиця 3.31

Визначення середньосмертельної дози препарату "ТімТіл 250"при підшкірному введенні білим мишам за Г. Кербером
	Дози препарату, см3/кг
	15,0
	17,5
	20,0
	22,5
	25,0

	Вижило тварин
	10
	10
	8
	5
	0

	Загинуло тварин
	0
	0
	2
	5
	10

	z
	                      0              1             3,5             7,5

	d
	                    2,5           2,5           2,5            2,5

	z d
	                    0            2,5          8,75           18,75


	DL50 =
	DL100 −
	Ʃ(z d)
	= 25,0 −
	0+2,5+8,75+18,75
	= 22,0

	
	
	m
	
	10
	


Виходячи з даних розрахунку середньосмертельної дози препарату "ТімТіл250" при введенні під шкіру за Г. Кербером встановлено, що LD50 для білих мишей становить 22,0 см3 препарату на 1 кг маси тварини (5500 мг/кг сумарної кількості АДР на 1 кг маси тварини). 

Таблиця 3.32

Визначення середньосмертельної дози препарату "ТімТіл 250" при підшкірному введенні білим мишам за Б.М. Штабським

	Y
	X

	
	см3 (препарату) /кг
	мг (діючої речовини) /кг

	20,00
	20,0
	5000

	50,00
	22,5
	5625

	100,00
	25,0
	6250

	∑ = 170,00
	∑ = 67,5
	∑ = 16875


Отже:

α, згідно з формулою (4) = (100,00 – 20,00) : (25,0-20,0) = 80 : 5 = 16;

b  із  формули (5) = (170,00 - 16 ∙ 50) : 3 = (180,00 - 315) : 3= -630 : 3 = 210;

DL50 = (50 + 210) : 16 = 260:16= 16,25 см3/кг;

DL16 = (16 + 210) : 16 = 226 : 16 = 14,125 см3/кг;

DL84 = (84 + 210) : 16  = 294:16 = 18,375 см3/кг;

2α = DL84 - DL16 = 18,375 – 14,125 = 4,250 см3 /кг;

m = 2α : (√2 ∙ N) = 4,250 : √2 · 30 = 4,250 : 7,75 = 0,548;

mt = 0,548 ∙ 2,11 = 1,1 6;·

Нg = DL50 - mt = 16,25 – 1,16 = 16,238;

Вg = DL50 + mt = 16,25 + 1,16 = 17,410.

Таким чином, параметри середньосмертельної дози препарату "ТімТіл 250"для білих мишей при підшкірному введенні при обчисленні за методом Б.М. Штабського становлять см3/кг:

DL50 = 16,25 (16,238÷17,410), відповідно за сумарною кількістю АДР мг/кг DL50 = 4062,5 (4059,5÷4352,5). 

У таблиці 3.33 наведені дані порівняльного визначення середньо- смертельних доз препарату "ТімТіл 250" для білих мишей за різними методами при підшкірному введенні. За різними методами отримані аналогічні результати.

Таблиця 3.33
Величини середньосмертельних доз препарату "ТімТіл 250" для білих мишей при підшкірному введенні

	Методи підрахунків за:
	Середньосмертельна доза за підшкірного введення (DL50) в см3/кг
	Середньосмертельна доза за підшкірного введення (DL50) в мг/кг (за діючою речовиною)

	Г. Першина 
	22,0
	5500

	Г. Кербером
	22,0
	5500

	Б.М. Штабським
	16,25 (16,238÷17,410)
	4062,5 (4059,5÷4352,5)


На наступному етапі досліду визначали середньосмертельну дозу "ТімТіл 250" шляхом введення препарату внутрішньочеревно. Для досліду підібрали 15 груп білих мишей по 10 голів у кожній. "ТімТіл 250" вводили у дозах від 0,1 до 1,5 см3 на 1 кг маси з інтервалом між дозами 0,1 см3. Результати визначення гострої токсичності препарату "ТімТіл 250" при внутрішньочеревному введенні білим мишам наведені у таблиці 3.34.
Таблиця 3.34

Гостра токсичність препарату "ТімТіл 250" при внутрішньочеревному введенні

	ДР препарату, мг/кг
	Загинуло/ вижило, тварин
	ДР препарату, мг/кг
	Загинуло/ вижило, тварин

	175,0
	0/10
	250,0
	4/6

	200,0
	1/9
	275,0
	6/4

	225,0
	2/8
	300,0
	10/0


Визначення середньосмертельних доз препарату "ТімТіл 250" методом Г. Першина (1950) проводили за формулою: 

	DL50 =
	Ʃ[(a + b) • (m − n)]

	
	             200


де: a і b – величини суміжних доз, m і n – відповідні цим дозам частоти смертельних наслідків у відсотках.

Таблиця 3.35

Визначення середньосмертельної дози препарату "ТімТіл 250" при внутрішньочеревному введенні за Г. Першиним (1950)
	ДР препарату, мг/кг
	175,0
	200,0
	225,0
	250,0
	275,0
	300,0

	Результати, що спостерігалися,

загинуло /вижило тварин
	0/10
	1/9
	2/8
	4/6
	6/4
	10/0

	Відсоток тварин, які загинули
	0
	10
	20
	40
	60
	100

	a + b
	375,0
	425,0
	475,0
	525,0
	575,0

	m − n
	
	10
	10
	20
	20
	40

	(a + b) • (m − n)
	
	3750
	4250
	9500
	10500
	23000


	DL50 =
	Ʃ[(a + b) • (m −n)]
	3750+4250+9500+10500+23000
	=
	51100
	=
	2550

	
	             200
	            200
	
	200
	
	


Отже DL50 при внутрішньочеревному введенні препарату "ТімТіл 250" білим мишам становить 10,2 см3 на 1 кг маси, що в десять разів перевищує терапевтичну дозу.

Визначення середньосмертельних доз препарату "ТімТіл 250" за Г. Кербером (1931): 

	DL50 =
	DL100−
	(z d)

	
	
	     m      


де: DL100 (DЕ100)– доза речовини, яка вивчається і викликає загибель (ефект, який враховується) у всій групі тварин; d – інтервал між кожними двома суміжними дозами; z – середньоарифметичне з числа тварин, що загинули, або у яких спостерігалася прихована реакція під впливом кожних двох суміжних доз; m – число тварин у кожній групі.

Таблиця 3.36 

Визначення середньосмертельної дози препарату "ТімТіл 250" при внутрішньочеревному введенні за Г. Кербером (1931)
	ДР препарату, мг/кг
	175,0
	200,0
	225,0
	250,0
	275,0
	300,0

	Вижило, тварин
	10
	9
	8
	6
	4
	0

	Загинуло, тварин
	0
	1
	2
	4
	6
	10

	z
	0,5
	1,5
	3,0
	5,0
	8,0

	d
	
	25
	25
	25
	25
	25

	z d
	
	12,5
	37,5
	75,0
	125,0
	200,0

	DL50 =
	DL100 −
	Ʃ(z d)
	= 300 −
	12,5+37,5+75,0+125,0+200,0
	=255,0

	
	
	m
	
	10
	


Обчислення, проведені нами за двома методами, повністю збігаються. Отже, середньосмертельна доза препарату "ТімТіл 250" для білих мишей при внутрішньочеревному введенні становить 1,2 см3 на 1 кг маси.
3.1.1.5. Визначення оптимальної терапевтичної дози препарату "ТімТіл  250" на білих мишах

З метою визначення оптимальної терапевтичної дози проводили вивчення індексу специфічного захисту експериментального препарату "ТімТіл 250" на білих мишах зараженими культурами мікроорганізмів. Результати досліду представлено в таблиці 3.37. Для експерименту підібрали 280 білих статевозрілих нелінійних різностатевих білих мишей масою 20-22 г. Було сформовано за принципом аналогів 28 груп тварин по 10 голів у кожній. При підборі тварин у групи враховували їх розвиток, масу тіла та клінічний стан. В контрольних групах відмічали загибель тварин вже на першу добу досліду. Після введення експериментальних культур мікроорганізмів у мінімальних смертельних дозах (DLM) у тварин спостерігали поступово наростаюче пригнічення та ослаблення дихальної функції. Загибель контрольних тварин заражених культурами мікроорганізмів, ізольованих із патматеріалу, відібраного від загиблої птиці (S. aureus, S. fecalis, P. vulgaris,
E.  coli  О78, S. рullorum, C. perfringens) та тест - культурою E. coli (серовар О2, штам № 1257), які не підлягали обробці препаратом "ТімТіл 250", відбувалася на 4-5 добу.
Таблиця 3.37

Терапевтична ефективність препарату "ТімТіл 250" в різних дозах при експериментальному зараженні білих мишей
	Групи, дози, показники
	Контрольна
	Дослідні

	
	
	0,025 см3/кг маси тіла
	0,05 см3/кг маси тіла
	0,1 см3/кг маси тіла

	S. aureus

	Загинуло, гол / %
	10/100
	4/40
	2/20
	1/10

	Одужало, гол / %
	0
	6/60
	8/80
	9/90

	Мишо-дні життя
	29
	104
	136
	140

	S. fecalis

	Загинуло, гол / %
	10/100
	3/70
	2/20
	1/10

	Одужало, гол / %
	0
	7/30
	8/80
	9/90

	Мишо-дні життя
	27
	102
	112
	125

	E. coli 078

	Загинуло, гол / %
	10/100
	4/40
	2/20
	1/10

	Одужало, гол / %
	0
	6/60
	8/80
	9/90

	Мишо-дні життя
	25
	101
	123
	132

	P. vulgaris

	Загинуло, гол / %
	10/100
	1/10
	1/10
	0

	Одужало, гол / %
	0
	9/90
	9/90
	10/100

	Мишо-дні життя
	28
	104
	120
	136

	S. pullorum

	Загинуло, гол / %
	10/100
	1/10
	1/10
	1/10

	Одужало, гол / %
	0
	9/90
	9/90
	9/90

	Мишо-дні життя
	26
	120
	138
	140

	C. perfringens

	Загинуло, гол / %
	10/100
	2/20
	1/10
	1/10

	Одужало, гол / %
	0
	8/80
	9/90
	9/90

	Мишо-дні життя
	38
	130
	138
	140

	E. coli (серовар О2, штам № 1257)

	Загинуло, гол / %
	10/100
	3/30
	3/30
	1/10

	Одужало, гол / %
	0
	7/70
	70/70
	9/90

	Мишо-дні життя
	30
	104
	124
	130


При експериментальному зараженні мишей культурами S. aureus лікування тварин забезпечило збереженість мишей 60 %, 80 % та 90 % в групах, яким вводили препарат "ТімТіл 250" у відповідних дозах 0,025; 0,05; 0,1 см3/кг маси тіла, при 100 % загибелі тварин контрольної групи. Ефективність при лікуванні білих мишей, заражених S. fecalis, була нижчою і становила для доз 0,025; 0,05; 0,1 см3/кг маси тіла відповідно 30 %, 80 % та 90  %. При застосуванні препарату у дозі 0,1 см3/кг маси тіла 90 % збереженість реєстрували в групах білих мишей, заражених S. pullorum, C. perfringens та E.  coli О78. Ця доза 100 % зберігала мишей при зараженні P. vulgaris. При введенні тваринам препарату "ТімТіл 250" у дозі 0,05 см3/кг маси тіла збереженість білих мишей в групах, заражених S. pullorum, P. vulgaris та C.  perfringens, становила 90 %, а S. aureus та E. coli О78 – 80 %.

При зараженні білих мишей тест - культурою E. coli (серовар О2, штам №  1257) індекс захисту склав 70 % та 90 % відповідно для доз препарату- 0,025; 0,05; 0,1 см3/кг маси тіла. Відмічене також збільшення сумарної тривалості життя білих мишей залежно від  мікроорганізму та дози, яка застосовувалася для лікування. Так, при застосуванні препарату "ТімТіл 250" у дозі 0,1 см3 /кг маси тіла сумарна тривалість життя білих мишей в групах становила 125 мишо-днів для тварин, заражених культурами S.  fecalis,132  мишо-дні для E. coli О78, 140 мишо-днів S. aureus, S.  рullorum та C. perfringens, 136 мишо-днів для P. vulgaris і 130 мишо-днів життя для E.  coli (серовар О2, штам № 1257). При застосуванні препарату у дозах 0,05 та 0,025 см3/кг маси тіла сумарна тривалість життя білих мишей у групах коливалася від 101 до 136 та 112–138 мишо-днів життя відповідно. У контрольних групах тварин сумарна кількість днів життя була в межах 25–38 днів. Загибель мишей у дослідних групах, порівняно з контролем, відбувалася у більш віддалені терміни – на 4-8 добу.
Отримані результати доводять, що препарат "ТімТіл 250" у дозах 0,05 та 0,1 см3/кг маси тіла є ефективним при лікуванні білих мишей, заражених культурами S.  aureus, S. fecalis, P. vulgaris, E. coli О78, S. pullorum, C.  perfringens.

3.1.1.6. Вивчення терапевтичної ефективності комплексного препарату "ТімТіл 250" в умовах виробництва 

Дослідження проводили в умовах кафедри ветсанекспертизи, мікробіології, зоогігієни та безпеки і якості продуктів тваринництва та ТОВ "Авіс-Україна". 
З  метою  профілактики бактеріальних інфекцій з водою випоювали птиці препарат "Тім Тіл 250" в дозі 1 см3 на 1 дм3 води протягом п’яти діб. До та після використання препарату визначали мікрофлору харчового тракту ремонтного молодняку кур шляхом дослідження посліду птиці. Досліди проводили на птиці породи Леггорн. При бактеріологічному дослідженні посліду 5 - добової птиці  ми ізолювали шість видів мікроорганізмів, а саме: E. сoli, S. рullorum - gallinarum, S. enteritidis, С. jejuni, P. vulgaris, S. aureus. Аналогічні мікроорганізми були ізольовані від загиблої птиці. 
У зв’язку з цим з метою  профілактики бактеріальних інфекцій, що обумовлюються вищевказаними мікроорганізмами з водою випоювали птиці препарат "ТімТіл 250" в дозі 1 см3 на 1 дм3 води протягом п’яти діб. До та після використання препарату визначали мікрофлору харчового тракту ремонтного молодняку кур. Встановили, що до використання препарату із 1 граму посліду були виявлені збудники бактеріальних інфекцій у кількості від 13±1,3 (Proteus vulgaris) до 151±8,7 (Escherichia coli), в той час як після використання препарату "ТімТіл 250" кількість мікроорганізмів різко зменшується. Так, кількість ешерихій знизилася в десять разів, сальмонел - у двадцять, кампілобактерій - у три, стафілококів - у двадцять п’ять і протей - у тринадцять (  табл. 3.38 ).
Таблиця 3.38

Кількість мікроорганізмів у посліді ремонтного молодняку кур на фоні використання препарату "ТімТіл 250"

	Мікроорганізми
	Кількість мікроорганізмів в 1г посліду

	
	до використання препарату
	після використання препарату

	Escherichia coli
	151±8,7
	15±1,2**

	Salmonella pullorum - gallinarum
	69±4,1
	3±1,1**

	Salmonella enteritidis
	45±1,7
	2±1,2**

	Campylobacter jejuni
	14±1,4
	5±1,1

	Proteus vulgaris
	13±1,3
	1±1,2*

	Staphylococcus aureus
	53±2,3
	2±1,7


Примітки: *P<0.05, ** P<0.001

Ізольовані збудники володіли авірулентність і не викликали загибелі білих мишей. Таким чином, можна ствердити, що препарат має виражені бактерицидні властивості по відношенню до ентеропатогених бактерій. 
При проведенні подальшого виробничого експерименту, ми встановили, що птиця в дослідній групі має більший відсоток збереженості, який досягає до 98,1% і більший приріст живої маси порівняно з птицею контрольної групи, де профілактику бактеріальних інфекцій проводили за традиційною схемою господарства. Слід відмітити, що загибель птиці в дослідній групі від бактеріальних інфекцій не була зареєстрована ( табл. 3.39 ). 
Таким чином, експериментом було доведено, що препарат "ТімТіл 250" має виражені бактерицидні властивості і знижує кількість патогенної мікрофлори у кишковому тракті від 3 до 25 разів залежно від виду мікроорганізмів. Встановлено, що при використанні препарату "ТімТіл 250" для профілактики бактеріальних інфекцій підвищується збереженість птиці та її жива маса.
Таблиця 3.39

Виробничі показники ефективності використання препарату

"ТімТіл  250"
	Показники
	Групи курчат
	

	
	дослідна
	контрольна

	Кількість птиці, гол.
	31200
	30100

	Загибель, %
	1,9
	6,3

	У тому числі від бактеріальних хвороб,%
	-
	5,2

	Збереженість, %
	98,1
	93,6

	Маса тіла, г
	1929,0±1,1
	1890,1±1,2


Аналогічну серію дослідів ми провели в бройлерному господарстві "Путивльській партизан" Путивльського району Сумської області при асоційованому перебігу ешерихіозу та мікоплазмозу. Порівняння проводили з широковідомим препаратом, який зарекомендував себе ефективним антибактеріальним засобом при профілактиці бактеріальних інфекцій птиці (табл. 3.40). Як бачимо з таблиці, використання препарату "ТімТіл 250" покращило показники збереженості птиці та середньодобовий приріст. Передзабійна маса курчат, яка отримувала препарат "ТімТіл 250", була вища, ніж в контролі на 94 грами. Збереженість при використанні препарату "ТімТіл 250" була вища на 3,4%.
Таблиця 3.40

Економічна ефективність використання "ТімТіл 250" при асоційованому перебігу ешерихіозу та мікоплазмозу
	Показники
	Групи птиці

	
	контрольна (колістин)
	дослідна (ТімТіл 250)

	Кількість курчат у групі, голів
	4482
	4488

	Період відгодівлі, дні
	42
	42

	Добова доза препарату
	200 г/т корму, 5 діб
	1см3 на 1 дм3 води, 5 діб 

	Результати досліду

	Маса тіла перед забоєм, грам
	1837,1±0,5
	1931,2±0,4

	Середньодобовий приріст, грам
	42,8±0,1
	45,0±0,2

	Пало, голів
	322
	170

	Пало, %
	7,2
	3,79

	Збереженість, %
	96,2
	92,8


Результати вивчення терапевтичної ефективності антибактеріального препарату "ТімТіл 250" в умовах птахофабрик показали його високу ефективність при ешерихіозі курчат, збереження поголів'я склало 97,6%. При сальмонельозі курчат в умовах птахофабрики ТОВ "Сумитехнокорм" Недригайлівського району Сумської області комплексний антибактеріальний препарат забезпечив збереження 98% птиці. "ТімТіл 250" з терапевтичної ефективності при ешерихіозі на 1,7% перевершував, а при сальмонельозі не поступався аналогічному лікарському засобу енрофлоксацину.

При цьому середньодобові прирости при лікуванні комплексним антибактеріальним препаратом були відповідно на 4,6 і 0,85 г вищі, ніж при використанні препарату порівняння (табл. 3.41 ). 
Результати проведених досліджень підтвердили терапевтичну ефективність препарату в умовах виробництва (додатки Н).
Таблиця 3.41

Терапевтична ефективність комплексного препарату при ешерихіозі і сальмонельозі курчат-бройлерів
	Показники
	Одиниці 
	ТімТіл 250
	Енрофлок- сацин 10%
	ТімТіл 250
	Енрофлоксацин 10%

	
	
	ешерихіоз
	сальмонельоз

	Кількість курчат, яких лікували
	голів
	46610
	46618
	30081
	30069

	З цього числа: пало/одужало
	голів
	1108/45502
	1936/44682
	581/29500
	679/29390

	Тривалість курсу лікування
	днів
	5
	5
	5
	5

	Добова доза
	см3/дм3
	1 см3/1 дм3 води
	1 см3/1 дм3 води 
	1 см3/1 дм3 води
	1 см3/1 дм3 води

	Середньо - добовий приріст ваги
	г
	70,5±0,1
	65,9±0,2
	27,7±0,3
	26,8±0,2

	Збереженість
	%
	97,6
	95,9
	98,0
	97,7


За результатами проведених досліджень було створено реєстраційне досьє та листівка-вкладка, на основі яких рішенням фармакологічної ради Державної фітосанітарної та ветеринарної служби України було розроблено ТУ - препарат ветеринарний Тімтіл-250: ТУ У 24.4-14332579-067:2012. – Чинний від 5.10.2012 - К. : Укрметртестстандарт України, 2012.-21с. та розпочате серійне виробництво препарату "ТімТіл 250". Даний засіб зареєстровано в різних країнах, куди ведуться регулярні поставки (додатки Б, В).
1. Березовський А. В. Визначення ступеня токсичності нового комплексного антимікробного препарату "ТімТіл-250" на білих мишах / А. В. Березовський, Г.А. Фотіна // Наук.-техн. бюл. Ін-ту біології тварин і ДНДКІ вет. препаратів та кормових добавок. – Л., 2011. – Вип. 12, № 3 – 4. – С. 305 – 311.
2. Березовський А. В. Порівняльна оцінка ефективності препарату "ТімТіл-250" для профілактики бактеріальних хвороб ремонтного молодняку яйценосних курей / А. В. Березовський, Г. А. Фотіна // Наук.-техн. бюл. Ін-ту біології тварин і ДНДКІ вет. препаратів та кормових добавок. – Л., 2012. – Вип. 13, № 3 – 4. – С.190 – 194. 
3. Фотіна Г. А. Обґрунтування лікувально-профілактичної ефективності нового препарату "ТімТіл-250" при інфекційному синовіті птиці / Г. А. Фотіна, А. В. Коваленко // Вісн. Сум. нац. аграр. ун-ту. Сер. «Вет. медицина». – 2012. – Вип. 1 (30). – С. 115 – 117. 
4. Березовский А. В. Обоснование использования нового комплексного антибиотика "ТимТил-250" птицам при ассоциированном колибактериозе и микоплазмозе / А. В. Березовский, А. А. Фотина // Птахівництво: міжвід. темат. наук. зб. – Х., 2011. – Вип. 67. – Ч. 2. – С. 162 – 167. 
5. Березовський А. В. Оцінка нового комплексного антибактеріального препарату в умовах промислового вирощування ремонтного молодняку курей / А. В. Березовський, Г .А. Фотіна // Птахівництво: міжвід. темат. наук. зб.– Х., 2012. – Вип. 68. – С. 17 – 22.
6. Фотина А. А. Новый препарат для профилактики болезней птиц / А. А. Фотина // Инновации как фактор развития АПК и сельских территорий: сборн. Междун. науч.-практ. конф. – Смоленск, 2013. – Ч. 2. – С. 394 – 399. 
7. Березовский А.В. Принципы создания комплексних и комбинированных антибактериальных препаратов / А.В Березовский, А.А. Фотина. // Инновационные разработки и их освоение в промышленном птицеводстве: сборн. междунар. конф. ВНАП. — Сергиев Посад, 2012. — С. 510-512.

8. Березовский А.В. Комплексный препарат для профилактики бактериальных болезней птиц /А.В. Березовский, А.А. Фотина, // Уральск, 2012, - С. 214-218.

9. Фотина Т. И. Новый комплексный антибиотик "Тимтил-250" для профилактики ассоциированных болезней птиц / Т. И. Фотина, А. А. Фотина // «Аграрная наука – сельскохозяйственному производству Сибири, Монголии, Казахстана и Болгарии»: сборн. XV Международной науч.-прак. конф.  – Петропавловск, 2012. – Т. 2. – С. 271 – 273. 
3.1.2. Розробка та випробування антибактеріального препарату пролонгованої дії "Бровасептол-концетрат"
3.1.2.1. Обґрунтування оптимального співвідношення складових частин комплексного препарату "Бровасептол-концентрат" 

З метою ротації антибактеріальних засобів було розроблено, ще один комплексний препарат, до складу якого увійшли сулфадиметоксин натрієва сіль - 300,0 мг, сульфадіазин натрієва сіль – 300,0 мг та тримітоприм – 120 мг . Визначання ідентичності сульфадіазину натрієвої солі і сульфадиметоксину натрієвої солі проводили методом рідинної хроматографії. При цьому порівнювали час виходу піків сульфадіазину натрієвої солі і сульфадиметоксину на хроматограмах розчинів робочих стандартних зразків (РРСЗ) і піків, що відповідають сульфадіазину натрієвої солі і сульфадиметоксину натрієвої солі на хроматограмах розчинів робочих досліджуваних зразків (РРДЗ). Різниця в часі виходу не перевищувала відносного стандартного відхилення, розрахованого для РРСЗ з п'яти послідовних хроматограм. Кількісне визначення сульфадіазину натрієвої солі і сульфадиметоксину в препараті проводили одночасно з визначенням ідентичності. Розрахунок вмісту діючих речовин у препараті проводили по співвідношенню площ піків на хроматограмах досліджуваного і стандартного зразків за формулою:
Cпр = [image: image41.wmf]1
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S1 ‒ середнє значення площ піків конкретної діючої речовини, вираховувалось по хроматограмі відповідного РРСЗ;

S2 ‒ середнє значення площ піків відповідної діючої речовини, вираховувалось по хроматограмі РРДЗ;

Сстд ‒ вміст: сульфадиметоксину натрієвої солі в 1 см3 розчину А, в г;

сульфадіазину натрієвої солі в 1 см3 розчину В, в г;

Рстд ‒ чистота стандартного зразка згідно з його сертифікатом якості в %.

Вміст сульфадіазину натрієвої солі і сульфадиметоксину натрієвої солі в препараті повинно відповідати значенням, наведеним в таблиці 3.42 цієї СП.
Таблиця 3.42

Показники якості готового продукту – препарату "Бровасептол - концентрат"
	Назва показника
	Характеристика і значення

	Зовнішній вигляд, запах і колір
	Однорідний порошок білого або ледь кремового кольору зі слабким специфічним запахом

	Маса вмісту одиниці фасування порошку, г
	1,0±0,1; 3,0(0,2; 5,0(0,25; 10,0(0,5; 20,0(1,0; 25,0(1,5; 50,0(2,5; 100,0(5,0; 250,0(12,5; 500,0(25,0; 1000,0(50,0; 5000,0(250,0

	Ідентичність сульфадіазину натрієвої солі 
	Позитивна

	Вміст сульфадіазину натрієвої солі, мг/г
	300,0±15,0

	Ідентичність сульфадиметоксину натрієвої солі
	Позитивна

	Вміст сульфадиметоксину натрієвої солі, мг/г
	300,0±15,0

	Ідентичність триметоприму
	Позитивна

	Вміст триметоприму, мг/г
	120,0±6,0

	Нешкідливість (за показником "токсичність")
	Нешкідливий (нетоксичний)

	Мікробіологічна чистота
	В 1 г препарату допускається наявність не більше 1000 бактерій та плісеневих грибів (сумарно). Наявність бактерій родини Enterobacteriaceae та видів Pseudomonas aeruginosa і Staphylococcus aureus не допускається


Аналогічно проводилось визначення триметоприму. 
Розрахунок вмісту діючої речовини у препараті проводили по співвідношенню площ піків на хроматограмах досліджуваного і стандартного зразків за формулою:

С пр = (S2/S1) *Сстд *Рстд / 100, г в см3, де:
S1 - середнє значення площ піків триметоприму, вираховували за хроматограмами РРСЗ;
S2 - середнє значення площ піків триметоприму, вираховували за хроматограмами РРДЗ;

С стд - вміст діючої речовини в 1 см3 РРСЗ, в г;
Рстд - чистота стандартного зразку згідно з його паспортом в %. 

Вміст триметоприму в 1 г препарату повинен відповідати значенню наведеному в таблиці 3.42 цієї СП.

Для визначення стабільності препарату "Бровасептол-концентрат" були проведені дослідження на декількох партіях препарату. 
Перевірка проводилась на відповідність значень, закладених в технічних умовах. Дані результатів записані в таблицях 3.43 та 3.44.
Як видно з таблиці 3.43, при зберіганні серії 01 препарату "Бровасептол-концентрат" протягом трьох років не було відмічено змін зовнішнього вигляду, запаху препарату та його водного розчину. 
При ідентифікації складових препарату оцінка позитивна. Масова частка cульфадіазину натрієвої солі, сульфадиметоксину натрієвої солі та триметоприму була в межах норми. Мікробна чистота відповідала нормативам, а саме в 1 г препарату допускалася наявність не більше 1000 бактерій та плісеневих грибів (сумарно). Наявність бактерій родини Enterobacteriaceae та видів Pseudomonas aeruginosa і Staphylococcus aureus не допускалася.

\
Таблиця 3.43

Визначення препарату "Бровасептол-концентрат" 

(серія 01, контроль 329, дата виготовлення 08. 2009 рік)

	Назва показника
	Характеристика і норма 
	Дата і результат дослідження

	
	
	08.2009 р.
	08.2010 р.
	08.2011 р.

	Зовнішній вигляд та запах препарату та водного розчину 
	Однорідний порошок світло-жовтого кольору зі слабким специфічним запахом. Прозорий розчин жовтуватого кольору без механічних включень чи домішок
	Однорідний порошок світло-жовтого кольору зі слабким специфічним запахом. Прозорий розчин жовтуватого кольору без механічних включень чи домішок
	Однорідний порошок світло-жовтого кольору зі слабким специфічним запахом. Прозорий розчин жовтуватого кольору без механічних включень чи домішок
	Однорідний порошок світло-жовтого кольору зі слабким специфічним запахом. Прозорий розчин жовтуватого кольору без механічних включень чи домішок

	Ідентифікація cульфадиазину натрієвої солі, сульфадиметоксину натрієвої солі та триметоприму водорозчинного
	Позитивна 
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна


	Масова частка cульфадиазину натрієвої солі, %
	30,0 ( 0,01
	30,01
	30,0
	29,99

	Масова частка сульфадиметоксину натрієвої солі, %
	30,0 ( 0,01
	30,0
	30,0
	29,8

	Масова частка триметоприму водорозчинного, %
	40,0 ( 0,01
	40,0
	39,99
	39,99

	Мікробна чистота
	В 1 г препарату допускається наявність не більше 1000 бактерій та плісеневих грибів (сумарно). Наявність бактерій родини Enterobacteriaceae та видів Pseudomonas aeruginosa і Staphylococcus aureus не допускається
	відповідає
	відповідає
	відповідає

	Токсичність 
	Повинен бути не токсичним
	не токсичний
	не токсичний
	не токсичний


Препарат був нетоксичним протягом трьох років спостереження. Аналогічні результати були і при дослідженні серії 02, контроль 417, яка була виготовлена в листопаді 2009 року.
Таблиця 3.44

Визначення препарату "Бровасептол-концентрат" 

(серія 02, контроль 417, дата виготовлення 11. 2009 рік)

	Назва показника
	Характеристика і норма 
	Дата і результат дослідження

	
	
	11.2009 р.
	11.2010 р.
	11.2011 р.

	Зовнішній вигляд та запах препарату та водного розчину 
	Однорідний порошок світло-жовтого кольору зі слабким специфічним запахом. Прозорий розчин жовтуватого кольору без механічних включень чи домішок
	Однорідний порошок світло-жовтого кольору зі слабким специфічним запахом. Прозорий розчин жовтуватого кольору без механічних включень чи домішок
	Однорідний порошок світло-жовтого кольору зі слабким специфічним запахом. Прозорий розчин жовтуватого кольору без механічних включень чи домішок
	Однорідний порошок світло-жовтого кольору зі слабким специфічним запахом. Прозорий розчин жовтуватого кольору без механічних включень чи домішок

	Ідентифікація cульфадиазину натрієвої солі, сульфадиметоксину натрієвої солі та триметоприму водорозчинного
	Позитивна 
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна

	Масова частка cульфадиазину натрієвої солі, %
	30,0 ( 0,01
	30,0 
	29,99
	29,7

	Масова частка сульфадиметоксину натрієвої солі, %
	30,0 ( 0,01
	30,01
	29,83
	28,65

	Масова частка триметоприму водорозчинного, %
	40,0 ( 0,01
	40,0
	39,75
	38,8

	Мікробна чистота
	В 1 г препарату допускається наявність не більше 1000 бактерій та плісеневих грибів (сумарно). Наявність бактерій родини Enterobacteriaceae та видів Pseudomonas aeruginosa і Staphylococcus aureus не допускається
	відповідає
	відповідає
	відповідає

	Токсичність 
	Повинен бути не токсичним
	не токсичний
	не токсичний
	не токсичний


З наведених у таблицях результатів, можна зробити висновок. що препарат "Бровасептол концентрат" при зберіганні в темному сухому місці при температурі від 4ºС до 25ºС зберігає стабільність протягом 2-х років (термін проведених досліджень).

3.1.2.2. Визначення мінімальної інгібуючої концентрації та фармакологічних властивостей препарату "Бровасептол-концентрат"

При визначенні антимікробної дії препарату "Бровасептол-концентрат" було доведено, що усі ізольовані мікроорганізми були чутливі до нього при визначенні методом дисків (табл. 3.45 ). 

Таблиця 3.45

Діаметри зон затримки росту мікроорганізмів навколо дисків з антибіотиками, мм
	Антибіотики
	Види мікроорганізмів

	
	S. aureus
	S. fecalis
	S.typhimurium


	S. enteritidis
	Е. coli O78
	E. coliO2
	P. vulgaris
	P. mirabilis
	P. aeruginosa
	K. pneumoniae
	C. perfringens
	Y.enterocolitica
	C. jejuni
	C. diversus
	E.agglomerans
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	26

+++
	19

++
	21

++
	13

+
	12

+
	16

++

	Стрептоміцин
	12

+
	30

+++
	18

++
	12

+
	32

+++
	12

+
	28

+++
	10

+
	16

++
	29

+++
	12

+
	11

+
	16

++
	12

+
	8

+

	Еритроміцин
	19

++
	16

++
	22

++
	16

++
	22

++
	11

+
	19

++
	24

++
	26

+++
	32

+++
	16

++
	18

++
	12

+
	6

+
	13

+

	Енрофлоксацин
	20 ++
	19 ++
	21 

++
	18

++
	26 +++
	10

+
	20 ++
	30 +++
	31 +++
	22 ++
	18

++
	12

+
	22 ++
	10

+
	8

+

	Бровасептол концентрат
	35

+++
	28

+++
	35

+++
	29 +++
	28

+++
	26 +++
	26

+++
	30

+++
	26

+++
	26

+++
	29 +++
	32 +++
	28

+++
	32
+++
	35 +++

	Лінкоміцин
	16

++
	13

+
	14

+
	19

++
	22

++
	18

++
	20

++
	16

++
	10

+
	22

++
	19

++
	20

++
	24

++
	12

+
	16

++

	Левоміцетин
	19

++
	22

++
	10

+
	19

++
	28

+++
	16

++
	20

++
	23

++
	23

++
	16

++
	19

++
	22

++
	14

+
	10

+
	13

+

	Поліміксин
	18

++
	10

+
	12

+
	10

+
	14

+
	14

+
	19

++
	10

+
	12

+
	16

++
	10

+
	19

++
	10

+
	6

+
	22

++

	Гентаміцин


	12

+
	8

+
	14

+
	26

+++
	20

++
	12

+
	20

++
	15

+
	14

+
	15

+
	23

++
	18

++
	24

++
	12

+
	8

+

	Цефазолін


	18

++
	28

+++
	29

+++
	27

+++
	17

++
	22

++
	24

++
	30

+++
	30

+++
	26

+++
	27

+++
	32

+++
	32

+++
	22

++
	26

+++


Примітка: "+" – нечутливі, "++" – слабочутливі, "+++" – чутливі

Зони затримки росту навколо лунок з препаратом "Бровасептол-концентрат" коливалися в межах 26-35 мм. Активним до мікроорганізмів, взятих у дослід, виявися цефазолін. Інші препарати були активними не до всіх ізольованих мікроорганізмів, що можна пов'язати з виникненням резистентності до лікарських засобів. При визначенні мінімальної інгібуючої концентрації препарату "Бровасептол - концентрат" до мікрофлори, яка була ізольована в птахівничих господарствах, методом десятикратних серійних розведень встановлено, що препарат пригнічував ріст усього спектра досліджуваних мікроорганізмів у розведенні 1:105 і не інгібував ріст жодного із штамів у розведенні 1:107(табл. 3.46).
Таблиця 3.46

Результати визначення мінімальної інгібуючої концентрації препарату "Бровасептол-концентрат"
	№ пробірки ряду
	
	Метод десятикратних серійних розведень

	
	Ступінь розведення

препарату


	Ріст колоній

	
	
	S. aureus
	S. fecalis
	S. pullorum
	S.typhimurium
	S. enteritidis
	Е. coli O78
	E. coliO2
	P. vulgaris
	P. mirabilis
	P. aeruginosa
	K. pneumoniae
	C. perfringens
	Y. enterocolitica
	C. jejuni
	C. diversus
	E.agglomerans
	A. fumigatus
	Контроль

	1
	-
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	2
	1:10
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	3
	1:102
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	4
	1:103
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	5
	1:104
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	6
	1:105
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	7
	1:106
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+
	+
	+
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	8
	1:107
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	9
	1:108
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	10
	1:109
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+


При розведенні препарату 1:106 виявляли видимий ріст K. pneumoniae, C. perfringens та P. aeruginosa.
З метою більш точного визначення мінімальної інгібуючої концентрації препарату "Бровасептол-концентрат" та його АДР – ми використали метод двократних серійних розведень. Встановлено, що мінімальна інгібуюча концентрація препарату для більшості досліджуваних мікроорганізмів перебуває на рівні 0,49 мкг/см3. Винятком були культури сероварів ( S. aureus, S. fecalis, S. pullorum, S. enteritidis  ), для яких мінімальна інгібуюча препарату "Броваcептол концентрат" становила 0,24 мкг/см3 (табл. 3.47).
Таблиця 3.47 

Результати визначення мінімальної інгібуючої концентрації препарату "Бровасептол-концентрат" за сумарною кількістю АДР
	№ пробірки ряду
	Метод двократних серійних розведень
	Контроль

	
	Ступінь розведення

препарату


	Вміст препарату за його розведень, мкг/мл
	Ріст колоній
	

	
	
	
	S. aureus
	S. fecalis
	S. pullorum
	S.typhimurium
	S. enteritidis
	Е. coli O78
	E. coliO2
	P. vulgaris
	P. mirabilis
	P. aeruginosa
	K. pneumoniae
	C. perfringens
	Y. enterocolitica
	C. jejuni
	C. diversus
	E.agglomerans
	A. fumigatus
	

	1
	-
	1000 
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	2
	1:2
	500
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	3
	1:4
	250
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	4
	1:8
	125
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	5
	1:16
	62,5
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	6
	1:32
	31,25
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	7
	1:64
	15,625
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	8
	1:128
	7,812
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	9
	1:256
	3,905
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	10
	1:512
	1,952
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	11
	1:1024
	0,976
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	12
	1:2048
	0,488
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	13
	1:4096
	0,244
	–
	–
	–
	+
	–
	+
	+
	–
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	14
	1:8192
	0,122
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+


Примітка:  "+" – видимий ріст бактерій; "-" – відсутність видимого росту бактерій 
Таким чином, встановлено що до препарату "Бровасептол-концентрат" була чутлива вся ізольована мікрофлора.
3.1.2.3. Визначення гострої токсичності препарату "Бровасептол - концентрату"
Досліди з визначення гострої токсичності препарату "Бровасептол концентрату" при внутрішньошлунковому введенні проводили у дві серії.

Результати визначення гострої токсичності препарату "Бровасептол- концентрату" при внутрішньошлунковому введенні білим мишам відображені у таблиці 3.48

Таблиця 3.48

Гостра токсичність препарату "Бровсептол-концентрат" при внутрішньошлунковому введенні
	Дози препарату, см3/кг маси
	Загинуло /вижило, тварин

	5,0
	0/10

	7,5
	0/10

	10,0
	10/0

	15,0
	10/0


З метою більш точного визначення середньосмертельних доз експериментального препарату "Бровасептол концентрату" була проведена друга серія дослідів з міждозовим інтервалом 0,5 см3/кг маси тварини. У цій серії досліду використано 11 груп білих мишей (10 дослідних 1 контрольна) по 10 голів у кожній. Тварин у групи підбирали за принципом аналогів (табл. 3.49).

Таблиця 3.49

Визначення середньосмертельної дози препарату "Бровасептол-концентрат" при внутрішньошлунковому введенні білим мишам

	Група тварин
	Доза
	Загинуло/ вижило, тварин
	Група тварин
	Доза
	Загинуло/ вижило, тварин

	
	препарат, см3/кг
	ДР, мг/кг
	
	
	препарат, см3/кг
	ДР, мг/кг
	

	1
	5,0
	3500
	0/10
	6
	7,5
	5400
	6/4

	2
	5,5
	3960
	1/9
	7
	8,0
	5760
	7/3

	3
	6,0
	4320
	2/8
	8
	8,5
	6120
	8/2

	4
	6,5
	4680
	3/7
	9
	9,0
	6486
	9/1

	5
	7,0
	5040
	4/6
	10
	9,5
	6840
	10/0


Середньосмертельні дози визначали за різними методами та різними засобоми введення. Визначення середньосмертельних доз препарату "Бровасептол  - концентрат" методом Г. Першина (1950) (табл. 3.50). 
Таблиця 3.50

Визначення середньосмертельних доз препарату "Бровасептол-концентрат" при внутрішньошлунковому введенні білим мишам за Г. Першиним (1950)
	Дози препарату, см3/кг маси
	5,0
	5,5
	6,0
	6,5
	7,0
	7,5
	8,0
	8,5
	9,0
	9,5

	Результати- 

загинуло /вижило тварин
	0/10
	1/9
	2/8
	3/7
	4/6
	6/4
	7/3
	8/2
	9/1
	10/0

	Відсоток тварин, які загинули
	0
	10
	20
	30
	40
	60
	70
	80
	90
	100

	a + b
	…….      10,5   11,5   12,5  13,5    14,5   15,5   16,5   17,5   18,5

	m – n
	…….      10     10       10      10      20      10      10      10      10

	(a + b) • (m − n)
	               105     115    125   135     290    155     165     175  185  


	DL50=
	Ʃ[(a + b) • (m − n)]
	=
	105+115+125+135+290+155+165+175+185
	=
	1450
	=
	7,25

	
	             200
	
	200
	
	200
	
	


Отже, виходячи з розрахунків за методом Г. Першина (1950), середньосмертельна доза (DL50) препарату "Бровасептол концентрат" при внутрішньошлунковому введенні для білих мишей становить 7,25 см3 на 1 кг маси тварини, що за діючою речовиною становить 5520 мг/кг маси тварини. Визначення середньосмертельних доз препарату "Бровасептол концентрат" за Г. Кербером (1931) (табл. 3.51 ).

Таблиця 3.51

Визначення середньосмертельних доз препарату "Бровасептол-концентрат" при внутрішньошлунковому введенні білим мишам за Г.  Кербером (1931)

	Дози препарату, см3/кг
	5,0
	5,5
	6,0
	6,5
	7,0
	7,5
	8,0
	8,5
	9,0
	9,5

	Вижило тварин
	10
	9
	8
	7
	6
	4
	3
	2
	1
	0

	Загинуло тварин
	0
	1
	2
	3
	4
	6
	7
	8
	9
	10

	z
	             0,5        1,5        2,5    3,5     5,0     6,5      7,5      8,5       9,5

	d
	             0,5        0,5       0,5     0,5     0,5     0,5     0,5      0,5        0,5

	z d
	             0,25      0,75     1,25   1,75   2,5    3,25    3,75    4,25     4,75


	DL50 =
	DL100 −
	Ʃ(z d)
	= 9,5 −
	0,25+0,75+1,25+1,75+2,5+3,25+3,75+4,25+4,75
	= 7,25

	
	
	m
	
	10
	


Виходячи з даних розрахунку середньосмертельної дози препарату "Бровасептол-концентрат", при введенні в шлунок за Г. Кербером (1931) встановлено, що DL 50 для білих мишей становить 7,25 см3 препарату на 1 кг маси тварини (5520 мг діючої речовини на 1 кг м. т.). 

Визначення середньосмертельних доз препарату "Бровасептол-концентрат" за Б.М. Штабським (1980) (табл. 3.52)

Таблиця 3.52

Параметри для визначення середньосмертельних доз препарату "Бровасептол концентрат"за Б.М. Штабським (1980)

	Y
	X

	
	см3 (препарату) /кг
	мг (діючої речовини) /кг

	40,00
	7,0
	5040

	60,00
	7,5
	5400

	70,00
	8,0
	5760

	∑ = 170,00
	∑ = 22,5
	∑ = 16200


Отже:

α, згідно з формулою (4) = (70,00 – 40,00) : (5760 - 5040) = 30 : 720 = 0,04;

b із формули (5) = (170,00 - 0,04 ∙ 16200) : 3 = (170,00 - 648) : 3= -478 : 3 = 159,333;

DL50 = (50 + 159,333) : 0,04 = 209,333 : 0,04= 5233,32 мг/кг;

DL16 = (16 +159,333) : 0,04  = 175,333 : 0,04 = 4383, 25 мг/кг;

DL84 = (84 + 159,333) : 0,04  = 243,333 : 0,04 = 6083,32 мг/кг;

2α = DL84 - DL16 = 6083,22 - 4383, 25 = 1700,07;

m = 2α : (√2 N) = 1700,07 : √2 · 30 = 1700,07 : 7,746 = 219,48;

mt = 219,48 ∙ 2,11 = 463,097;·

Нg = DL50 - mt = 5233,32 – 463,097 = 4770,22;

Вg = DL50 + mt = 5233,32 + 463,097 = 5696,42.
Отже, параметри середньосмертельної дози препарату "Бровасептол концентрат" для білих мишей при внутрішньошлунковому введенні згідно з
 розрахунками за методом Б.М. Штабського становлять у перерахунку на діючу речовину:

DL50 = 5233,32 (4770,22 ÷ 5696,42) мг/кг. 

Параметри величин середньосмертельних доз препарату "Бровасептол концентрат" при внутрішньошлунковому введенні наведені у таблиці 3.53.

Таблиця 3.53. 

Величини середньосмертельних доз препарату "Бровасептол-концентрату" для білих мишей при внутрішньошлунковому введенні
	Методи підрахунків за:
	DL50 за внутрішньошлункового введення в см3 /кг м.т.
	DL50 за внутрішньошлункового введення в мг/кг м.т. (за діючою речовиною)

	Г. Першиним (1950)
	7,25
	5220

	Г. Кербером (1931)
	7,55
	5220

	Б.М. Штабським (1980)
	7,5 (7,0 ÷ 8,0)
	 5233,32 (4770,22 ÷ 5696,42) 


На наступному етапі досліджували токсичність препарату "Бровасептол- концентрат" для білих мишей при підшкірному введенні. У досліді було використано 6 груп білих мишей (5 дослідних і одна контрольна), яких підбирали за принципом аналогів по 10 голів у кожній. Препарат вводили підшкірно, одноразово у дозах 0,3; 0,35; 0,4; 0,45; 0,5 см3 на тварину (відповідно на 1 кг м. т. см3 препарату / мг діючої речовини: 5/3600; 7,5/5400; 10,0/7200; 12,5/9000; 15/10800). Результати досліду наведені в таблиці 3.54.
Таблиця 3.54
Параметри гострої токсичності препарату "Бровасептол-концентрат" при підшкірному введенні білим мишам

	Група тварин
	Доза
	Загинуло /вижило, тварин

	
	препарат, см3/кг
	діюча речовина, мг/кг
	

	1
	5,0
	3600
	0/10

	2
	7,5
	5400
	2/8

	3
	10,0
	7200
	6/4

	4
	12,5
	9000
	9/1

	5
	15,0
	10800
	10/0


Визначення середньосмертельних доз препарату за методом Г. Першина (1950) (табл. 3.55)

Таблиця 3.55
Визначення середньосмертельних доз препарату "Бровасептол-концентрат" при підшкірному введенні білим мишам за Г. Першиним (1950)

	Дози препарату, см3 /кг м.т.
	5,0
	7,5
	10,0
	12,5
	15,0

	Результати, що спостерігалися, 

загинуло /вижило тварин
	0/10
	2/8
	6/4
	9/1
	10/0

	Відсоток тварин, які загинули
	0
	20
	60
	90
	100

	a + b
	                12,5        17,5         22,5           27,5

	m – n
	               20           40            30              10

	(a + b) • (m − n)
	                250        700        675            275

	DL50=
	Ʃ[(a + b) • (m − n)]
	=
	250+700+675+275
	=
	1900
	=
	9,5

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	          200
	
	200
	
	200
	
	


Отже, виходячи з розрахунків за методом Г. Першина (1950), середньосмертельна доза (DL50) препарату для білих мишей при підшкірному введенні становить 9,5 см3 на 1 кг маси тварини, що відповідає - 6840 мг/кг маси тварини (за діючою речовиною). Визначення середньосмертельних доз препарату "Бровасептол концентрат" при підшкірному введенні білим мишам за Г. Кербером (1931) (табл. 3.56 )

Таблиця 3.56

Визначення середньсмертельних доз препарату "Бровасептол-концентрат" при підшкірному введенні білим мишам за Г. Кербером 
	Дози препарату, см3 /кг м.т.
	5,0
	7,5
	10,0
	12,5
	15,0

	Вижило тварин
	10
	8
	4
	1
	0

	Загинуло тварин
	0
	2
	6
	9
	10

	z
	                       1              4             7,5             9,5

	d
	                       2,5           2,5           2,5            2,5

	z d
	                       2,5            10          18,75         23,75


	DL50 =
	DL100 −
	Ʃ(z d)
	= 15,0 −
	2,5+10+18,75+23,75
	= 9,5

	
	
	m
	
	10
	


Виходячи з даних розрахунку середньосмертельної дози препарату "Бровасептол-концентрат" при введенні під шкіру за Г. Кербером (1931) встановлено, що DL50 для білих мишей становить 9,5 см3 препарату на 1 кг маси тварини (6840  мг/кг діючої речовини на 1 кг маси тварини). 

Визначення середньосмертельної дози препарату при підшкірному введенні білим мишам за Б.М. Штабським (1980) (табл. 3.57).

Таблиця 3.57 

Визначення середньосмертельної дози препарату "Бровасептол-концентрат" при підшкірному введенні білим мишам за Б.М. Штабським (1980)

	Y
	X

	
	см3 (препарату) /кг
	мг (діючої речовини) /кг

	20,00
	7,5
	5400

	60,00
	10,0
	7200

	90,00
	12,5
	9000

	∑ = 170,00
	∑ = 30,0
	∑ = 21600


Отже:

α, згідно з формулою (4) = (90,00 – 20,00) : (12,5-7,5) = 70 : 5 = 14;

b із формули (5) = (170,00 - 14 ∙ 30) : 3 = (180,00 - 420) : 3= -250 : 3 = 83,333;

DL50 = (50 + 83,333) : 14 = 133,33:14= 9,52 см3/кг;

DL16 = (16 + 83,333) : 14 = 99,33 : 14 = 7,095 см3/кг;

DL84 = (84 + 83,33) : 14  = 167,33:14 = 11,95 см3/кг;

2α = DL84 - DL16 = 11,95 – 7,095 = 4,857 см3/кг;

m = 2α : (√2 N) = 4,857 : √2 30 = 4,857 : 7,75 = 0,626;

mt = 0,626 2,11 = 1,32;·

Нg = DL50 - mt = 9,52 – 1,32 = 8,2;

Вg = DL50 + mt = 9,52 + 1,32 = 10,84.

Таким чином, параметри середньосмертельної дози препарату "Бровасептол - концентрат" для білих мишей при підшкірному введенні при обчисленні за методом Б.М. Штабського становлять см3/кг: DL50 = 9,52 (8,2÷10,84) 
відповідно за діючою речовиною мг/кг DL50 = 6854,4 (5904,0÷7804,0). 
Величини середньосмертельних доз препарату "Бровасептол концентрат" для білих мишей при підшкірному введенні наведені в таблиці 3.58.
Таблиця 3.58

Величини середньосмертельних доз "Бровасептол-концентрат" для білих мишей при підшкірному введенні
	Методи підрахунків за:
	Середньосмертельна доза за підшкірного введення (DL50) в см3/кг м.т.
	Середньосмертельна доза за підшкірного введення (DL50) в мг/кг (за діючою речовиною)

	Г. Першина (1950)
	9,5
	6840,0

	Г. Кербером (1931)
	9,5
	6840,0

	Б.М. Штабським (1980)
	9,52 (8,2÷10,84)
	6854,4 (5904,0÷7804,0)


На наступному етапі було проведено дослідження з виявлення середньосмертельних доз препарату "Бровасептол-концентрат" на білих щурах. 
У дослідах з визначення середньосмертельних доз препарату "Бровасептол- концентрат" при внутрішньошлунковому введенні білим щурам використано 6 груп тварин ( п'ять дослідних і одна контрольна). 

Препарат "Бровасептол-концентрат" вводили вранці натще, внутрішньошлунково, одноразово за допомогою шприца, з’єднаного з зондом, у наступних дозах: 6,0, 7,0, 8,0, 9,0, та 10,0 см3 (відповідно за діючою речовиною – 4320, 5040, 5760, 6480 та 7200 мг/кг маси тварини) препарату на 1 кг маси тварини. 

Контрольним тваринам вводили фізіологічний розчин у дозі 10,0 см3 на 1 кг маси тварини. 

Результати по визначенню гострої токсичності препарату при внутрішньошлунковому введенні наведені у таблиці 3.59.
Таблиця 3.59

Гостра токсичність препарату "Бровасептол-концентрат" при внутрішньошлунковому введенні білим щурам

	Група тварин
	Доза
	Загинуло/

вижило, 

тварин

	
	препарат, см3/кг м.т.
	діюча речовина, мг/кг м.т.
	

	1
	6,0
	4320
	0/6

	2
	7,0
	5040
	2/4

	3
	8,0
	5760
	4/2

	4
	9,0
	6480
	5/1

	5
	10,0
	7200
	6/0


Визначення середньосмертельних доз препарату "Бровасептол- концентрат" при введенні в шлунок білим щурам методом Г. Першина (1950) представлені у таблиці 3.60. Отже, виходячи з розрахунків за методом Г. Першина (1950), середньосмертельна доза (DL50) препарату "Бровасептол-концентрат" при внутрішньошлунковому введенні для білих щурів становить 7,66 см3 на 1 кг маси тварини, що за діючою речовиною становить 4734 мг/кг маси тварини.
Таблиця 3.60 

Визначення середньосмертельних доз препарату "Бровасептол-концентрат" за внутрішньошлункового введення білим щурам за Г.  Першиним (1950)
	Дози препарату, см3/кг м.т.
	6,0
	7,0
	8,0
	9,0
	10,0

	Результати, що спостерігалися, загинуло /вижило тварин
	0/6
	2/4
	4/2
	5/1
	6/0

	Відсоток тварин, які загинули
	0
	33,33
	66,67
	83,33
	100

	a + b
	                  13,0         15,0        17,0        19,0

	m – n
	                  33,33       33,34      16,66     16,67

	(a + b) • (m − n)
	                  433,3   500,1    283,2…316,7

	DL50=
	Ʃ[(a + b) • (m − n)]
	=
	433,3+500,1+283,2+316,7
	=
	1533,33
	=
	7,66

	
	             200
	
	200
	
	200
	
	


Визначення гострої токсичності препарату "Бровасептол-концентрат" при внутрішньошлунковому введенні білим щурам за Г. Кербером (1931) (табл. 3.61). 

Таблиця 3.61

Визначення середньосмертельної дози препарату"Бровасептол-концентрат" за внутрішньошлункового введення білим щурам за Г. Кербером (1931)
	Дози препарату, см3/кг
	6,0
	7,0
	8,0
	9,0
	10,0

	Вижило тварин
	6
	4
	2
	1
	0

	Загинуло тварин
	0
	2
	4
	5
	6

	z
	                 1              3            4,5          5,5

	d
	                  1,0          1,0           1,0          1,0

	z d
	                   1,0          3,0           4,5          5,5

	DL50 =
	DL100 −
	Ʃ(z d)
	= 10,0 −
	1,0+3,0+4,5+5,5
	= 7,66

	
	
	m
	
	6
	


Виходячи з даних розрахунку середньосмертельної дози препарату "Бровасептол -концентрат" при введенні в за Г. Кербером(1931) встановлено, що DL50 для білих щурів становить 7,66 см3 препарату на 1 кг маси тварини (5515,2 мг/кг діючої речовини). 

Визначення середньосмертельної дози препарату "Бровасептол-концентрат" при внутрішньошлунковому введенні білим щурам за Б.М. Штабським (1980) (табл. 3.62).

Таблиця 3.62

Визначення середньосмертельної дози препарату "Бровасептол-концентрат" за внутрішньошлункового введення білим щурам за Б.М. Штабським (1980)
	Y
	X

	
	 см3 (препарату) /кг м.т.
	мг (діючої речовини) /кг м.т.

	33,33
	8,0
	5760

	66,67
	9,0
	6480

	83,33
	10,0
	7200

	∑ = 183,33
	∑ = 27,0
	∑ = 19440


Отже:

α, згідно з формулою (4) = (83,33 – 33,33) : (7200 - 5760) = 50 : 1440 = 0,034;

b із формули (5) = (183,33 - 0,034 ∙ 19440) : 3 = (183,33 – 660,96) : 3= -477,63 : 3 = 159,21;

DL50 = (50 + 159,21) : 0,034 = 209,21 : 0,034= 6153,23 мг/кг;

DL16 = (16 + 159,21) : 0,034  = 1754,21 : 0,034 = 5153,23 мг/кг;

DL84 = (84 + 159,21) : 0,034  = 243,21 : 0,034 = 7153,23 мг/кг;

2α = DL84 - DL16 = 7153,23 - 5153,23 = 2000,0;

m = 2α : (√2 ∙ N) = 2000,0 : √2 · 18 = 2000,0 : 6 = 333,33;

mt = 333,33 ∙ 2,11 = 703,32;·

Нg = DL50 - mt = 6153,23 – 703,32= 5449,91;

Вg = DL50 + mt = 6153,23 + 703,32= 6856,55.

Отже, параметри середньосмертельної дози препарату "Бровасептол- концентрат" для білих щурів при внутрішньошлунковому введенні при обчисленні за методом Б.М. Штабського (1980) становлять у перерахунку на діючу речовину:

DL50 = 6153,23 (5449,91÷ 6856,55) мг/кг маси тварини 

Величини середньосмертельних доз препарату "Бровасептол концентрат" для білих щурів при внутрішньошлунковому введенні, обчислені різними способами, наведені у таблиці 3.63

Таблиця 3.63

Величини середньосмертельних доз препарату "Бровасептол-концентрат" для білих щурів за внутрішньошлункового введення
	Методи підрахунків за методами:
	DL50 за внутрішньошлункового введення в см3/ кг м.т.
	DL50 доза за внутрішньошлункового введення в мг діючої речовини на 1 кг м.т.

	Г. Першина (1950)
	7,66
	5515,2

	Г. Кербером (1931)
	7,66
	5515,2

	Б.М. Штабським(1980)
	8,54 (7,57÷9,52)
	6153,23 (5449,91÷ 6856,56)


У досліді з визначення гострої токсичності препарату "Бровасептол-концентрат" при підшкірному введенні білим щурам було використано 6 груп тварин (5 дослідних і одна контрольна), яких підбирали за принципом аналогів по 6 голів у кожній. 

Препарат "Бровасептол-концентрат" вводили підшкірно, одноразово у дозах відповідно на 1 кг м. т. см3 препарату / мг діючої речовини: 5,0/3600; 7,5/5400; 10,0/7200; 12,5/9000; 15,0/10300 (табл. 3.64 ).
Таблиця 3.64

Параметри гострої токсичності препарату "Бровасептол-концентрат" при підшкірному введенні білим щурам
	Група тварин
	Доза
	Загинуло/ вижило, тварин

	
	препарат, см3/кг м.т.
	Діюча речовина, мг/кг м.т.
	

	1
	5,0
	3600
	0/6

	2
	7,5
	5400
	2/4

	3
	10,0
	7200
	4/2

	4
	12,5
	9000
	5/1

	5
	15,0
	10800
	6/0


Результати визначення гострої токсичності препарату "Бровасептол концентрат" при підшкірному введенні білим щурам за Г. Першиним (1950), представлені в таблиці 3.65. 

Таблиця 3.65
Визначення середньосмертельної дози препарату "Бровасептол-концентрат" при підшкірному введенні білим щурам за Г. Першиним (1950)
	Дози препарату, см3 /кг
	5,0
	7,5
	10,0
	12,5
	15,0

	Результати, що спостерігалися, 

загинуло /вижило тварин
	0/6
	2/4
	4/2
	5/1
	6/0

	Відсоток тварин, які загинули
	0
	33,33
	66,67
	83,33
	100

	a + b
	                12,5           17,5             22,5         27,5

	m – n
	                  33,33        33,34       16,66         16,67

	(a + b) • (m − n)
	               416,62    583,45    374,85      458,42


	DL50=
	Ʃ[(a + b) • (m − n)]
	=
	416,62+582,45+374,85+458,42
	=
	1860,34
	=9,3

	
	             200
	
	200
	
	200
	


Отже, виходячи з розрахунків за методом Г. Першина середньосмертельна доза (DL50) препарату "Бровасептол-концентрат" для білих щурів при підшкірному введенні становить 9,3 см3 на 1 кг маси тварини, що відповідає – 6697,22 мг/кг маси тварини (за діючою речовиною). 
Результати визначення гострої токсичності препарату "Бровасептол-концентрат" при підшкірному введенні білим щурам за Г. Кербером (1931) представлені в таблиці 3.66.

Таблиця 3.66
Визначення середньосмертельної дози препарату "Бровасептол-концентрат" при підшкірному введенні білим щурам за Г. Кербером (1931)
	Дози препарату, см3/кг
	5,0
	7,5
	10,0
	12,5
	15,0

	Вижило тварин
	6
	4
	2
	1
	0

	Загинуло тварин
	0
	2
	4
	5
	6

	z
	                              1              3             4,5             5,5

	d
	                             2,5           2,5           2,5            2,5

	z d
	                              2,5           7,5          11,25        13,75


	DL50 =
	DL100 −
	Ʃ(z d)
	= 15,0 −
	2,5+7,5+11,25+13,75
	= 9,2

	
	
	m
	
	6
	


Виходячи з даних розрахунку середньосмертельної дози препарату "Бровасептол -концентрат" при введенні під шкіру за Г. Кербером (1931) встановлено, що DL50  для білих щурів становить 9,2 см3 препарату на 1 кг маси тварини (6602,4 мг діючої речовина на 1 кг маси тіла). 
Згідно з отриманими даними досліджень на білих щурах, встановлено параметри токсичності, відображені в таблиці 3.67.
Таблиця 3.67

Визначення середньосмертельної дози препарату "Бровасептол-концентрат" при підшкірному введенні білим щурам за Б.М. Штабським (1980)

	Y
	X

	
	см3 (препарату) /кг м.т.
	мг (діючої речовини) /кг м.т.

	33,33
	10,0
	7200

	66,67
	12,5
	9000

	83,33
	15,0
	10800

	∑ = 183,33
	∑ = 37,5
	∑ = 27000


Отже:

α, згідно з формулою (4) = (83,33 – 33,67) : (15,0-10,0) = 49,66 : 5 = 9,932;

b із формули (5) = (183,33 – 9,932 ∙ 37,5) : 3 = (183,33 – 372,45) : 3= -189,12: 3 = 63,04;
DL50 = (50 + 63,04) : 9,932 = 113,04: 9,932= 11,38 см3/кг;

DL16 = (16 + 63,04) : 9,932 = 79,04: 9,932 = 7,96 см3/кг;

DL84 = (84 + 63,04) : 9,932 = 147,04: 9,932 = 14,80 см3/кг;

2α = DL84 - DL16 = 14,80 – 7,96= 6,85;
m = 2α : (√2 ∙ N) = 6,85 : √2 · 6 = 6,85 : 4,243 = 1,614;

mt = 1,614 ∙ 2,11 = 3,406;·

Нg = DL50 - mt = 11,38 – 3,406 = 7,97;

Вg = DL50 + mt = 11,38 + 3,406  = 14,79.

Таким чином, параметри середньосмертельної дози препарату для білих щурів при підшкірному введенні при обчисленні за методом Б.М. Штабського (1980) становлять мл/кг: DL50 = 11,38 (7,96÷14,80) відповідно за діючою речовиною мг/кг DL50 = 8193,6 (5731,2÷10656,2). 
Величини середньосмертельних доз препарату "Бровасептол концентрат" для білих щурів при підшкірному введенні, обчислені різними методами, відображені у таблиці 3.69.
Таблиця 3.69
Величини середньосмертельних доз препарату "Бровасептол-концентрат" для білих щурів при підшкірному введенні

	Методи підрахунків за:
	Середньосмертельна доза за підшкірного введення (DL50) см3/кг м.т.
	Середньосмертельна доза за підшкірного введення (DL50) мг/кг м.т. (за діючою речовиною)

	Г. Першина (1950)
	9,3
	6696,0

	Г. Кербером (1931)
	9,2
	6624,0

	Б.М. Штабським (1980)
	11,38 (7,96÷14,80)
	8193,6 (5731,2÷10656,2)


За результатами експериментів з визначення гострої токсичності для різних видів лабораторних тварин при різних способах введення встановлено, що препарат "Бровасептол-концентрат" згідно з класифікацією речовин за токсичністю належить до IV класу токсичності - малотоксичні речовини. 
3.1.2.4. Результати визначення хронічної токсичності препарату "Бровасептол концентрат"

Визначення параметрів хронічної токсичності нового препарату "Бровасептол - концентрат" проводили на білих мишах.
При спостереженні за дослідними тваринами вірогідних змін у поведінці мишей не спостерігали (табл. 3.70). 
Апетит усіх мишей дослідних і контрольної групи був задовільним. У тварин, яким вводили препарат "Бровасептол-концентрат" у дозі 0,95 см3/кг (1/10 DL50) вродовж 14-ти діб, дещо знижувалася рухова активність. 
Дослідження емоційно-поведінкових реакцій білих мишей після введення препарату "Бровасептол - концентрат" протягом 14-ти діб у терапевтичній та 1/50 середньосмертельній дозах не показало істотного впливу препарату на нервову систему.

При цьому виявлена тенденція до пригнічення у тварин, які отримували експериментальний препарат у дозі 0,95 см3/кг, яка характеризувалася зменшенням рухової активності (кількості пересічених квадратів), реакції оглядання (кількості стоячих поз), ґрумінгу (кількості умивань). 
Таблиця 3.70

Показники фізіологічного стану і активності білих мишей за 14-ти добового введення препарату "Бровасептол-концентрат" (М±m, n=20)
	Група тварин / доза препарату
	Апетит
	Поведінкова реакція
	Вертикальна рухова активність

	I / 0,1 см3 /кг (терапевтична)
	задовільний
	норковий рефлекс збережений
	5,28±0,21

	II / 0,47 см3 /кг (1/50 DL50)
	задовільний
	норковий рефлекс збережений
	5,20±0,41

	III / 0,95 см3/кг (1/10 DL50)
	задовільний
	норковий рефлекс збережений
	4,60±0,30

	IV (контроль)
	задовільний
	норковий рефлекс збережений
	5,42±0,32


Встановлена орієнтовно-дослідна (кількість обнюхувань та заглядань) та емоційна (кількість дефекацій та болюсів) реакції не відрізнялися від таких тварин першої та другої дослідних та четвертої контрольної груп.

Клінічний статус тварин дослідних та контрольної груп у процесі досліду залишався в межах фізіологічної норми. 
Відмічали незначне збільшення маси тіла дослідних і контрольних тварин протягом експерименту (табл. 3.71 ). Проте, найнижчим відсотком збільшення загальної маси був у мишей третьої групи, які отримували 1/10 DL50 дослідного препарату.
Таблиця 3.71

Динаміка маси тіла білих мишей у хронічному досліді під дією препарату "Бровасептол-концентрат" (М±m, n=20)

	Група тварин/доза
	Маса тіла, г

	
	до початку досліду
	в кінці досліду

	
	загальна по групі
	середня однієї тварини
	загальна по групі
	середня однієї тварини
	збільшення загальної маси (%)

	I / 0,1 см3/кг
	384,4
	19,81±0,38
	398,0
	19,65±0,35
	106,20

	II / 0,47 см3/кг (1/50 DL50)
	382,2
	19,09±0,38
	392,2
	19,15±0,37
	102,16

	III / 0,95 см3/кг (1/10 DL50)
	382,6
	19,08±0,42
	385,4
	19,14±0,39
	101,17

	IV (контроль)
	382,5
	19,07±0,39
	398,6
	19,85±0,34
	104,14


При визначенні морфологічних показників крові вірогідних змін у кількості лейкоцитів та еритроцитів, вмісті гемоглобіну та лейкограмі виявлено не було (табл.3.72). Аналіз гематологічних показників свідчить про незначне зниження вмісту гемоглобіну в крові тварин третьої групи, яким вводили експериментальний препарат в дозі 0,95 см3 /кг (1/10 DL50). 
Вміст у крові дослідних і контрольних тварин еритроцитів та лейкоцитів вірогідно не відрізнявся. Встановлено збільшення кількості нейтрофілів та зменшення лімфоцитів з підвищенням дози досліджуваного препарату. У крові білих мишей, які отримували препарат "Бровасептол-концентрат" у терапевтичній дозі та 1/50 DL50, достовірних змін біохімічних показників порівняно з контрольними тваринами не виявлено. 
При введенні препарату в дозі, яка відповідає 1/10 DL50, спостерігалася тенденція до дещо напруженого функціонування системи виділення та печінки. При цьому відмічали підвищення вмісту сечовини на 0,18 та активності специфічних для печінки ферментів аланінамінотрансферази і аспартатамінотрансферази на 2,23 і 10,48  відповідно порівняно з контролем. 
Таблиця 3.72

Морфологічні показники крові білих мишей за визначення хронічної токсичності препарату "Бровасептол-концентрат" (М±m, n=10)

	Показники
	Групи тварин/доза препарату

	
	I / 0,1 см3/кг
	II / 0,47см3/кг (1/50 DL50)
	III / 0,95 см3/кг (1/10 DL50)
	IV (контроль)

	Гемоглобін, г/л
	168,2±3,6
	164,3±4,2
	160,7±4,7
	168,1±3,8

	Еритроцити Т/л
	8,2 ±0,1
	8,1 ±0,1
	8,0 ±0,2
	8,2 ±0,1

	Лейкоцити Г/л
	7,1±0,2
	7,2±0,3
	7,3±0,2
	7,1±0,4

	Еозинофіли, %
	1,16±0,01
	1,06±0,02
	1,01±0,05
	1,18±0,03

	Нейтрофіли, %
	29,5±2,4
	33,5±2,2
	35,4±2,4
	30,4±1,2

	Лімфоцити, %
	59,9±3,2
	58,2±3,4
	56,8±2,8
	58,5±3,1


	Моноцити, %
	0,60±0,1
	0,59±0,2
	0,58±0,1
	0,62±0,3


Вміст глюкози в крові тварин третьої групи підвищився на 1,2 порівняно з контролем, що може вказувати на порушення глікогенсинтезуючої функції печінки, або підвищення інтенсивності окислення вуглеводів. Вміст білка в сироватці крові експериментальних тварин всіх груп вірогідно не змінювався (табл. 3.73 ).
У зв’язку з тим, що однією з причин підвищення рівня активності трансаміназних ферментів є їх вихід із уражених органів та тканин у кров’яне русло, можна припустити про початок розвитку деструктивних процесів в гепатоцитах мишей, що отримували препарат "Бровасептол-концентрат" у дозі 0,95 см3/кг, тому що саме в печінці локалізується найбільша кількість аланінамінотрансферази.
Однак середнє значення цих показників не виходило за верхні межі норми для даного виду тварин.

При патологоанатомічному дослідженні тварин у мишей контрольної, першої та другої дослідних груп форма і величина печінки виглядала не зміненою. 

Таблиця 3.73

Біохімічні показники крові білих мишей за визначення хронічної токсичності препарату "Бровасептол-концентрат" (М±m, n=10)

	Показники
	Групи тварин / доза препарату

	
	I / 0,1 см3/кг (терапевтична)
	II / 0,47 см3/кг (1/50 DL50)
	III / 0,95 см3/кг (1/10 DL50)
	IV (контроль)

	Загальний білок, г/л
	56,34±2,30
	52,62±3,24
	54,32±1,34
	56,22±2,10

	Сечовина, ммоль/л
	5,27±0,22
	5,22±0,18
	5,36±0,24
	5,18±0,16

	Глюкоза, ммоль/л
	4,68±0,26
	5,18±0,22
	5,83±0,26
	4,63±0,24

	Лужна фосфотаза, од/л
	262,5±16,15
	266,4±15,19
	264,5±6,34
	262,6±23,32

	АлАТ, од/л
	84,86±2,44
	86,53±2,24
	88,51±2,26
	86,28±2,81

	АсАТ, од/л
	94,42±2,42
	101,34±3,24
	104,62±3,29
	94,14±2,33


У мишей, яким дослідний препарат вводили в у дозі 1/10 DL50, печінка була збільшена у 1,5-2 рази. Відмінність також проявлялася при визначенні кольору органу. У контрольній, першій і другій дослідних групах печінка однорідна, зафарбована у світло-коричневий колір, пружна, на розрізі структура збережена. 

У тварин третьої групи, яким задавали експериментальний препарат у дозі 0,95  см3/кг (1/10 DL50), печінка місцями неоднорідна, забарвлена у темно-коричневий колір з темно-вишневою смугастістю. За цих умов, консистенція даного органа у мишей третьої групи була дещо в’ялою.

При проведенні макроскопічного дослідження селезінки у тварин третьої дослідної групи орган був дещо змінений у розмірі. У всіх випадках орган мав видовжену форму. У мишей контрольної, першої та другої дослідних груп – темно-червоного кольору, краї загострені, на розрізі зіскребок пульпи незначний. Селезінка у тварин третьої групи – світло-червоного кольору.

При макроскопічному дослідженні нирок у всіх групах тварин форма органа була не зміненою. У контрольній, першій та другій дослідних групах нирки були бобовидної форми, темно-вишневого кольору, проти у мишей третьої групи − коричневого кольору, дещо округлі, капсула знімалася легко, на розрізі межа між шарами добре виражена. При цьому, консистенція органів у тварин усіх груп була пружною, капсула з нирок знімалась легко.

Виходячи з результатів досліджень, препарат "Бровасептол-концентрат" при підшкірному введенні білим мишам протягом 14 діб у терапевтичні та 1/50 DL50 не спричиняв суттєвих змін загального стану, маси тіла, морфологічних та біохімічних показників крові. 
Введення препарату "Бровасептол-концентрат" в дозі, яка відповідає 1/10 DL50 призводить до підвищення активності специфічних для печінки ферментів та вмісту глюкози в сироватці крові та спричиняє розвиток дегенеративно-деструктивних змін у печінці, селезінці, нирках, серцевому м’язі та набряк перибронхіальної тканини і обширні крововиливи у паренхіму легень. 

Таким чином, відповідно до ГОСТ 12.1.007-76, препарат "Бровасептол - концентрат" за ступенем токсичності належить віднести до помірно токсичних речовин.
3.1.2.5. Вивчення кумулятивних властивостей препарату "Бровасептол - концентрат"

У результаті вивчення кумулятивних властивостей препарату "Бровасептол- концентрат" встановлено, що введення сумарної дози 56,8 мл на 1 кг маси тварини не викликає загибелі білих мишей. 

При веденні сумарної дози 63,38 см3 на 1 кг м.т. одна миша загинула, що становить 5%. При подальшому введенні препарату летальність становила на 18-ту добу (сумарна доза 83,13 см3/кг) – 15%, на 19-ту добу (сумарна доза 93,0 см3/кг) – 20% та 20-ту добу (сумарна доза 102,87 см3/кг) – 45 %. 

При збільшенні 9,873 в 1,5 раза (14,8095 см3/кг) на 21 - шу добу летальність становила 80%, на 22 - гу добу досліджень відмічали загибель 90 % лабораторних тварин, сумарна доза при цьому склала 132,49 см3/кг (табл. 3.74). 

Таблиця 3.74

Схема проведення досліду з визначення коефіцієнта кумуляції препарату "Бровасептол-концентрат"
	Характеристика призначених доз
	Період досліду (доби введення)

	
	1 (1-4)
	2 (5-8)
	3 (9-12)
	4 (13-16)
	5 (17-20)
	6(21-24)

	Доза, яка щодобово вводиться, у частках від одноразової DL50 (см3/кг)
	1,95
	2,925
	4,388
	6,582
	9,873
	14,8095

	Сумарна  доза за 4 доби введення в частках від DL50 (см3/кг)
	7,8
	11,7
	17,552
	26,328
	39,492
	59,238

	Сумарна  доза за періодами введення в частках від DL50 (см3/кг)
	7,8
	19,5
	37,052
	63,38
	102,872
	162,11

	Летальність, %
	-
	-
	-
	5
	45
	100


Розрахунок середньосмертельної дози при проведенні досліду щодо вивчення кумулятивних властивостей препарату "Бровасептол-концентрат" проводили за Б.М. Штабським (1980).
Залежність відсотка летальності (Y) від дози (Х) може бути описана рівнянням прямої з кутовим коефіцієнтом (a):

Y = aХ + b (1)

Значення a та b знаходили за формулами:
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Знаючи a та b, вирішували рівняння (3) відносно Х:
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Потім послідовно підставляли у формулу (1) значення Y, яке дорівнює 50 % і знаходили DL50. 

Таким чином середньосмертельна доза препарату "Бровасептол-концентрат" при визначенні кумулятивних властивостей, згідно розрахунків за Б.М. Штабським (1980) становить 109,458 см3/кг маси тварини.

Встановивши у попередніх дослідженнях середньосмертельну дозу досліджуваного препарату для білих мишей при підшкірному введенні - 19,5 мл/кг маси тварини, обчислювали коефіцієнт кумуляції за формулою Ю.С. Когана та В.В.  Станкевича [655]:

	Кк =
	DL50 n
	=
	109,458
	=
	5,5897

	
	DL50 
	
	19,5
	
	


Таким чином, коефіцієнт кумуляції препарату "Бровасептол концентрат" становив 5,6, що вказує на слабко виражену кумулятивну дію препарату.

3.1.2.6. Вивчення ембріотоксичної та тератогенної дії препарату "Бровасептол-концентрат"

При проведенні макроскопічного огляду плодів самок, які отримували препарат "Бровасептол-концентрат" у різні терміни вагітності, виявлено, що у всіх ембріонів дослідних та контрольних груп були відсутні вади лицевого та мозкового черепу. Сам череп мав овальне-довгасту форму. Вушна раковина та повіки очей були закриті. Передня черевна стінка зарощена, без ознак пупкової грижі. Хвіст був звичайної довжини. Кінцівки мали добре розвинуте плече, передпліччя, кисть, стегно, гомілку та стопу. Положення, форма кінцівок, кількість пальців та їх розміри у ембріонів дослідних та контрольних  перебували в межах норми. На шкірі були відсутні ознаки порушення пігментації. 

Дослідженням показників ембріолетальної дії препарату "Бровасептол -  концентрат" встановлено, що показники вагітних самок дослідних груп відповідали аналогічним показникам контрольних щурів-самок (табл. 3.75). 

Таблиця 3.75

Результати вивчення ембріонального матеріалу, отриманого від самок щурів після введення препарату "Бровасептол-концентрат"

	Показники
	Дослід
	Контроль

	
	група тварин/дні введення препарату
	група тварин/дні введення препарату

	
	I/1-6
	II/6-16
	III/16-20
	IV/1-6
	V/6-16
	VI/16-20

	Кількість живих плодів в посліді, гол.
	9,6±0,22
	9,7±0,24
	9,8±0,21
	9,7±0,27
	9,4±0,28
	9,6±0,28

	Загальна ембріональна смертність, %
	9,64±0,25
	9,47±0,35
	9,44±0,31
	9,62±0,43
	9,58±0,29
	9,48±0,28

	Доімплантаційна смертність, од.
	9,74±0,27
	9,56±0,46
	9,47±0,58
	9,68±0,28
	9,62 ±0,44
	9,78 ±0,52

	Постімплантаційна
смертність, од.
	8,94±0,28
	8,98±0,24
	8,81±0,26
	8,38±0,21
	9,42±0,20
	9,24±0,38

	Маса плода, г
	1,81±0,01
	1,86±0,02
	1,89 ±0,01
	1,86±0,02
	1,88±0,01
	1,90±0,01

	Краніокаудальні розміри, мм
	30,60±0,20
	30,61±0,24
	30,55±0,26
	30,70±0,20
	30,80±0,24
	30,90±0,22

	Маса плаценти, г
	0,42±0,01
	0,41±0,01
	0,42±0,02
	0,43±0,01
	0,42±0,01
	0,41±0,01

	Діаметр плаценти, мм
	13,6±0,16
	13,4 ±0,14
	13,5±0,16
	13,5+0,18
	13,4+0,18
	13,5+0,89

	Зовнішні пороки розвитку, %
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	Самців / самок в посліді, %
	52,1/47,8
	50,8/49,2
	50,6/47,4
	48,1/51,5
	51,8/48,1
	50,6/49,3


Показники перед імплантаційної (до імплантаційної), після імплантаційної та загальної ембріональної летальності в дослідних групах не мали вірогідних відмінностей від показників у контролі. У дослідних тварин маса плодів та їх краніо-каудальний розмір, маса плацент та їх діаметр не мали достовірних відмінностей від показників контрольних тварин. Зовнішні вади розвитку були відсутні. Співвідношення статей у посліді не зазнало змін.

Результати морфоанатомічного дослідження стану внутрішніх органів ембріонів щурів, яким в період вагітності внутрішньом'язово вводили препарат "Бровасептол концентрат" в дозі 0,1 см3 на 1 кг маси тварини наведені у таблиці 3.76. 
На першому розрізі, який проводили перпендикулярно до нижньої щелепи, вивчали стан переднього відділу твердого піднебіння, нижньої щелепи, носової перегородки, хоан.
Таблиця 3.76

Результати морфо-анатомічного дослідження внутрішніх органів ембріонів щурів після введення препарату "Бровасептол-концентрат"

	Показники
	Дослід
	Контроль

	
	група тварин/дні введення препарату
	група тварин/дні введення препарату

	
	I/1-6
	II/6-16
	III/16-20
	IV/1-6
	V/6-16
	VI/16-20

	Кількість оглянутих ембріонів. шт.
	95
	95
	95
	95
	95
	95

	Переповнення судин кров’ю, од/%
	0/0
	0/0
	0/0
	0/0
	1/1,02
	0/0

	Збільшення розмірів сечового міхура, 
од /%
	1/1,04
	1/1,04
	0/0
	1/1,04
	2/2,08
	0/0

	Крововиливи у внутрішні органи, од /%
	0/0
	0/0
	0/0
	0/0
	0/0
	0/0

	Підшкірні гематоми, од / %
	0/0
	0/0
	0/0
	1/1,04
	0/0
	0/0

	Розширення шлуночків головного мозку, од /%
	1/1,04
	0/0
	0/0
	0/0
	0/0
	0/0

	Каліцтва, аномалії розвитку внутрішніх органів та скелету
	відсутні
	відсутні
	відсутні
	відсутні
	відсутні
	відсутні


У всіх переглянутих ембріонів нижня і верхня щелепа були без патологій, язик вільно містився у роті. Тверде піднебіння без ознак розщеплення, носова перегородка нескривлена.
Другий розріз проводили через середину очних яблук і орбіт. Нюхові бульбочки розташовані в лобовій частині головного мозку, великі, на розрізі мають довгасту овальну форму. Очні орбіти та яблука парні, розташовані на одному рівні, без патології. 
Третій розріз проводили через поперечний діаметр головного мозку (перед вухами), четвертий розріз – паралельно третьому, але за вухами. На цих розрізах розглядали стан головного мозку. У всіх ембріонів відділи головного мозку розвинуті пропорційне.
На розрізах простежувалися півкулі, таламус (проміжний мозок), мозочок, бічні, третій і четвертий шлуночки головного мозку. Бічні шлуночки головного мозку мали вигляд вузької щілини. Третій шлуночок на розрізі був невеликий, краплеподібної форми. Четвертий шлуночок мав сплющену, наметоподібну форму. Субдуральний простір у всіх оглянутих плодів не перевищував межі норми. У двох та одного плода V та VI контрольних груп і одного плода III дослідної групи спостерігали наповнення кровоносних судин головного мозку кров’ю, а в одного ембріона I дослідної групи зафіксовано розширення шлуночка головного мозку. Підшкірні гематоми виявлені у одного з ембріонів II дослідної та I контрольної груп. Набряків підшкірної клітковини у плодів дослідних і контрольних груп виявлено не було. 
П’ятий розріз проводили через гортань, стравохід, спинний мозок, великі кровоносні судини і слинні залози. Усі вищеперераховані утворення звичайної топографії, без видимої патології. Субарахноїдальний простір був у нормі, діаметр кровоносних судин приблизно однаковий у всіх ембріонів дослідних та контрольних груп. 
Шостий розріз проводили над верхніми кінцівками. На ньому просліджували стан стравоходу, трахеї, кровоносних судин, спинного мозку. На цьому рівні розрізу видимої патології не виявлено. Стравохід по всій довжині був вільний, без ознак стенозу, кільця трахеї – добре розвинуті, звичайної топографії. 
Сьомий розріз проводили під верхніми кінцівками. На розрізі були чітко видні органи грудної порожнини: чотирикамерне серце, правий і лівий шлуночки, праве і ліве вушко, права легеня, що складалася з чотирьох часток і одночасткова ліва легеня. Сама тканина легень мала добре виражену коміркову структуру, розвинуті бронхи. У порожнині перикарда у частини ембріонів як у дослідних так і в контрольних групах, визначали наявність крові. На цьому ж розрізі переглядали також стан стравоходу і спинного мозку. 
Восьмий розріз проводили через печінку, яка складалася із шести часток. Була звичайної консистенції і кольору. Після огляду печінки її видаляли і оглядали діафрагму. Діафрагмова перегородка мала трохи увігнуту форму, цільність її непорушена. У одного з ембріонів I дослідної та III контрольної груп було виявлено крововиливи у внутрішні органи. 
Дев’ятий розріз у частини ембріонів проводили нижче пупкового кільця, у частини розріз робили продовж черевної порожнини і малого таза. Як на поперечних, так і на поздовжніх розрізах органи черевної порожнини були звичайної топографії, без ознак патології. Шлунок був великий, на розрізі ніжно складчастий. Підшлункова залоза – компактна, у ній були добре помітні (повздовжній розріз) голова, тіло і хвіст. Селезінка була звичайною, помірною за розміром. Видаливши переглянуті органи, оглядали сечостатеву систему. Нирки у всіх ембріонів були розташовані трохи асиметрично. На розрізі ниркова балія не мала ознак гідронефрозу. Досить великі наднирники були овальної форми. Сечоводи прямі по всій довжині. Сечовий міхур мав малий розмір, однак, у невеликої частки плодів I та II дослідних і IV та V контрольних груп спостерігали збільшення розмірів сечового міхура. Пряма кишка була без видимої патології. У самців спостерігали чітко розвинуті парні тестикули з придатками, у самок – дворогу матку і яєчники (розташовані за нирками). 
Результати морфо-анатомічного дослідження внутрішніх органів ембріонів щурів, які у різні періоди вагітності отримували "Бровасептол-концентрат" в дозі 0,1  см3/кг, показали відсутність у 20 денних плодів вірогідних змін порівняно з контролем у стані внутрішніх органів та тканин. При дослідженні кісткової системи ембріонів визначали характер осифікації черепа, кістяка, кінцівок, просторове розташування і форму кісток, кількість закладок у метакарпальних і метатарзальних кістках, кількість осифікацій у грудині, у тазовому поясі, у хребті. Дані морфоанатомічного дослідження кісткової системи ембріонів щурів, які отримували препарат у різні строки вагітності, наведені у табл. 3.77. 
Дослідження закладок лицьового черепа плодів не виявило аномалій розвитку. У всіх ембріонів були добре розвинуті нижня та верхня щелепи. Носові перегородки та очні орбіти. Кісткові закладки на лобовій, акуловій, ґратчастій кісках ембріонів були добре помітні. Кісткова тканина мала яскраве забарвлення. 
Таблиця 3.77

Показники осифікації кістяка плодів щурів, які отримували препарат "Бровасептол-концентрат" у дозі 1 см3/кг маси

	Показник
	Дослід
	Контроль

	
	група тварин/дні введення препарату
	група тварин/дні введення препарату

	
	I/1-6
	II/6-16
	III/16-20
	IV/1-6
	V/6-16
	VI/16-20

	Лопатка
	ліва
	2,36±0,02
	2,36 ±0,01
	2,38±0,02
	2,35±0,02
	2,36±0,02
	2,37±0,02

	
	права
	2,36±0,02
	2,38+0,01
	2,38±0,02
	2,37±0,02
	2,38±0,02
	2,35±0,02

	Плечова
	ліва
	2,50±0,03
	2,48±0,02
	2,49±0,02
	2,48±0,02
	2,48±0,02
	2,50±0,02

	
	права
	2,49+0,03
	2,49+0,02
	2,50±0,02
	2,51±0,02
	2,49±0,03
	2,49±0,02

	Ліктьова


	ліва
	2,64+0,02
	2,63+0,02
	2,62±0,02
	2,62±0,02
	2,64+0,01
	2,63+0,02

	
	права
	2,63±0,02
	2,63±0,02
	2,64+0,02
	2,61±0,02
	2,60±0,02
	2,63±0,02

	Променева
	ліва
	2,02 ±0,03
	2,01±0,02
	2,00±0,02
	2,01±0,02
	2,02±0,03
	2,01±0,03

	
	права
	2,01±0,02
	2,02+0,03
	2,00±0,02
	2,02±0,03
	2,00+0,02
	2,01+0,03

	Стегнова 
	ліва
	1,80±0,01
	1,78+0,02
	1,80±0,02
	1,79±0,03
	1,79 ±0,02
	1,80±0,02

	
	права
	1,80±0,01
	1,80+0,02
	1,79 ±0,02
	1,79 ±0,02
	1,80+0,04
	1,80+0,04

	Велика
гомілкова
	ліва
	2,06±0,02
	2,08±0,02
	2,07+0,02
	2,09±0,02
	2,07±0,02
	2,06±0,01

	
	права
	2,07±0,02
	2,07±0,02
	2,08±0,01
	2,09±0,02
	2,08±0,02
	2,09±0,01

	Мала
гомілкова
	ліва
	1,88±0,02
	1,86±0,02
	1,86+0,03
	1,86±0,02
	1,88±0,03
	1,89+0,03

	
	права
	1,86 ±0,02
	1,88+0,02
	1,89 ±0,02
	1,86+0,02
	1,88±0,03
	1,86+0,02

	Нижня
щелепна
	зліва
	7,05±0,02
	7,06±0,02
	7,08±0,01
	7,06±0,03
	7,05±0,03
	7,08±0,02

	
	зправа
	7,06±0,02
	7,05±0,02
	7,06±0,01
	7,05±0,03
	7,05±0,03
	7,06±0,02

	Тім'яна
	ліва
	4,92+0,04
	4,90 ±0,03
	4,91+0,03
	4,91±0,03
	4,92±0,03
	4,92±0,03

	
	права
	4,91±0,04
	4,92 ±0,03
	4,90±0,03
	4,91±0,03
	4,90±0,03
	4,92±0,03

	Кількість хребців
	29,1 ±0,10
	30,2±0,13
	29,0±0,21
	30,2±0,25
	29,8±0,20
	29,9±0,18


У поодиноких ембріонів II і III дослідних груп та I і II контрольних груп виявлено відсутність верхньої частини потиличної кістки. У незначної кількості ембріонів дослідних груп щурів, які отримували препарат у різні строки вагітності виявлені відхилення, що не виходили за межі аналогічних показників контролю. В ембріонів як дослідних, так і контрольних груп спостерігали зменшення кісткових закладок у під’язиковій кістці. 
При дослідженні хребта ембріонів також невиявлене вірогідних порушень осифікації у плодів дослідних груп порівняно з плодами контрольних груп. Число пар ребер – 13. В шийному відділі осифіковані лише дуги хребців. У грудному, поперековому та крижовому відділах закладки осифікації знайдені як у дугах, так і в тілах хребців. Процес осифікації відбувався синхронно. 
У деяких плодів дослідних і контрольних груп виявлено зниження кісткових закладок у дугах хребців поперекового відділу. У тазовому поясі плодів ядра осифікації були відзначені в трьох окремих кістках: клубовій, сідничній і лобковій. У ембріонів усіх груп вони були відокремлені одна від одної. Найбільш осифікованою була клубова кістка. У двох інших тазових кістках процес осифікації відбувався повільніше. 
Дослідження кісток верхніх і нижніх кінцівок ембріонів не виявило аномалій в їхньому розвитку. Плечовий пояс був чітко осифікований. В ключиці осифіковано лише тіло. Кістки плеча, передпліччя, стегна і гомілки мали виражений характер осифікації діафізів і епіфізів. Кістки черепа, крижові хребці, трубчасті кістки, ядра осифікації в дистальних відділах кінцівок сформовані і не відрізнялися за розміром від контрольних тварин. Суттєвої різниці між плодовитістю щурів дослідних і контрольних груп не встановлено. 
Середня кількість плодів на самку в дослідних та контрольних групах перебувало в межах 9,1-9,6. Щурята, отримані від піддослідних самок, були життєздатні і не відставали в рості і розвитку від контрольних (табл. 3.78 ).
За результатами проведених досліджень зроблено висновок, що препарат "Бровасептол-концентрат" при внутрішньом'язовому введенні в дозі 0,1 см3/кг на 1-6, 6-16 та 16-20 дні вагітності не чинить ембріотоксичної і тератогенної дії на ембріони щурів.
Таблиця 3.78

Показники постембріонального розвитку щурят, отриманих від самок, яким вводили препарат "Бровасептол-концентрат"

	Показник
	Дослід
	Контроль

	
	група тварин/дні введення препарату
	група тварин/дні введення препарату

	
	I/1-6
	II/6-16
	III/16-20
	IV/1-6
	V/6-16
	VI/16-20

	Середня кількість плодів на самку, гол
	9,20+0,24
	9,10+0,23
	9,20+0,33
	9,30+0,21
	9,20+0,28
	9,20+0,26

	Маса щурят в 1-й день, г
	4,90±0,02
	4,88±0,04
	4,86+0,04
	4,90+0,04
	4,85+0,04
	4,92+0,05

	Середньодобовий приріст маси щурят, г
	1,69+0,02
	1,73+0,05
	1,75+0,03
	1,70+0,05
	1,68+0,04
	1,72+0,04

	Поява шерстного покриву, діб
	5,20±0,13
	5,10+0,16
	5,20±0,18
	5,20±0,15
	5,10+0,12
	5,10+0,16

	Відлипання вушної раковини, діб
	13,1+0,10
	13,2+0,11
	13,2+0,12
	13,3+0,14
	13,2+0,13
	13,1+0,12

	Відкривання очної щілини, діб
	16,1+0,2
	16,0+0,2
	16,1+0,1
	16,1±0,1
	16,1+0,2
	16,1+0,1

	Індекс життєздатності
	1
	1
	1
	1
	1
	1

	Індекс виживання
	1
	1
	1
	1
	1
	1

	Індекс лактації
	1
	1
	1
	1
	1
	1


3.1.2.7. Визначення індексу захисту препарату "Бровасептол-концентрат"

У дослідах було випробувано три дози препарату "Бровасептол-концентрат": 0,025; 0,05; 0,1 см3/кг маси тіла. Після введення експериментальних культур мікроорганізмів у мінімальних смертельних дозах (DLM) у тварин спостерігали поступово наростаюче пригнічення та ослаблення дихальної функції (табл. 3.79).
Загибель контрольних тварин, заражених культурами мікроорганізмів, ізольованих від птиці (S. aureus, S. pullorum, P. vulgaris, E. coli, Y. enterocolitica, C. perfringens) та тест - культурою E. coli (серовар О2, штам № 1257), які не підлягали обробці препаратом, відбувалася на 2-3 добу.
Таблиця 3.79

Індекс захисту (ефективність) різних доз препарату "Бровасептол - концентрат" при експериментальному зараженні білих мишей

	Групи, дози /

показники
	Контрольна
	Дослідні

	
	
	0,025 см3/кг маси тіла
	0,05 см3/кг маси тіла
	0,1 см3/кг маси тіла

	S. pullorum

	загинуло, гол / %
	10/100
	2/20
	1/10
	0

	одужало, гол / %
	0
	8/80
	9/90
	10/100

	мишо-дні життя
	27
	122
	137
	150

	індекс захисту (Е)
	-
	80
	90
	100

	S. aureus

	загинуло, гол / %
	10/100
	5/50
	3/30
	1/10

	одужало, гол / %
	0
	5/50
	7/70
	9/90

	мишо-дні життя
	26
	118
	127
	144

	індекс захисту (Е)
	-
	50
	70
	90

	E. coli O78

	загинуло, гол / %
	10/100
	2/20
	2/20
	1/10

	одужало, гол / %
	0
	8/80
	8/80
	9/90

	мишо-дні життя
	28
	116
	130
	145

	індекс захисту (Е)
	-
	80
	80
	90

	P. vulgaris

	загинуло, гол / %
	10/100
	2/20
	0/0
	0

	одужало, гол / %
	0
	8/80
	10/100
	10/100

	мишо-дні життя
	30
	136
	150
	150

	індекс захисту (Е)
	-
	80
	100
	100

	C. perfringens

	загинуло, гол / %
	10/100
	3/30
	1/10
	0

	одужало, гол / %
	0
	7/70
	9/90
	10/100

	мишо-дні життя
	30
	128
	140
	150

	індекс захисту (Е)
	-
	70
	90
	100

	Y. enterocolitica

	загинуло, гол / %
	10/100
	2/20
	0/0
	0

	одужало, гол / %
	0
	8/80
	10/100
	10/100

	мишо-дні життя
	30
	131
	150
	150

	індекс захисту (Е)
	-
	80
	100
	100

	E. coli O2(штам № 1257)

	загинуло, гол / %
	10/100
	5/50
	2/20
	1/10

	одужало, гол / %
	0
	5/50
	8/80
	9/90

	мишо-дні життя
	30
	121
	130
	144

	індекс захисту (Е)
	-
	50
	80
	90


При експериментальному зараженні мишей культурами S. pullorum лікування тварин забезпечило збереженість мишей 80 %, 90 % та 100 % в групах тварин, яким вводили препарат "Бровасептол-концентрат" у дозах 0,025; 0,05; 0,1см3/кг маси тіла відповідно, при 100% загибелі тварин контрольної групи. Ефективність препарату "Бровасептол-концентрат" при лікуванні білих мишей, заражених S. aureus, була
 нижчою і становила для доз 0,025; 0,05; 0,1  см3/кг маси тіла відповідно 50 %, 70 % та 90 %. При застосуванні препарату у дозі 0,1 см3/кг маси тіла 100% збереженість реєстрували в групах білих мишей, заражених культурами S. pullorum, P. vulgaris, C.  perfringens та Y. enterocolitica. Індекс захисту препарату у дозі 0,05 см3/кг маси тіла в групах мишей, заражених C. perfringens та Y. Enterocolitica, становила 100 %, а E.  coli – 80 %. 
При зараженні білих мишей тест -  культурою E. coli (штам № 1257) індекс захисту склав 50 %, 80 % та 90 % відповідно для доз препарату - 0,025; 0,05 та 0,1 см3/кг маси тварини відповідно. Відмічене також збільшення сумарної тривалості життя білих мишей залежно від мікрофлори та дози, яка застосовувалася для лікування. 

Так, при застосуванні препарату "Бровасептол-концентрат" у дозі 0,1 см3/кг маси тіла сумарна тривалість життя білих мишей в групах становила 150 мишо-днів для тварин, заражених культурами S. pullorum, P. vulgaris, C.  perfringens та Y. Enterocolitica, при 15 добовому спостереженні, тобто усі тварини залишилися живими. У тварин заражених культурами S. aureus та E. coli (серовар О2, штам № 1257), тривалість мишо-днів життя дослідних тварин складала відповідно 144 та 145 діб. При застосуванні препарату у дозах 0,025 та 0,05 см3/кг маси тіла сумарна тривалість життя білих мишей в групах коливалася від 116 до 136 та 127 – 150 мишо-днів життя відповідно. 
У контрольних групах тварин сумарна кількість днів життя була в межах 26-30 днів. Загибель мишей в дослідних групах, порівняно з контролем, відбувалася у більш віддалені строки – на 6-10 добу. 
Отже, індекс захисту препарату "Бровасептол - концентрат" у дозах 0,05 та 0,1 см3/кг маси тварин при лікуванні білих мишей, заражених культурами S. pullorum, S. aureus, P.  vulgaris, E. coli, Y. enterocolitica, C.  perfringens, знаходиться в межах 50-100 %, що вказує на його високу терапевтичну ефективність.
3.1.2.8. Вивчення терапевтичної ефективності комплексного препарату "Бровасептол-концентрат" в умовах виробництва
Ефективність препарату "Бровасептол-концентрат" ми підтвердили в дослідах на курчатах-бройлерах. Птиці в перші п'ять днів життя з метою профілактики бактеріальних інфекцій задавали препарат "Бровасептол-концентрат", як контроль використовували колістин. Результати виробничих випробувань надані у таблиці 3.80. 

Таблиця 3.80

Ефективність антибактеріального препарату "Бровасептол-концентрат" при профілактиці бактеріальних інфекцій курчат-бройлерів
	Показники 
	Колістин
	Бровасептол концентрат

	Кількість курчат, голів 
	44840
	46390

	Збереженість, %
	97,1
	98,5

	Вік при забої, дні
	42
	42

	Маса 1 гол, грам
	1580,1±0,2
	1665,2±0,3

	Валовий приріст, кг
	63545
	66358

	Середньодобові прирісти, грам
	40,6±0,1
	42,1±0,1

	Корм. од на 1ц прирісту 
	2,05
	2,04


При порівнянні ефективності лікарських засобів з метою профілактики бактеріальних хвороб курчат-бройлерів встановлено, що його застосування "Бровасептол-концентрат" забезпечило високу збереженість птиці, яка на 1,4% переважала ефективність препарату колістин та підсилював середньодобові прирости на 1,5 г. Лікарський засіб добре переноситься птицею, в тому числі і при призначенні повторних курсів, не викликало ускладнень при застосуванні у поєднанні із засобами специфічної профілактики. Отримані у виробничих умовах результати дозволяють вважати, що розроблений антибактеріальний препарат "Бровасептол-концентрат" може бути використаний в комплексі ветеринарних заходів при профілактиці бактеріальних інфекцій птиці. 

Таким чином, експериментально доведено, що механізм дії сульфаніламідів і триметоприму полягає у блокуванні ферментів двох послідовних етапів біосинтезу фолієвої кислоти у бактеріальній клітині. Це призводить до пригнічення росту бактерій, припинення їх розмноження та загибелі. Комбінація двох сульфаніламідів та похідного диамінопіримідину (триметоприму) дає синергічних ефект, що розширює антимікробний спектр дії препарату проти грампозитивних та грамнегативних бактерій. Пропонована комбінація зменшує ймовірність появи резистентних форм патогенної мікрофлори. Виходячи з матеріалів проведених досліджень було сформовано реєстраційне досьє, листівку-вкладку, технічні умови (ТУ У 24.4-14332579-070:2013) та іншу технічно-нормативну документацію на основі якої, за рішенням фармакологічної комісії Державної ветеринарної та фітосанітарної служби України, видано реєстраційне посвідчення, відповідно до якого НВФ "Бровафарма" організували серію випуску даного засобу. Препарат має значний експортний потенціал – на сьогодні препарат зареєстрований в Республіці Таджикистан, Азербайджанскій Республіці та Республіці Казахстан (додатки Б, В).

1. Фотіна Г. А. Визначення середньо смертельних доз антибактеріального препарату "Бровасептол концентрат" для лабораторних тварин / Г. А Фотіна // Міжвідомчий тем. наук. збірник. Серія «Ветеринарна медицина». – Х., 2014. – Вип. 99. – С. 174 – 178.
3.1.3. Випробування антибактеріального препарату "Цефтіокур"
    3.1.3.1. Фармако - токсикологічні дослідження препарат "Цефтіокур"
З метою профілактики бактеріальних інфекцій птиці розроблено та виготовлено експериментальну серію препарату "Цефтіокур". На першому етапі було досліджено антимікробну активність експериментальної серії препарату "Цефтіокур" у відношенні до референтних штамів та збудників, ізольованих від птиці та птахівничих об'єктів (табл.3.81). За результатами досліджень доведено, що усі культури мікроорганізмів, які досліджувались, були чутливі до препарату "Цефтіокур". Препарат "Цефтіокур" в кількості 20 мкг/диск спричиняв зони затримки росту мікроорганізмів діаметром 28-36 мм. 

Таблиця 3.81

Діаметри зон затримки росту мікроорганізмів навколо дисків з антибіотиками, мм

	Препарати
	Види мікроорганізмів

	
	S. aureus
	S. fecalis
	S. pullorum
	S. enteritidis
	Е. coli O78
	Е. coli O 2
	P. vulgaris
	P. mirabilis
	P. aeruginosa
	K. pneumoniae
	C. perfringens
	Y.enterocolitica 
	C. jejuni
	C. diversus

	Амоксицилін
	18

++
	17

++
	21

++
	18

++
	18

++
	20

++
	20

++
	14

+
	20

++
	8

+
	10

+
	9

+
	18

++
	21

++

	Норфлоксацин
	18

++
	20

++
	18

++
	16

++
	10

+
	12

+
	18

++
	10

+
	8

+
	12

+
	19

++
	20

++
	19

++
	22

++

	Пеніцилін
	10

+
	16

++
	18

++
	19

++
	21

++
	13

+
	26

+++
	14

+
	16

++
	20

++
	17

++
	20

++
	21

++
	26

+++

	Стрептоміцин


	12

+
	8

+
	12

+
	12

+
	11

+
	16

++
	18

++
	12

+
	32

+++
	30

+++
	28

+++
	10

+
	16

++
	29

+++

	Еритроміцин
	6

+
	13

+
	11

+
	16

++
	18

++
	12

+
	22

++
	19

++
	22

++
	16

++
	19

++
	24

++
	26

+++
	32

+++

	Енрофлоксацин
	10

+
	8

+
	10

+
	18

++
	12

+
	22 ++
	21 ++
	20 ++
	26 +++
	19 ++
	20 ++
	20 +++
	21 +++
	22 ++

	Лінкоміцин
	12

+
	16

++
	18

++
	19

++
	20

++
	24

++
	14

+
	16

++
	22

++
	13

+
	20

++
	16

++
	10

+
	22

++

	Поліміксин
	6

+
	22

++
	14

+
	10

+
	19

++
	10

+
	12

+
	18

++
	14

+
	10

+
	19

++
	10

+
	12

+
	16

++

	Гентаміцин


	12

+
	8

+
	12

+
	26

+++
	18

++
	24

++
	14

+
	12

+
	20

++
	8

+
	20

++
	15

+
	14

+
	15

+

	Цефазолін


	22

++
	26

+++
	22

++
	27

+++
	32

+++
	32

+++
	29

+++
	18

++
	17

++
	28

+++
	24

++
	30

+++
	30

+++
	26

+++

	Цефтіокур
	34
+++
	36 +++
	28 +++
	30 +++
	30 +++
	30

+++
	34

+++
	35

+++
	30

+++
	28

+++
	28

+++
	32

+++
	28

+++
	28

+++


При дослідженні чутливості мікрофлори до препарату "Цефтіокур" методом серійних розведень встановлено, що препарат пригнічував ріст усіх штамів мікроорганізмів у розведенні 1:107 і не інгібував ріст жодного із штамів у розведенні 1:108 (табл. 3.82). 

Таблиця 3.82
Результати визначення мінімальної інгібуючої концентрації препарату "Цефтіокур"

	№ пробірки ряду
	
	Метод десятикратних серійних розведень
	Контроль

	
	Ступінь розведення

препарату


	Ріст колоній
	

	
	
	S. aureus
	S. fecalis
	S. pullorum
	, S. enteritidis
	E. coli (серовар О2 штам № 1257)
	E. coli 078
	P. mirabilis
	P. vulgaris
	P. aeruginosa
	Y. enterocolitica
	C. perfringens
	C. jejuni
	K. pneumoniae
	C. diversus
	

	1
	Нативний
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	2
	1:10
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	3
	1:102
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	4
	1:103
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	5
	1:104
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	6
	1:105
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	7
	1:106
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	8
	1:107
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	9
	1:108
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	10
	1:109
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+


Примітка: "+" – видимий ріст бактерій; "-" – відсутність видимого росту бактерій 

У результаті вивчення антибактеріальної активності АДР препарату "Цефтіокур" - цефтіофуру натрію і та АДР - флорфеніколу в дослідах in vitro встановлено (таблиця 3.83), що більшість вивчених мікроорганізмів виявилися більш чутливими до АДР – цефтіофуру натрію. 
Мінімальна переважна концентрація, діюча на 50% мікроорганізмів, для цефтіофуру натрію склала 1,55 мкг / см3, що залежно від виду в 2-8 разів нижча ніж МПК50 флорфеніколу (3,12-12,5 мкг / см3).
Таблиця 3.83

Чутливість мікроорганізмів до цефтіофуру натрію і флорфеніколу 

	Рід мікроорганізмів
	Цефтіофур натрію
	Флорфенікол

	
	 МПК50
	 МПК90
	МПК50
	МПК90

	Ешерихії (n=37)
	1,55
	6,25
	12,5
	> 100

	Сальмонели (n=27)
	1,55
	3,12
	3,12
	6,25

	Пастерели (n=20)
	1,55
	1,55
	6,25
	12,5

	Стафілококи (n=31)
	1,55
	3,12
	3,12
	6,25

	Стрептококи (n=23)
	1,55
	1,55
	6,25
	12,5


Мінімальна переважна концентрація цефтіофуру натрію, діюча на 90% мікроорганізмів склала 1,55-6,25 мкг / см3, що також у 2-16 разів нижча, ніж МПК90 флорфеніколу (6,25-100 мкг / см3) відносно більшості вивчених бактерій. Слід зазначити, що 52% ешерихій і 12,5% сальмонел, стійких до флорфеніколу, зберігали при цьому чутливість до цефтіофуру натрію. Висока антимікробна активність цефтіофуру натрію відносно більшості збудників бактеріальних інфекцій птиці, у тому числі резистентних до флорфеніколу, дозволила вибрати його як діючу речовину при створенні лікарської форми "Цефтіокур". 

Таким чином, препарат "Цефтіокур" експериментальної серії розроблений та виготовлений ТзОВ НВФ "Бровафарма", при нанесенні на антибіотичний диск з розрахунку на активно діючу речовину в кількості 20 мкг спричиняв зони затримки росту тест-мікроорганізмів, що були взяті для досліду. 
Встановлено, що мінімальна інгібуюча концентрація АДР (цефтіофуру гідрохлориду) препарату "Цефтіокур" експериментальної серії, розробленого та виготовленого ТзОВ НВФ "Бровафарма" для всіх досліджуваних штамів мікроорганізмів при кратності розведення 1:10 складала 0, 049 мкг/ см3 .
Для стандартизації та контролю якості препарату "Цефтіокур", а також вивчення його стабільності при зберіганні, ми запропонували якісні та кількісні методи досліджень відповідно до вимог, що висуваються до розчинів для орального застосування, а саме: визначення зовнішнього вигляду і кольору, прозорості, забарвлення, відносної щільності, автентичності і масової частки діючої речовини. Визначення забарвлення, прозорості та щільності антибактеріального препарату проводили за методиками, викладеним у Державній фармакопеї XI. При визначенні забарвлення для порівняння був вибраний еталон № 3б. Як еталонний розчин для визначення прозорості був запропонований цефтіофур гідрохлорид. 

Для характеристики якості препарату, особливо в процесі його зберігання, запропонований метод високоефективної рідинної хроматографії (ВЕРХ), який дозволяє визначити не тільки вміст діючої речовини, але і виявити, у разі наявності, продукти його розпаду.
Для визначення цефтіофуру в препараті методом ВЕРХ був підібраний елюент: ацетонітрил / 0,01 М розчин ацетату натрію, взяті у співвідношенні 50 до 100, а також оптимальні умови хроматографування на колонці Waters Spherisorb S50DS2 4.6 х 250 mm № 95/316: температура процесу - 25 ±20 С, швидкість протоку - 700 (l/min, довжина хвилі - 220 нм. Встановлено, що в даних умовах час виходу піку цефтіофуру натрію складає ~ 5 хв. На підставі проведених досліджень було встановлено вимоги до якості готової лікарської форми для парентерального застосування на основі цефтіофуру натрію, які увійшли до проекту технічних умов (таблиця 3.84). 
Справжність цефтіофуру натрію - час виходу піку зразка препарату повинен відповідати часу виходу піку стандартного зразка цефтіофуру. Масова частка цефтіофуру,% 9,0 -11,0. Запропоновані якісні та кількісні методи контролю антибактеріального препарату дозволяють забезпечити оптимальний рівень якості лікарського засобу в процесі його виробництва, зберігання та застосування. При визначенні стабільності трьох дослідних серій препарату в процесі зберігання оцінку якості проводили за основними показниками: зовнішній вигляд, прозорість, забарвлення, щільність і вміст діючої речовини.
Таблиця 3.84

Вимоги до якості антибактеріального препарату "Цефтіокур"

	Показники
	Характеристики та норми

	Зовнішній вигляд
	Розчин від білого до світло – коричньового кольору

	Прозорість розчину
	Витримка порівняно з поліетиленгліколем – 300

	Забарвлення розчину
	За інтенсивністю не перевищує еталон № 3б

	Щільність, г/см3
	1,140 –1,160

	Натуральність цефтіофуру натрію
	Час виходу піку зразка повинен відповідати часу виходу піку стандартного зразка цефтіофуру

	Масова частка цефтіофуру, %
	9,0 –11,0


Встановлено, що протягом терміну спостереження якісних і кількісних змін у складі лікарського засобу не відбувається. Використання високоефективної рідинної хроматографії в процесі вивчення стабільності дозволило визначити, що продуктів розпаду цефтіофуру натрію за встановлений термін придатності не утворюється. 

Таким чином, мінімальний термін придатності антибактеріального препарату "Цефтіокур" на основі цефтіофуру натрію становить 2 роки, протягом яких він характеризується заданими якісними і кількісними параметрами.
3.1.3.2. Докліничні випробування з визначення in vitro антимікробної активності препарату "Цефтіокур"

У результаті вивчення гострої токсичності препарату (табл. 3.85) на лабораторних тваринах і птиці, встановлено, що відповідно до ГОСТ 12.1.007-76 лікарський засіб може бути віднесено до IV класу небезпеки - речовини малотоксичних сполук (ЛД50> 1000 мг / кг) як для мишей, так і для птиці.
Таблиця 3.85

Параметри токсичності антибактеріального препарату

	Вид тварин
	Показники (мг/кг)

	
	Максимально переносима доза
	 ЛД16
	ЛД50
	ЛД84
	Абсолютно-смертельна доза

	Миші
	17255
	27005
	34628

(29851(4016)
	 42250
	46000

	Курчата
	14375
	22000
	25700

(22948(2878)
	 29500
	35947


У процесі вивчення субхронічної токсичності препарату на лабораторних тваринах встановлено, що тривале введення максимальної дози препарату (1/5 від ЛД50) викликало загибель частини мишей в групі, що дозволило розрахувати коефіцієнт кумуляції як відношення ЛД50 при багаторазовому введенні (81870 мг / кг) до ЛД50 при одноразовому введенні (34628 мг / кг) препарату. Коефіцієнт кумуляції склав 2,36 і був > 1, що за класифікацією К. Ліма (1961 р.) свідчить про розвиток підвищеної резистентності організму тварин до препарату та відсутності виражених кумулятивних властивостей. В інших групах загибелі мишей не було. У мишей, які тривалий час отримували препарат у дозі 1/5 від ЛД50, відзначали вірогідне (р <0,05) зниження маси тіла порівняно з початковою і контролем, що, мабуть, було пов'язано, з одного боку - з порушенням процесів всмоктування через розвиток катарального запалення шлунково-кишкового тракту, виявленого при розтині полеглих тварин, а з іншого боку - з пригніченням темпів анаболічних процесів найвищою дозою препарату. Вірогідне (р <0,05) збільшення приросту живої маси мишей, що отримували дози 1/10 і 1/20 від ЛД50 порівняно з контролем, ймовірно, пов'язано з характерним, як і для інших антибактеріальних сполук, ростостимулюючою дією флорфенікола. 

При оцінці детоксикаційної функції печінки на 21 добу після початку введення препарату було встановлено вірогідне (р <0,05) збільшення тривалості гексеналового сну у всіх дослідних групах порівняно з контрольною, що може свідчити про інгібування флорфеніколом мікросомальних ферментів гепатоцитів і уповільненні метаболізму гексенала. Результати проби плаванням свідчать, що тривале застосування лікарського засобу не впливає на компенсаторно-пристосувальні можливості організму. Тривалість плавання мишей в дослідних і контрольних групах вірогідно не відрізнялася (табл. 3.86). 
Таблиця 3.86

Вплив антибактеріального препарату "Цефтіокур" на функціональний стан організму мишей
	  Доза від ЛД50

	Тривалість сну (мін.)
	Час плавання (мін.)

	
	21 день
	31 день
	21 день
	31 день

	1/5
	52,49±2,96*
	_
	_
	_

	1/10
	44,51±3,46*
	18,07±1,02
	10,38±0,42
	9,47±0,76

	1/20
	34,63±3,08*
	18,77±1,88
	10,06±0,59
	9,31±0,38

	Контроль
	22,10±3,10
	18,27±1,47
	11,02±0,40
	9,68±0,42


Примітка - *р<0,05

Вірогідне (р <0,05) збільшення маси печінки мишей після застосування препарату в дозах 1/5 і 1/10 від ЛД50 і нирок у тварин, які отримували дозу 1/5 від ЛД50, на 21 добу досліду може свідчити про участь даних органів у метаболізмі і виведенні цефтіофура натрію з організму, що пізніше було підтверджено при вивченні фармакокінетики. 

Слід зазначити, що всі функціональні зміни в організмі мишей виявлені в процесі вивчення субхронічної токсичності, мали зворотний характер, відновлюючись через 10 діб після припинення введення препарату. У результаті вивчення субхронічної токсичності антибактеріального препарату в дослідах на птиці встановлено, що його тривале застосування не викликало загибелі і видимих клінічних змін в організмі курчат дослідних груп. 
Застосування препарату в терапевтичній дозі призводило до вірогідного (р <0,05) збільшення інтенсивності приросту маси курчат порівняно з іншими дослідними і контрольною групою (табл. 3.87), що свідчить про можливу стимулюючу дію препарату "Цефтіокур" та підвищення анаболічних процесів у птиці в даній дозі. Проте вже через 10 діб після відміни лікарського засобу приріст ваги в цій групі вірогідно не відрізнявся від контролю. 
Таблиця 3.87

Динаміка зміни маси курчат під впливом препарату "Цефтіокур" (n=10)

	Доза препарату
	Приріст по відношенню до початкової маси курчат

(в грамах) через

	
	 7 діб
	14 діб
	21 добу
	31 добу

	5 -а терапевтична
	 +59,8
	+ 110,5
	+ 197,3
	+ 290,4

	2-а терапевтична
	 +55,3
	+ 103,7
	+ 196,6
	+ 283,8

	Терапевтична
	 + 119,5*
	 + 147,5*
	 + 229, 7*
	+ 292,5

	Контроль
	 + 60,5
	+ 99,8
	+ 192,5
	+ 289,7


Примітка - *р<0,05

Основні клінічні показники крові курчат дослідних груп (вміст еритроцитів, тромбоцитів, гемоглобіну, гематокрит, кольоровий показник і ШЗЕ) на 21 добу після початку досліду вірогідно (р> 0,05) не відрізнялися від показників контрольної групи (табл. 3.88). 
Однак при аналізі лейкограми після двадцятиденного застосування препарату у курчат дослідних груп встановлено виникнення відносного лейкоцитозу, що супроводжується вірогідним (р <0,05) зменшенням загальної кількості лейкоцитів, на тлі якого відбувалося вірогідне збільшення вмісту нейтрофілів (псевдоеозінофілов) і зниження числа лімфоцитів порівняно з контролем. 

Зменшення загального числа лейкоцитів за рахунок зниження кількості лімфоцитів (агранулоцитів) може свідчити про більшу пригнічуючу дію препарату при тривалому двадцятиденному застосуванні на лімфопоез, ніж на кістковомозкове кровотворення. Через 10 діб після відміни препарату лейкограма крові птиці дослідних груп вірогідно (р> 0,05) не відрізнялася від контролю, що свідчить про зворотний вплив препарату на систему кровотворення.
Таблиця 3.88
Клінічні показники крові дослідних курчат на 21 і 31 добу досліду під впливом препарату "Цефтіокур"
	Показники/доза
	5 - а терапевтина
	2 - а терапевтична
	Терапевтична
	Контроль

	21 доба

	Лейкоцити (тис/мкл)
	11,45±1,3*
	11,14±0,62*
	14,78±1,11*
	16,74±3,01

	Лейкограмма, %
	Базофіли
	1,50±0,36
	1,20±0,20
	1,25±0,27
	1,33±0,39

	
	Еозинофіли
	2,00±0,37
	2,33±0,62
	2,80±0,60
	2,00±0,72

	
	Псевдоеозинофіли
	50,17±2,7*
	45,55±1,59*
	52,85±1,94*
	42,96±3,57

	
	Лімфоцити
	45,00±2,1*
	49,42±1,99*
	41,43±2,44*
	52,71±4,22

	
	Моноцити
	1,33±0,39
	1,50±0,54
	1,67±0,77
	1,00±0,58

	31 доба

	Лейкоцити (тис/мкл)
	10,10±0,72
	10,80±1,02
	11,52±0,70
	11,34±0,73

	Лейкограмма, %
	Базофіли
	1,75±0,54
	1,85±0,65
	1,50±0,54
	1,66±0,77

	
	Еозинофіли
	2,00±0,59
	2,45±0,62
	2,85±0,34
	2,06±0,37

	
	Псевдоеозинофіли
	51,75±0,54
	46,37±1,89
	54,12±0,74
	44,33±2,61

	
	Лімфоцити
	45,98±1,47
	46,00±2,19
	46,83±2,67
	47,62±3,03

	
	Моноцити
	47,00±3,26
	1,02±0,55
	1,38±0,73
	1,28±0,72


Примітка - *р<0,05

За результатами біохімічного аналізу крові після двадцятиденного застосування препарату у курчат дослідних груп спостерігали вірогідне (р <0,05) збільшення вмісту АЛТ у сироватці крові (табл. 3.89). 

Враховуючи, що при порушенні функції печінки, як правило, активність аланінамінотрансферази та аспартатамінотрансферази змінюється одночасно, то отримані дані свідчать тільки про можливу тенденцію розвитку гепатотоксичної дії при тривалому застосуванні флорфеніколу.

Таблиця 3.89

Біохімічні показники крові дослідних курчат на 21 добу досліду під впливом препарату "Цефтіокур" (n=10)

	Доза препарату
	  АЛТ   (мкмоль/л)
	  АСТ

   (мкмоль/л)
	Сечовина    (ммоль/л)
	 Креатінин      (мкмоль/л)

	5 - а терапевтична
	28,50±2,07*
	 166,13±13,20
	 1,88±0,07*
	 42,12±3,14*

	2- а терапевтична
	28,63±3,14*
	 164,38±8,54
	 1,75±0,10*
	 39,88±2,60*

	Терапевтична
	30,37±1,59*
	 153,88±5,16
	 1,40±0,12
	 36,19±2,71

	Контроль
	26,63±1,44
	 149,88±11,07
	 1,21±0,11
	 32,50±2,60


Примітка - *р<0,05
Вміст креатиніну і сечовини в сироватці крові курчат, які отримували дози, що перевищують терапевтичну в 2 і 5 разів, після двадцятиденного введення препарату були вірогідно (р <0,05) вищими, ніж у контролі і зростали із збільшенням дози, що може свідчити про можливий розвиток дозозалежного нефротоксичного ефекту при тривалому застосуванні препарату. Очевидно, це пов'язано з участю нирок у процесі виведення флорфеніколу з організму. Через 10 діб після відміни препарату вірогідних відмінностей у функції печінки і нирок у курчат дослідних та контрольної груп не спостерігалося, що говорить про оборотності змін, що відбуваються в організмі птиці під впливом флорфеніколу. Слід зазначити, що зміни функції внутрішніх органів не супроводжувалися вірогідними змінами їх вагових коефіцієнтів, що може свідчити про початкову стадію розвитку токсичного ефекту в організмі курчат. Оскільки тривалість застосування препарату з лікувальною метою не повинна перевищувати 5 діб, то розвиток вищеописаних побічних ефектів, що виникають при тривалому застосуванні, практично виключається. Проте, виявлення токсикологічних властивостей були враховані при розробці інструкції із застосування препарату. Фармакокінетичні дослідження показали, що препарат "Цефтіокур" швидко всмоктувався з шлунково-кишкового тракту і потрапляв у кров, де вже через 20 хвилин виявлявся в концентрації, яка в 3-8 разів перевищувала МПК для більшості чутливих мікроорганізмів, і зберігався протягом 9 годин, що може свідчити про швидкий доступ антибіотика в екстраваскулярні тканини. 

Отримані середні значення концентрацій цефтіофуру натрію в сироватці крові курчат оцінювалися фармакокінетично в рамках двокамерної моделі з урахуванням всмоктування. Основні фармакокінетичні параметри цефтіофур натрію характеризувалися: високим значенням максимальної концентрації (С max = 14,1 мкг / мл), швидким часом її досягнення (tmax = 40 хв), слабким ступенем зв'язування з білками сироватки, про що свідчить високе значення уявного об'єму розподілу препарату в центральній камері (Vdc = 4930,3 см3 / кг), високим обсягом стаціонарного розподілу препарату (Vdss = 18814,6 см3 / кг), що є показником хорошого проникнення антибіотика в органи і тканини. У нирках, легенях і серці курчат максимальні концентрації цефтірфуру натрію відзначали вже через 20 хвилин (відповідно 10,99, 16,95 і 10,17 мкг / г), а в скелетній мускулатурі і печінці через 1 годину після введення препарату (відповідно 6, 75 і 8,43 мкг / г). За результатами вивчення змісту цефтіофуру натрію в органах і тканинах курчат, для печінки, нирок, легенів і скелетної мускулатури були розраховані коефіцієнти розподілу (Кр) як відношення концентрації цефтіофуру натрію в органі до концентрації його в сироватці крові, що характеризує ступінь проникнення антибіотика в тканини організму і здатність останніх до вибіркового захоплення фармакологічних речовин з кров'яного русла. 

Аналіз коефіцієнтів свідчить про хороший розподіл препарату "Цефтіокур" в органах з інтенсивним кровопостачанням (коефіцієнт розподілу для легень в середньому склав 1,42, для печінки 1,87, для нирок 0,90) і про більш низький ступінь проникнення антибіотика в помірно васкуляризировану м'язову тканину (коефіцієнт розподілу в середньому склав 0,52). Високі концентрації препарату "Цефтіокур" виявлені в печінці та нирках курчат, підтверджують участь цих органів у накопиченні, метаболізмі і виділенні препарату. Слід зазначити, що концентрація препарату "Цефтіокур" в органах перевищувала сироваткову (Кр> 1) і підтримувалася на високому рівні протягом 18-24 годин, що забезпечує кращий терапевтичний ефект препарату, тому що ешерихіоз і сальмонельоз курчат, як правило, характеризуються локалізацією збудника в паренхіматозних органах. 

Результати вивчення розподілу препарату "Цефтіокур" в шлунково-кишковому тракті свідчать про здатність антибіотика швидко створювати в ньому концентрації (348 мкг / г у шлунку, 89 мкг / см3 в тонкому кишечнику, 16 мкг / г в товстому кишечнику), в кілька разів перевершують антибактеріальні (1,55 - 6,25 мкг / см3) для більшості чутливих мікроорганізмів, які підтримуються протягом 18-24 годин, що особливо актуально при лікуванні ешерихіозу і сальмонельозу, коли збудник локалізується в кишечнику. У процесі вивчення фармакокінетики препарату "Цефтіокур" в організмі птиці при постійному надходженні препарату встановлено, що його антибактеріальні концентрації в сироватці крові (1,3 мкг / см3) підтримувалися з незначними коливаннями протягом 5 днів, що забезпечить досягнення терапевтичного рівня препарату в організмі курчат у виробничих умовах протягом усього курсу лікування. При визначенні термінів виведення залишкових кількостей препарату "Цефтіокур" встановлено, що антибіотик не акумулюється в органах і тканинах і швидко виводиться з організму. Через добу після закінчення застосування препарату його залишки виявлялися тільки в шкірі, жировій тканині, печінці та легенях у концентрації 0,2 - 0,3  мкг / г. На другу добу після останнього введення препарату залишки реєстрували в залишкових кількостях тільки в печінці. На 3 добу після закінчення застосування препарату "Цефтіокур" його залишки, зареєстровані в органах, були нижчими від межі кількісного визначення (0,1 мкг / г), що дає підставу рекомендувати забій птиці на м'ясо після закінчення цього терміну.

Вивчення терапевтичної ефективності препарату в різних дозах показало, що при підвищенні дози лікарського засобу з 0,2 до 0,3 см3 на голову вірогідних відмінностей (р> 0,05) у показниках безпеки (96,71% і 96,75%, відповідно) і середньодобових приростів курчат (48,9 г і 48,8 г, відповідно) не спостерігалося (табл. 3.90). Застосування антибактеріального препарату в дозі 0,1 см3 на голову було менш ефективним, оскільки забезпечувало збереження лише 91,19 % курчат. Оскільки ефективність препарату в дозах 0,2 і 0,3 см3 на голову підшкірно практично одинакова, то з економічної точки зору більш доцільно застосовувати лікарський засіб у добовій дозі 0,2 см3 на голову підшкірно.
Таблиця 3.90

Ефективність антибактеріального препарату "Цефтіокур" в різних дозах
	Показники
	 Доза препарату за групами, см3 на голову підшкірно

	
	0,1
	0,2
	0,3

	Кількість курчат в групі, голів
	21010
	21013
	21015

	Вік курчат, діб
	1
	1
	1

	Курс лікування, діб
	1
	1
	1

	Средньодобові прирости, грам
	44,5
	48,9
	48,8

	Маса тіла в кінці відгодівлі, грам
	1895
	1994
	1987

	Кількість загинувших курчат, голів
	1850
	690
	681

	Збереженість, %
	91,19
	96,71
	96,75


Ефективність препарату "Цефтіокур" ми підтвердили в дослідах на курчатах, хворих на бактеріальні інфекції (табл.3.91). 

Таблиця 3.91

Ефективність антибактеріального препарату "Цефтіокур" на основі цефтіофуру натрію при бактеріальних інфекціях курчат-бройлерів
	Показники
	Цефтіокур
	Енрофлокс
	Цефтіокур
	Доксивит

	
	ешерихіоз
	сальмонельоз

	Кількість курчат, голів
	21600
	28800
	33108
	33090

	Загинуло курчат, голів
	575
	2071
	1386
	2211

	Строк лікування, діб
	1
	5
	1
	3

	Кількість курсів
	1
	2
	1
	3

	Средньодобові прирости, грам
	47,4±0,1
	44,0±0,2
	45,9±0,2
	43,3±0,1

	Збереженість, %
	97,1
	92,5
	95,8
	93,5


При порівнянні ефективності лікарських засобів на основі доксицикліну і енрофлоксацину і антибактеріального препарату на основі цефтіофуру натрію при ешерихіозі і сальмонельозі курчат встановлено, що його застосування забезпечило високу збереженість птиці, яка на 4,6 та 2,3 % відповідно, переважала ефективність препаратів порівняння та підсилював середньодобові прирости на 3,4 г та 2,6 г відповідно. Лікарський засіб добре переноситься птицею, в тому числі і при призначенні повторних курсів, не викликає ускладнень при застосуванні у поєднанні із засобами специфічної профілактики.

Отримані у виробничих умовах результати дозволяють вважати, що розроблений антибактеріальний препарат "Цефтіокур" на основі цефтіфуру натрію в добовій дозі 0, 2 см3 на голову підшкірно може бути використаний в комплексі ветеринарних заходів при ешерихіозі і сальмонельозі курчат. Результати проведених досліджень з розробки лікарської форми, методів контролю якості, вивчення фармако-токсикологічних властивостей і терапевтичної ефективності були використані при розробці технічних умов та інструкції з застосування антибактеріального препарату на основі цефтіофуру натрію. 

Таким чином, розроблено новий антибактеріальний препарат "Цефтіокур" на основі цефтіофуру натрію у формі розчину для підшкірного застосування для профілактики та лікування бактеріальних інфекцій птиці. Встановлено, що препарат на основі цефтіофур натрію за антибактеріальною активністю відносно ешерихій, сальмонел, пастерел, стафілококів і стрептококів у 2-16 разів перевершує препарати на основі флорфеніколу. Цефтіофур натрію активний щодо мікроорганізмів, стійких до флорфеніколу. 

Антибактеріальний препарат "Цефтіокур" на основі цефтіофура натрію відповідає стандартним вимогам, що висуваються до лікарських форм, стабільний протягом 2 років зберігання. 
За параметрами гострої токсичності згідно з ГОСТ 12.1.007-76 належить до IV класу небезпеки - речовини малонебезпечні (ЛД50 для білих мишей становить 34628 мг / кг), не володіє кумулятивними властивостями (Ккум - 2,36) і має велику терапевтичну широту (терапевтичний індекс дорівнює 128,5). Двадцятидобове застосування антибактеріального препарату білим мишам в дозах 1/5, 1/10 і 1/20 від ЛД50 не викликає порушення компенсаторне-пристосувальних властивостей, але призводить до зворотного порушення детоксикаційної функції печінки, що відновлюється до фізіологічної норми через 10 днів після відміни препарату. 
1. Фотина А. А. Новый препарат для профилактики болезней птиц / А. А. Фотина // Инновации как фактор развития АПК и сельских территорий: сборн. Междун. науч.-практ. конф. – Смоленск, 2013. – Ч. 2. – С. 394 – 399. 
3.1.4. Визначення ефективності застосування препарату "ВетОкс-1000" з метою профілактики бактеріальних інфекцій птиці
В порівнянні було вивчено антимікробні властивості препарату "ВетОкс-1000", діючую речовиною якого є натрію гіпохлорит (табл. 3.92). 

Таблиця 3.92

Результати визначення мінімальної пригнічуючої концентрації препарату "ВетОкс-1000"
	Тест-культури мікроорганізмів
	Ступінь розведення

	
	нативний
	1:2
	1:4
	1:8
	1:16
	1:32

	Staphylococcus aureus
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	Enterococcus faecalis
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	Streptococcus fecalis
	–
	–
	–
	–
	+
	+

	Escherichia coli О78
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	Escherichia coli О2

(штам 1257)
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	Salmonella pullorum
	–
	–
	–
	–
	+
	+

	Salmonella enteritidis
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	Proteus vulgaris
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	Proteus mirabilis
	–
	–
	–
	–
	+
	+

	Klebsiella pneumoniae
	–
	–
	–
	–
	+
	+

	Pseudomonas aeruginosa
	–
	–
	–
	–
	+
	+

	Clostridium perfringens
	–
	–
	–
	–
	+
	+

	Aspergilla fumigatus
	–
	–
	–
	–
	–
	+


У процесі його використання утворюється атомарний кисень, який є сильним окислювачем. 1 мл препарату містить 1,1 – 1,3 мг натрію гіпохлориту, 16-18 мг натрію хлориду та до 1 мл води апирогенної. За аналізом результатів досліджень встановлено, що препарат "ВетОкс-1000" проявляє бактерицидну дію до всього спектра мікроорганізмів, які були ізольовані у птахівничих господарствах. Як видно з даних таблиці 3.92, препарат "ВетОкс-1000" за розведення 1:16 проявляв бактерицидну дію щодо культур S. fecalis, S. pullorum, P. mirabilis, K. pneumoniae, P. aeruginosa, C. perfringens. До інших культур бактерицидна дія препарату була в розведенні 1:32.
Результат визначення чутливості мікрофлори диско-дифузійним методом підтвердив той факт, що весь спектр мікрофлори, ізольованої від птиці, проявляє високу чутливість до препарату "ВетОкс-1000" в концентраціях, що утворювались при розведенні останнього 0,9% розчином натрію хлорид 1:1 та 1:2. З таблиці 3.93 видно, що зони затримки росту більшості досліджуваних мікроорганізмів перебували у межах 12,0±0,6-18,00±0,8 мм. 
Таблиця 3.93

Зони затримки росту тест-культур мікроорганізмів під дією препарату "ВетОкс-1000", мм
	Тест-культури

мікроорганізмів
	Ступінь розведення

	
	Нативний препарат
	1:1
	1:2
	1:3
	1:4

	Staphylococcus aureus
	21,0±0,6
	18,00±0,8
	16,0±0,5
	14,0±0,6
	12,0±0,7

	Enterococcus faecalis
	20,0±0,7
	18,0±0,6
	18,0±0,8
	14,0±0,9
	10,0±0,6

	Streptococcus fecalis
	22,0±0,4
	18,0±0,7
	14,0±0,6
	12,0±0,7
	10,0±0,8

	Escherichia coli О78
	18,0±0,6
	17,0±0,5
	16,0±0,6
	12,0±0,5
	12,0±0,9

	Escherichia coli О2

(штам 1257)
	21,0±0,8
	18,0±0,6
	16,0±0,7
	14,0±0,6
	11,0±0,7

	Salmonella pullorum
	18,0±0,7
	18,0±0,6
	16,0±0,8
	14,0±0,8
	13,±0,6

	Salmonella enteritidis
	14,0±0,9
	12,0±0,6
	12,0±0,5
	11,0±0,7
	10,0±0,8

	Proteus vulgaris
	14,0±05
	14,0±0,5
	12,0±0,6
	10,0±0,8
	9,0±0,9

	Proteus mirabilis
	11,0±0,9
	11,0±0,6
	11,0±0,6
	9,0±0,9
	7,0±0,8

	Klebsiella pneumoniae
	16,0±0,6
	16,0±0,4
	15,0±0,4
	14,0±0,6
	12,0±0,6

	Pseudomonas aeruginosa
	17,0±0,5
	11,0±0,5
	11,0±0,6
	10,0±0,8
	8,0±0,7

	Clostridium perfringens
	16,0±0,8
	16,0±0,9
	15,0±0,5
	12,0±0,5
	10,0±0,8

	Aspergilla fumigatus
	18,0±0,9
	16,0±0,4
	14,0±0,8
	12,0±0,8
	10,0±0,6


Винятком були культури Proteus mirabilis та Pseudomonas aeruginosa, зона затримки росту яких при розведенні препарату "ВетОкс-1000" 1: 2 становили 11,0±0,6 мм.
Таким чином, препарат "ВетОкс-1000" володіє бактерицидною дією щодо усього спектра мікрофлори, яка спричиняє бактеріальні хвороби птиці. Отримані нами дані обґрунтовують доцільність використання даного препарату при бактеріальних хворобах птиці. Це дало змогу вивчити сануючу дію препарату "ВетОкс-1000" та визначити його вплив на респіраторну систему курчат при його аерозольному застосуванні. Перед і після застосування препарату "ВетОкс-1000" проводили заміри загальної бактеріальної забрудненості, і в т.ч. санітарно-показової (коліформ бактерій) мікрофлори. Аналіз отриманих даних щодо бактеріального забруднення повітря в обох дослідних пташниках свідчить про те, що до обробки "ВетОкс-1000" рівень санітарно-показової мікрофлори (СПМ) в пташнику №4 коливався від 0,6 до 5,42 %, а в пташнику № 1, відповідно, в межах 5,05-9,07% (табл. 3.94 ).
Таблиця 3.94

Результати дослідження бактеріальної забрудненості повітря пташників

( тис.м.к./м3) після аерозольної обробки препаратом "ВетОкс-1000"
	Точки

відбору

проб

повітря
	Пташник №4

	
	до обробки
	після обробки

	
	загальна

кількість

бактерій
	середній

показник
	в т.ч. СПМ
	загальна

кількість

бактерій
	середній

показник
	в т.ч. СПМ

	
	
	
	%
	середній

%
	
	
	%
	середній

%

	Т1
	160,0±16,22
	
	5,42
	
	33,0±8,02
	
	0
	

	Т2
	264,0±27,66
	173,2
	0,6
	3,76
	36,0±3,23
	51,6
	2,8
	1,33

	Т3
	95,0±10,08
	
	5,26
	
	86,0±12,06
	
	1,2
	

	пташник №1

	Т1
	633,6±4,33
	
	5,05
	
	528,0±20,54
	
	1,89
	

	Т2
	808,0±37,15
	857,1
	4,58
	6,23
	624,0±16,83
	573,3
	2,56
	3,71

	Т3
	496,0±24,72
	
	9,07
	
	568,0±33,33
	
	6,69
	


Після застосування препарату "ВетОкс-1000" рівень загальної бактеріальної забрудненості знизився в пт. № 4 в 3,35 раза, а санітарно-показової мікрофлори в 2,83 раза. В пташнику № 1 після обробки препаратом "ВетОкс-1000" рівень загальної бактеріальної забрудненості становив - 573,3 тис.м.к./м3 повітря, що в 1,5 раза менше ніж було до обробки. При цьому рівень коліформ бактерій зменшився у 1,68 раза. При дослідженні птиці при забої встановили, що стан багатошарового епітелію трахеї був у нормі. Дистрофічних, десквамативних та запальних процесів в келехоподібдних клітинах після застосування препарату "ВетОкс-1000" не виявлено. Секреторна здатність трахеальних залоз не була порушена. Морфологічних змін у клітинах покривного і залозистого епітелію бронхів також не встановлено. Певну проліферацію з боку лімфоїдних скупчень (парабронхіальних комплексів), у першу чергу за рахунок псевдоеозинофілів та лімфоцитів, пов’язуємо з реакцією організму курчат обох пташників на зростаючу бактеріальну забрудненість повітря. Підтвердженням цієї думки служить схожа реакція, встановлена ними і у контрольних курчат (пташник №3). Після застосування препарату "ВетОкс-1000" активність цієї реакції не посилилась. При морфологічному аналізі стану легеневих трубочок дослідної птиці до і після обробки повітря пташників аерозолем "ВетОкс- 1000" змін не виявлено. На поверхні слизової оболонки кількість слизу не підвищилася. Запальної реакції та гіперемії судин легень не спостерігали. У повітряносних мішках патологічних змін також не виявляли.
Таким чином, отримані дані дають підставу свідчити про те, що застосування препарату "ВетОкс-1000", отриманого електрохімічним шляхом є екологічно чистим фізіологічним методом і водночас згубно впливає на санітарно-показову мікрофлору повітря приміщень, що дозволяє обмежити її рівень. Наступним етапом наших досліджень було з’ясування рівня можливого впливу препарату "ВетОкс-1000" на курячі ембріони при використанні його як сануючої речовини. Попередніми нашими дослідженнями була доведена висока бактерицидна активність препарату щодо бактерій, які контамінують поверхню інкубаційних яєць 
сільськогосподарської птиці. В роботі використовували розчин препарату "ВетОкс-1000", розведеного у співвідношенні 1:4. Препарат застосовували аерозольне, з розрахунку 200 см3/м2 поверхні яєць. Контролями були партії яєць, які обробляли відомими дезінфектантами: формальдегід ( 1 група) і препарат "Байфоміл" (2 група). Для отримання аерозолю використовували розпилювач - аерозольний генератор центробіжного типу КГА-1 "Туман" (виробник РФ). За технічними характеристиками генератор створює аерозольну хмару до 15 метрів з дисперсністю краплинок від 5 до 15 мкм і вологістю до 98 %. Продуктивність складає 0,3-3 дм3/хв. при максимальному споживанні потужності 2,5 КВт і первинному електроживленні 50 Гц, 380в (3 фази). Яйця розміщували у трьох інкубаційних шафах типу "Універсал – 55". Першу партію обробили формаліном (1 група), другу препаратом "Байфомілом" (2 група), третю – розчином препарату "ВетОкс-1000" (3 група). На 7 і 13 добу інкубації проводили дослідження розвитку ембріонів у кожній з груп (партій). Після виведення оцінювали вагові показники добових курчат у кожній групі і загальні результати інкубації, яка відбувалася з дотриманням основних технологічних умов ( табл.3.95  ).
Таблиця 3.95

Розвиток маси ембріонів курчат на 7 і 13 добу інкубації під впливом препарату "ВетОкс-1000", n = 10 (M±m)

	№ групи
	Дез-

інфектант
	Доба
	Маса, г

	
	
	
	яєць
	ембріон
	шкара-лупи
	жовточ-ного міхура
	залишо-вого білка
	алантоїсу

	І
	40% форма-льдегід
	7
	64,92±1,32
	0,48±0,03
	7,2±1,12
	18,2±1,33
	
	

	
	
	13
	59,6±1,24
	7,2±0,62
	7,1±0,22
	15,2±0,76
	10,8±1,2
	1,7±0,1

	ІІ
	0,25 % розчин препарату "Байфоміл"
	7
	63,82±1,75
	0,96±0,02
	6,9±1,44
	18,6±1,56
	
	

	
	
	13
	60,22±2,14
	7,8±0,44
	6,8±0,84
	12,8±1,28
	10,9±1,02
	1,7±0,44

	ІІІ
	ВетОкс-1000 (1:4)
	7
	64,14±0,98
	0,99±0,02
	7,2±0,66
	17,9±2,0
	
	

	
	
	13
	60,02±1,62
	7,9±0,36
	7,2±0,76
	11,6±0,84
	11,4±0,36
	1,3±0,26


При вивченні вагових показників яєць, ембріонів, шкаралупи, жовточного міхура, залишкового білка, алантоїсу на 7 і 13 добу суттєвої різниці в дослідних групах не встановлено.
Розвиток ембріонів відбувався в межах фізіологічних показників. Вірогідно не встановлено наслідків негативного впливу жодного з дезінфектантів на курячі ембріони. Дослідження вагових показників органів курчат дослідних груп також не виявили суттєвої різниці, хоч вони були дещо меншими за середні фізіологічні показники (табл.3.96). 

Таблиця 3.96

Вплив препарату "ВетОкс-1000" на показники абсолютної маси (г) органів добових курчат, n =10 (M±m)

	Органи
	Середні показники норми
	Групи

	
	
	І
	ІІ
	ІІІ

	Серце
	0,24
	0,54±0,02
	0,36±0,03
	0,44±0,02

	Печінка
	1,15
	1,00±0,12
	1,08±0,01
	1,10±0,14

	Нирки
	0,55
	0,26±0,07
	0,24±0,05
	0,26±0,03

	Легені
	0,45
	0,36±0,03
	0,28±0,04
	0,35±0,04

	Селезінка
	0,02
	0,13±0,03
	0,1±0,03
	0,12±0,02

	М’язовий шлунок
	0,2
	1,60±0,01
	1,71±0,12
	1,68±0,04

	Залозистий шлунок
	0,25
	0,33±0,01
	0,27±0,04
	0,30±0,03

	Кишечник
	2,00
	1,4±0,23
	1,7±0,18
	1,6±0,15

	Фабрицієва сумка
	0,06
	0,12±0,04
	0,09±0,01
	0,13±0,01

	Залишковий жовток
	5,50
	4,68±0,36
	5,74±0,52
	4,9±0,22

	Жива маса
	40,0
	36,42±0,72
	37,02±0,9
	37,6±0,33


Морфологічні дослідження цих органів не виявили вад розвитку, або інших порушень. Органи мали відповідні форми, пропорції і колір. При оцінці результатів інкубації яєць встановлено, що в третій групі завмерлих ембріонів на – 0,5-0,6 % і задохликів на – 0,2-0,3 % було менше ніж у першій і другій групах (табл. 3.97 ). У третій групі підвищилося виведення і виводимість курчат на 1,4-3,0 % і 2,2-3,1 % відповідно. При цьому кондиційних курчат було отримано на 3,8-5,6 % більше, ніж у першій і другій групах.
Таким чином, проведені дослідження свідчать про ефективність застосування препарату "ВетОкс-1000" з метою дезінфекції інкубаційних яєць і відсутність його негативного впливу на курячі ембріони. Препарат "ВетОкс-1000" є екологічно чистим продуктом, не завдає шкоди довкіллю.
Таблиця 3.97

Вплив препарату "ВетОкс-1000" на показники інкубації ембріонів курчат

	Показники
	Групи

	
	І
	ІІ
	ІІІ

	
	40% формальдегід
	0,25 % байфоміл 
	ВетОкс1000 (1:4)

	
	кількість
	%
	кількість
	%
	кількість
	%

	Кількість яєць
	54632
	100
	5442,6
	100
	54448
	100

	Незапліднені
	7320
	13,4
	6712
	12,4
	7078
	13,0

	Кров’яне кільце
	601
	1,1
	650
	1,2
	436
	0,8

	Завмерлі
	2021
	3,7
	206
	3,8
	1742
	3,2

	"Задохлики"
	1366
	2,5
	1191
	2,2
	1089
	2,0

	Вивід курчат
	42613
	78,0
	43084
	79,6
	44103
	81,0

	Виводимість
	
	90,0
	
	90,9
	
	93,1

	Кондиційні курчата
	41903
	76,7
	33821
	78,5
	36297
	82,3

	Слабкі курчата
	5540
	1,3
	474
	1,1
	309
	0,7


На наступному етапі наших досліджень було вивчити вплив препарату "ВетОкс-1000" при ешерихіозній інфекції курчат, яка перебігала у формі ентеротоксемії. Робота проводилася в умовах птахогосподарства Сумської області, де спонтанно виник ешерихіоз серед курчат 15-60 денного віку, підтверджений бактеріологічним дослідженням. Під наглядом були два пташника де птиця утримувалася в клітках з автоматизацією процесів годування та напування. У першому пташнику з поголів`ям 20170 голів серед курчат реєстрували хворобу, другий пташник з аналогічною технологією утримання курчат був контрольним (птиця клінічно здорова). Постійно здійснювали клінічне обстежування поголів`я і розтин трупів загиблої птиці.
В першому пташнику в трьох кліткових батареях застосовували в період хвороби курчат (1група) 10% розчин антибіотика енроксила (енрофлоксацина) методом випоювання протягом трьох діб за рекомендацією фірми KRKA (Словенія), а ще в трьох кліткових батареях застосовували тим же методом курчатам (2 група) препарат "ВетОкс-1000" із розрахунку 25 см3 на 1 дм3 води протягом 5 діб. Курчата другого пташника (3 група) були контрольними. З кожної групи тричі, через кожні 3 дні, відбирали кров у курчат для біохімічних досліджень. 

За загальноприйнятими методиками визначали рівень молочної кислоти, загального білка, залишкового азоту і креатиніну у сироватці, а також білірубіну в крові, виводили лейкоформулу в динаміці. 

Для гістологічних досліджень відбирали від загиблої, хворої і клінічно здорової птиці шматочки печінки, нирок, серця і кишечника. Обробку матеріалу проводили за класичною методикою з виготовленням парафінових зрізів і забарвлення останніх гематоксилін-еозином, суданом ІІІ, пікрофуксином. Як показали дослідження, після застосування антибіотика кількість загиблих курчат у першій групі поступово знизилася за тиждень вдвічі. На розтині почали виявлятися патологоанатомічні зміни, що є наслідком токсичного процесу (нефрози, гепатоз, токсична дистрофія печінки, підгостре запалення кишечника та інші). Клінічний стан більшості курчат покращився, проте курчата майже тиждень ще гинули через наслідки ешерихіозу. 

У другій групі, де застосовували препарат "ВетОкс1000", також поступово зменшувалась загибель курчат. Вже через 6 діб падіж був як і в третій групі в межах технологічних норм. Цікаво, що на розтині трупів курчат другої групи все рідше виявляли наслідки токсикоінфекції. Птиця добре поїдала корми і її загальний стан покращувався. Майже повністю зникло явище діареї.

Аналіз лейкограм курчат дослідних груп показав, що спочатку серед спонтанно інфікованої птиці 1 і 2 груп спостерігалося підвищення кількості гранулоцитів (табл. 3.98). Якщо у першій групі реєстрували при цьому суттєве зменшення 
кількості агранулоцитів крові, то в другій - це явище було практично не виражене. Лейкоцитарна реакція на збудник у курчат другої групи зменшувалась і поступово наближалася до показників контрольної групи. Проте показники курчат першої групи свідчать, що в їх організмі підтримувалися запальні процеси. Зацікавленість викликає факт пригнічення реакції лімфоцитів і моноцитів у першій групі.
Таблиця 3.98 

Вплив препарату "ВетОкс-1000" на лейкограму курчат дослідних груп, n=10 (M±m)
	Група
	Вік кур-чат, дн.
	Гранулоцити
	Агранулоцити

	
	
	базофіли
	еозино-філи
	псевдо-еозинофіли
	сегменто-

ядерні
	лімфоцити
	моноцити

	І
	16
	2,20+0,04
	2,87+0,06
	12,42+0,66
	48,20+0,42
	26,88+1,08
	8,05+0,08

	
	20
	1,86+0,54
	4,90+0,22
	10,60+0,45
	52,22+0,20
	22,04+0,33
	8,04+0,36

	
	24
	2,22+0,08
	6,18+0,18
	8,14+0,11
	46,24+1,12
	28,12+0,88
	9,91+0,20

	ІІ
	16
	2,65+0,12
	3,42+0,04
	8,00+0,32
	35,22+0,12
	39,50+0,64
	11,21+0,66

	
	20
	2,80+0,20
	4,76+0,12
	7,24+0,08
	28,38+1,18
	46,20+2,22
	10,62+0,92

	
	24
	2,74+0,04
	5,14+0,06
	6,50+0,30
	30,06+0,36
	48,32+1,17
	7,34+0,12

	ІІІ
	16
	2,60+0,04
	3,88+0,15
	5,12+0,36
	38,25+1,25
	42,44+2,63
	7,71+0,32

	
	20
	2,92+0,03
	5,15+0,25
	6,22+0,28
	22,63+0,84
	56,50+1,18
	6,58+0,12

	
	24
	3,12+0,06
	5,50+0,24
	5,50+0,16
	25,06+0,60
	51,22+0,55
	6,04+0,22


При аналізі отриманих фізичних та хімічних показників крові курчат, було встановлено, що інфекція впливає на організм курчат першої і другої групи. Однак, застосування антибіотика (1 група) не дає змоги за тиждень нормалізувати ряд констант крові. Показники крові курчат другої групи дещо відрізнялася від крові першої групи. Так, показник швидкості зсідання еритроцитів поступово наближався до контролю. Однак рівень глюкози був дещо нижчим (мабуть завдяки окислювальній дії розчину ВетОкс-1000). Аналогічна ситуація помічена і щодо молочної кислоти. Рівень загального білка і залишкового азоту наближався до норми, а показники сечової кислоти, сечовини, креатиніну і білірубіну були суттєво нижчими проти аналогічних показників крові курчат першої групи. Рівень гемоглобіну крові в 2 групі наближався до показників курчат 3 груп (табл. 3.99). 
Отримані дані свідчать про суттєвий позитивний вплив на хімічні показники крові курчат препарату "ВетОкс-1000".
Таблиця 3.99
Результати визначення ряду фізичних і хімічних показників сироватки крові курчат дослідних груп у динаміці, n=10 (M±m)
	Показники
	Вік курчат, дні
	Групи

	
	
	І
	ІІ
	ІІІ

	ШЗЕ (за 1 год.)


	16

20

24
	6,8+0,04

7,2+0,02

7,0+0,02
	6,0+0,02

6,2+0,12

5,6+0,08
	5,5+0,06

5,8+0,04

6,0+0,04

	Глюкоза, ммоль/л
	16

20

24
	5,06+0,02

5,22+0,08

5,72+0,14
	4,32+0,21

3,88+0,22

4,75+0,08
	5,25+0,08

6,05+0,04

6,88+0,04

	Молочна кислота, мг %
	16

20

24
	22,7+1,12

24,2+0,24

21,4+0,16
	18,4+0,14

17,9+0,14

18,8+0,06
	20,6+0,06

20,2+0,12

19,8+0,08

	Білок загальний, мг %
	16

20

24
	3,88+0,10

3,65+0,08

4,02+0,12
	4,14+0,06

4,28+0,11

5,00+0,16
	4,85+0,04

4,92+0,18

5,38+0,32

	Залишковий азот, мг %
	16

20

24
	40,2+0,62

43,4+0,20

48,2+1,12
	44,6+0,14

48,4+0,26

51,0+0,44
	46,8+1,12

50,3+0,66

51,2+0,22

	Сечова кислота, мг %


	16

20

24
	0,14+0,04

1,18+0,02

0,16+0,03
	0,09+0,01

0,10+0,02

0,08+0,03
	0,07+0,02

0,09+0,02

0,08+0,03

	Креатинін, мг %
	16

20

24
	2,8+0,18

3,4+0,22

3,4+0,14
	2,2+0,06

2,2+0,14

2,0+0,22
	1,87+0,12

2,06+0,06

2,10+0,14

	Білірубін загальний, мг %
	16

20

24
	0,32+0,16

0,30+0,06

0,24+0,33
	0,22+0,04

0,18+0,14

0,15+0,08
	0,11+0,01

0,14+0,02

0,14+0,01

	Гемоглобін, г %
	16

20

24
	6,14+0,08

7,06+0,12

7,44+0,32
	8,12+0,12

8,88+0,22

9,40+0,18
	8,95+0,12

9,32+0,08

9,64+0,11

	Сечовина, мг %
	16

20

24
	24,6+0,06

22,8+0,11

21,4+0,12
	20,2+0,16

19,6+0,30

18,2+0,08
	19,4+0,20

17,3+0,08

16,5+0,18


Патоморфологічні дослідження органів (печінка, нирки, серце і кишечник) показали, що застосування препарату "ВетОкс-1000" впродовж тижня, в печінці, серці і нирках сприяє зменшенню явищ зернистої дистрофії та локального некрозу гепатоцитів і нефроепітелію. Поступово зменшилось кількість гепатоцитів з жировою дистрофією і уповільнюється проліферація клітин гістіогенного походження (на відміну від першої групи). У серці курчат, що отримували антибіотик, спостерігалися виражені процеси білкової дистрофії кардіоміоцитів внаслідок дії токсину кишкової палички та ендотоксикозу, що утворився у зв`язку з порушенням обміну речовин.

У кишечнику курчат другої групи поступово виявляли уповільнення в синтезі і накопиченні слизу у келехоподібних клітинах і зменшення процесів десквамації епітелію порівняно з кишечником курчат першої групи. В лимфоїдних утвореннях кишечника курчат другої групи спостерігали більш активні проліферативні процеси порівняно з групою, де застосовували антибіотик.

Таким чином, застосування розчину препарату "ВетОкс-1000" (1:4) шляхом вільного випоювання замість води тричі на день протягом 5 діб сприяє детоксикації організму курчат при токсикоінфекції ешерихіозного походження. Розчин препарату "ВетОкс-1000" не викликав помітного негативного впливу на організм курчат і позитивно впливав на обмін у паренхіматозних елементах печінки, нирок, серця, а також зменшував гіперсекреторну активність келехоподібних клітин кишечника. Препарат "ВетОкс-1000" сприяв нейтралізації та виділенню токсинів із крові, тканин та порожнин курчат за рахунок активізації окислювально-відновних реакцій.

1. Березовський, А. В. Альтернативні ветеринарно-санітарні заходи при виробництві екологічної продукції птахівництва [Текст] / А. В. Березовський, Т. І Фотіна, Г. А. Фотіна // Наук.-техн. бюл. Ін-ту біології тварин і ДНДКІ вет. препаратів та кормових добавок. – Л., 2009. – Вип. 10, № 4. – С. 40 – 45.
2. Фотіна, Т. І. Ефективність застосування екологічних засобів при виробництві продукції птахівництва [Текст] / Т. І. Фотіна, Г. А. Фотіна // Проблеми зооінженерії та ветеринарної медицини. Збірник наук. праць Харківської ЗВА. Серія «Ветеринарні науки». – 2014. – Вип. 28. – Ч. 2. – С. 14 – 20. 
3.1.5. Обґрунтування напрямків основних бактеріальних ризиків у промисловому птахівництві 

Епізоотологічний моніторинг бактеріальних хвороб птиці проводили в господарствах різного технологічного напрямку. В таблиці 3.100 наведені дані про кількість птахівничих господарств залежно від господарської діяльності та регіонального розташування.

Таблиця 3.100

Регіональне розташування та технологічний напрям птахівничих господарств

	№

з/п
	Регіон
	Кіль-

кість госпо-

дарств
	Технологічний напрямок

	
	
	
	ДППЗ 

та 

ППЗ
	брой

лерні
	з вироб

ництва яєць
	з вир.

качок
	з вир.

індиків
	з вир.

гусей

	1.
	Західний
	6
	1
	1
	2
	1
	―
	1

	2.
	Східний
	14 
	2
	5
	3
	1
	2
	1

	3.
	Північний
	16
	1
	3
	7
	2
	1
	2

	4.
	Південний
	12 
	1
	4
	5
	1
	―
	1

	5.
	Центральний
	18
	4
	3
	7
	1
	2
	1

	6.
	Всього
	66 
	9
	16
	24
	6
	5
	6

	7.
	У відсотках
	100%
	13,6%
	24,3%
	36,4%
	9,0%
	7,7%
	9,0%


З даних таблиці бачимо, що ретроспективний аналіз охоплював усі регіони України: північний, південний, східний, західний та центральний. За технологічним напрямом були враховані практично всі види промислового птахівництва. При цьому найбільшу питому вагу займали господарства з виробництва яєць – 36,4%. Найбільша кількість птахівничих господарств, у яких проводились дослідження були розташовані у центральному, північному та східному регіонах. Також значну питому вагу займали бройлерні господарства (24,3%), саме тут відбувається технологічний процес вирощування м’ясної птиці, яка йде на споживання населенню. Відсоток господарств, які спеціалізувалися по вирощуванню качок, гусей та індиків коливався приблизно однаково 7,7 – 9,0 % (рис.3.5).
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Рис. 3.5. Співвідношення птахогосподарств різного технологічного напрямку, де було проведено ретроспективний аналіз

При визначенні мікробіологічного складу мікрофлори було встановлено, що вона була представлена широким спектром грампозитивних та грамнегативних бактерій. Дані про кількісний та мікробіологічний склад мікрофлори, яка була ізольована у господарствах різного технологічного напрямку, представлена на рисунку 3.6. 
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Рис. 3.6. Порівняння частоти виділення різних груп умовно-патогенних бактерій в обстежених господарствах (середні показники)

Аналізуючи отримані дані, можемо відмітити, що найбільший відсоток ізольованої мікрофлори в господарствах різного технологічного напрямку припадав на ешерихії. Їх питома вага складала 62,3%. Кокової мікрофлори було ізольовано 24,2%. Була ізольована значна кількість культур протею, синьогнійної палички, клебсієл, ієрсиній, кампілобактера, ентеробактера, цитробактера та клостридій (13,5%). 
У відсотковому співвідношенні спостерігали відмінність в ізоляції умовно-патогенної мікрофлори залежно від технологічного напрямку господарства.
При проведенні мікробіологічного моніторингу в інкубаторіях птахофабрик України було встановлено, що мікрофлора представлена патогенними та умовно-патогенними мікроорганізмами (рис. 3.7). 
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Рис. 3.7. Мікрофлора, яка виділена в інкубаторіях птахофабрик України
Найбільша кількість виділених культур належить до представників родів Staphylocоссus і Streptococcus по 26,0%. Решта 48,0% виділених культур припадає на сімейство Enterobacteriаceae. Із загального числа виділених культур на частку кишкової палички – 16,0%. За антигенною структурою штами E. сoli належали до сероварів О2:К2; О6: К15; О159: К; О32: К; О164: К; О115: К; О152: К. Значна кількість виділених культур належить до роду Citrobacter – 14,0%. З них у 10,0% випадках був виділений вид Citrobacter freundii і в 4,0% – Citrobacter diversus. Представники роду Enterobacter виділені в 12,0% випадках, найбільша кількість культур припадає на Enterobacter cloacae – 9,0%. Штами з роду Proteus ізольовані в 4,9% випадках, при цьому переважав вид Proteus mirabilis. При аналізі мікрофлори в змивах з поверхні інкубаційних яєць переважали Staphylocоссus spp. - 54%, E. coli – 32% і Streptococcus sрp. – 27%. В інкубаційних шафах домінуючими видами були мікроорганізми з роду Enterobacter і Streptococcus sрp. Найбільшу кількість різних видів мікроорганізмів реєстрували у вивідних шафах: Streptococcus sрp. – 33%, Citrobacter freundii – 14%, Staphylocоссus spp. і Enterobacter cloacae по 8%. При дослідженні відходів інкубації найбільш часто ізолювали Staphylocоссus spp. – 16%, C. freundii – 14%, E. coli – 10%, Streptococcus sрp. –  8%, P. mirabilis – 2%, E. cloacae - 2%.
Аналізуючи мікрофлору, що була ізольована з об′єктів в племінних господарствах, можна зробити висновок, що в цих господарствах основна питома вага припадає на кишкову паличку - 49,9%, менше (40,4%) на кокову мікрофлору (рис.3.8).
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Рис. 3.8. Порівняння частоти виділення різних груп умовно-патогенних бактерій в племінних господарствах (середні показники)

Необхідно акцентувати увагу на значному відсотку виділення протею, синьогнійної палички, клебсієл, ієрсиній, кампілобактера, ентеробактера, цитробактера та клостридій в бройлерних господарствах – 39,6% (рис. 3.9). Ешерихії ізолювалися у 40,4%, а кокова мікрофлора у 20,0%. Досліджували трупи бройлерів, проби комбікорму, питну воду, послід та повітряне середовище бройлерників. 
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Рис. 3.9. Порівняння частоти виділення різних груп умовно-патогенних бактерій у бройлерних господарствах (середні показники)
У господарствах з виробництва яєць також домінували ешерихії - 51,8%, частка кокової флори становлять – 20,1%, а P. aerogenosae, Proteus ssp., Klebsiella ssp., Citrobacter ssp., Enterobacter ssp., Yersinia ssp., Campilobacter  ssp., Clostridium ssp. 28,1% (рис.3.10). 
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Рис. 3.10. Порівняння частоти виділення різних груп умовно-патогенних бактерій у господарствах з виробництва яєць (середні показники). 

Це пояснюється тим, що це саме та структура, де птиця перебуває довгий час в одних і тих же приміщеннях з високою концентрацією птахопоголів`я, зосередженого на невеликих площах. При цьому досліджувалися трупи, послід курей–несучок, змиви з яєць та повітряне середовище пташників. 
При дослідженні трупів індиків, посліду, проб повітряного середовища пташників – індичників, проб води та корму встановили, що 42,5% мікрофлори було ідентифіковано як ешерихії, 34,6%, як P. aerugenosae, Proteus ssp., Klebsiella ssp., Citrobacter ssp., Enterobacter ssp., Yersinia ssp., Campilobacter ssp., Clostridium ssp., а 22,9%, як Staphylococcus ssp., Streptococcus ssp. (рис.3.11.).
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Рис .3.11. Порівняння частоти виділення різних груп умовно-патогенних бактерій у господарствах з вирощування індичат (середні показники) 
Ще більший відсоток ешерихій 51,8% було ізольовано в господарствах з вирощування качок, 20,1 % - це кокова флора і 28,1% припадав на P. aerugenosae, Proteus ssp., Klebsiella ssp., Citrobacter ssp., Enterobacter ssp., Yersinia ssp., Campilobacter ssp., Clostridium ssp. (рис.3.12).
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Рис . 3.12. Порівняння частоти виділення різних груп умовно-патогенних бактерій у господарствах з вирощування качок (середні показники)
Аналогічна картина спостерігалася і в господарствах з вирощування гусей (рис.3.13).
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Рис.3.13. Порівняння частоти виділення різних груп умовно-патогенних бактерій у господарствах з вирощування гусей (середні показники)

Керуючись принципами системи НАССР, ми провели аналіз критичних точок у птахівничих господарствах різного технологічного напрямку і встановили, що аналогічна мікрофлора була ізольована і в цехах із забою птиці. 
Аналізуючи отримані дані щодо моніторингу мікрофлори, яку ізолювали в цехах із забою птиці, можемо сказати, що найбільший відсоток ізольованої мікрофлори в господарствах різного технологічного напрямку припадає на ешерихії. Їх відсоток складав 40,2%. Питома вага інших мікроорганізмів склала: сальмонели – 10,3%, стафілококи – 8,7%, клостридії – 7,3%, кампілобактерії – 5,7%, стрептококи – 5,6%, протей – 4,5%, мікоплазми – 4,2%, клебсієли – 3,4%, ієрсинії – 2,9%, синьогнійна паличка – 2,%, ентеробактерії – 1,8%, пастерели – 1,4%, цитробактерії – 1,3%, гемофільозна паличка – 0,7%.

Потрібно акцентувати увагу на тому що більшість із видів мікрофлори є збудниками харчових токсикоінфекцій та токсикозів у людини і вживання продукції птахівництва контамінованої цими мікроорганізмами небезпечне для людини. Серед циркулюючих у птахівничих господарствах зооантропатогенних бактерій найбільшу загрозу становлять S. enteritidis та С. jeuni. Тому було проведено мікробіологічний моніторинг відносно сальмонел. 
Ретроспективний аналіз бактеріологічних досліджень посліду та трупів птиці різного віку та продукції птахівництва у 10 птахогосподарствах Північно – Східної України показав, що за вказаний період було проведено 25638 бактеріологічних досліджень при підозрі на сальмонельоз. Всього було ізольовано 953 культури сальмонел, що складає 3,6% від загальної кількості проведених досліджень(рис. 3.14).
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Рис. 3.14. Серологічна структура сальмонел, ізольованих із птахівничих господарств Північно-Східної України
При серотипізації сальмонели були віднесені до 10 сероварів: S. enteritidis - 46,9%, S. typhimurium -14,1%, S. pullorum - 10,1%, S. gallinarum -10,0%, S. virchow - 6,3%, S. infantis -2,1%, S. arizona- 1, 2%, S. jawa - 0,6%, S. montevideo - 0,4%, S. copengagen - 0,4%. З діаграми видно, що домінуючим є серовар – S. enteritidis. 
У господарствах, що спеціалізуються на виробництві яєць, частіше виділялися S. pullorum та S. gallinarum – 44,5%, S. еnteritidis – 21,6%, S.  typhimurium – 18,4%, S. infantis – 6,7%, S. virchow – 0,6%, S. montevideo - 0, 2%.
У господарствах м’ясного напрямку спектр сероварів сальмонел був іншим, а саме: S. enteritidis - 36,8%, S. typhimurium -20,6%, S. arizona - 9, 2%, S. pullorum - 7,6%, S. gallinarum - 6,1%, S. virchow - 5,3%, S. infantis - 3,1%, S. montevideo - 0, 9%, S. copengagen - 0,2% . У господарствах з вирощування індиків частіше ізолювали: S. enteritidis - 47,6%, S. typhimurium -22,6%, S. arizona - 10, 2%. 19,6 % припадає на інші види сальмонел. 
А в господарствах з вирощування водоплавної птиці найчастіше була ізольована S. typhimurium - 48,6%, S. enteritidis - 28,8%, S. virchow - 7,4%, 15,2% склали інші серовари сальмонел. 
Як ми бачимо з результатів досліджень, що найчастіше були ізольовані сальмонели S. enteritidis - 46,9%, S. typhimurium -14,1%, саме вони становлять складну та гостру проблему гуманної та ветеринарної медицини. 
Велику загрозу становлять і більш рідкісні серовари сальмонел: S. virchow - 6,3%, S. infantis - 2,1%, S. arizona- 1, 2%, S. jawa - 0, 6%, S. montevideo - 0, 4%, S. copengagen - 0,4%, які теж є збудниками харчових інфекцій у людини.
Дослідами встановлено, що респіраторний синдром у птиці найчастіше викликають S. aureus, S. pneumoniae, C. perfringens, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, P. mirabilis, P. vulgaris, S. enteritidis, M. gallisepticum, P.  multocida, A. fumigatus. 
Висока питома вага припадає на E. coli, K. pneumoniae, M.  gallisepticum, S. рneumoniae.
Таблиця 3.101

Питома вага мікрофлори, яка була ізольована від птиці при респіраторному синдромі

	Вид мікроорганізмів
	Кількість ізольованих культур
	Питома вага,%

	S. aureus
	15
	6,4

	S. pneumoniae
	31
	13,1

	C. perfringens
	9
	3,8

	E. coli
	39
	16,5

	K. pneumoniae
	32
	13,6

	P. aeruginosa
	18
	7,6

	P. mirabilis
	11
	4,7

	P. vulgaris
	8
	3,3

	S. enteritidis
	5
	2,1

	M. gallisepticum
	28
	11,9

	P. multocida
	19
	8,1

	A. fumigatus
	21
	8,9

	Всього
	236
	100


Питома вага мікрофлори при кишковому синдромі наведена в таблиці 3.102

Таблиця 3.102

Питома вага мікрофлори, яка була ізольована від птиці при кишковому синдромі

	Вид мікроорганізмів
	Кількість ізольованих культур
	Питома вага,%

	S. aureus
	17
	7,4

	S. faecalis
	16
	6,9

	C. fetus
	14
	6,1

	C. jejuni
	28
	12,1

	C. perfringens
	13
	5,6

	E. agglomerans
	12
	5,2

	E. coli
	45
	19,5

	P. aeruginosa
	7
	3,0

	P. mirabilis
	9
	3,9

	P. vulgaris
	7
	3,0

	S. enteritidis
	37
	16,0

	S. pullorum-gallinarum
	15
	6,5

	Y. enterocolitica
	11
	4,8

	Всього
	231
	100


При кишковому синдромі найчастіше ізолювали S. aureus, S. faecalis, C.  fetus, C. jejuni, C. perfringens, E. agglomerans, E. coli, P. aeruginosa, P.  mirabilis, P. vulgaris, S. enteritidis, S. pullorum-gallinarum, Y. enterocolitica. Найбільша питома вага припадає на E. coli, S. enteritidis, S. рullorum-gallinarum, C.  jejuni, Y. еnterocolitica. Аналізуючи отримані данні можна відмітити, що S.  aureus, C. jejuni, E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis, P. vulgaris, S. enteritidis були ізольовані як при респіраторному, так і при кишковому синдромі.
Таким чином, при проведенні мікробіологічного моніторингу в птахівничих господарствах України встановили, що потенційні збудники хвороб бактеріальної етіології широко розповсюджені. Найчастіше циркулюють у птахогосподарствах різного технологічного спрямування і серед всіх вікових груп птиці S. aureus, S. faecalis, C. fetus, C. jejuni, C.  perfringens, E. agglomerans, E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis, P. vulgaris, S.  enteritidis, S. pullorum-gallinarum, Y. enterocolitica. У зв’язку з цим необхідно проводити строгий контроль з виявлення загроз спалахів інфекцій, обумовлених збудниками бактеріальної етіології, на всіх критичних точках виробництва продукції птахівництва з метою їх своєчасної профілактики.
1. Фотіна Г.А. Порівняльна оцінка ефективності методів виділення сальмонел з продуктів птахівництва / Т.І. Фотіна, Г.А. Фотіна, Ю.Є. Дворська // Проблеми зооінженерії та ветеринарної медицини. зб. наук. праць. ― Х. : РВВ ХДЗВА — 2011. — Вип. 23, Ч.2, Т.1. — С. 151–164.
2. Фотина Т. И. Эпизоотологическое и эпидемиологическое значение бактериальных болезней птиц / Т. И. Фотина, А. А. Фотина, Ю. Е. Дворская // Ученые записки «Витебской ордена «Знак почета» государственной академии ветеринарной медицины. – Витебск, 2014. – Вып. 1. – Т. 50. – Ч. 1. – С. 62 – 65.
3. Фотина А. А. Основные факторы предотвращения инфекционных болезней птиц / А. А. Фотина // Сборник научных статей Таджикского аграр. ун-та им. Ш. Шотемур. – Душанбе, 2012. – С. 280 – 284.
3.1.6. З’ясування чутливості бактеріальної флори птахогосподарств до активнодіючих компонентів сучасних протимікробних засобів. 

Для хіміопрофілактики бактеріозів птиці світова фарміндустрія виготовляє понад тисячу препаратів. За недавніми повідомленнями в Україні для птахівництва зареєстровано 139 протимікробних препаратів вітчизняного та закордонного виробництва. Їх більшість – сформовано на основі однієї активнодіючої речовини (АДР). Всього для таких 110 монопрепаратів використано 15 антимікробних речовин, що належать до 8 хімічних груп. Разом з тим, дані вчених та практиків з багатьох країн свідчать, що ефективність більшості традиційних препаратів систематичне суттєво знижується через значне розповсюдження резистентних штамів мікроорганізмів. Тому, для забезпечення досягнення максимального терапевтичного ефекту та скорочення затрат на антибактеріальну обробку птиці, слід вести постійний моніторинг існуючої чутливості виділених штамів мікроорганізмів до наявних протимікробних препаратів. При визначенні антибактеріальної дії 12–ти АДР дискофузійним методом до польових штамів S. aureus, S. faecalis, C. jejuni, C. diversus, E. аgglomerans, K.  рneumoniae, P. vulgaris, P. aeruginosa, S. pullorum-gallinarum, E. coli, P. multocida, S. enteritidis, Y. еnterocolitica, C. рerfringens було встановлено, що чутливість названих збудників бактеріальних хвороб птиці до досліджуваних лікарських засобів різна.
 Як випливає з даних таблиці 3.103, значна кількість культур були резистентні до ампіциліну, канаміцину, неоміцину, стрептоміцину, еритроміцину, поліміксину. В більшості випадків культури були чутливими до сульфадіазину, тетрацикліну, гентаміцину, колістину, мономіцину, тиамуліну. Але не було виявлено препарату, до якого б були чутливі всі епізоотично значимі культури бактерій. Використання таких препаратів призводить до накопичення їх в організмі птиці і продукція від такої птиці може мати значну залишкову кількість цих препаратів. 
У зв’язку з цим вважаємо, що з метою профілактики і лікування бактеріальних хвороб птиці необхідно використовувати лише ті препарати, до яких чутливі не менше 90 % ізольованих культур. 
Таблиця 3.103

Чутливість виділених умовно-патогених мікроорганізмів до основних АДР сучасних хіміотерапевтичних препаратів
	Види мікроорганізмів
	Активнодіючі речовини

	
	ампіцилін
	гентаміцин
	канаміцин
	мономіцин
	неоміцин
	поліміксин
	стрептоміцин
	тетрациклін
	еритроміцин
	колістин
	тіамулін
	сульфадиазин

	S. aureus
	0
	1
	0
	1
	1
	0
	1
	1
	1
	1
	1
	1

	S. faecalis
	2
	1
	0
	1
	0
	0
	0
	1
	0
	1
	1
	1

	C. jejuni
	1
	1
	0
	1
	0
	0
	0
	2
	1
	1
	1
	1

	C. diversus
	0
	1
	0
	1
	1
	0
	0
	1
	0
	1
	1
	1

	E. agglomerans
	0
	1
	0
	1
	0
	0
	1
	1
	0
	1
	1
	1

	E. coli
	0
	1
	1
	1
	1
	0
	0
	1
	0
	2
	1
	1

	K. pneumoniae
	1
	1
	1
	1
	0
	0
	1
	1
	0
	1
	1
	1

	P. mirabilis
	0
	1
	0
	1
	1
	0
	0
	1
	0
	1
	1
	1

	P. vulgaris
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	0
	1
	0
	1
	1
	1

	P. aeruginosa
	0
	1
	1
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	1
	1
	0

	S. enteritidis
	0
	1
	1
	1
	0
	0
	1
	1
	0
	2
	1
	1

	S.pullorum- gallinarum
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	0
	2
	1
	1

	Y. enterocolitica
	0
	0
	2
	1
	0
	1
	0
	1
	0
	1
	1
	1

	C. perfringens
	2
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	2
	1
	1
	1
	1


Примітки: 0 – нечутливі; 1 – чутливі; 2 – високочутливі

При використанні антимікробних засобів слід брати до уваги і їх можливу побічну дію на організм птиці – токсичний ефект, алергічну реакцію, розвиток дисбактеріозів, виникнення суперінфекції або реакції загострення захворювання. Крім того, необхідно точно встановлювати дози препаратів і розраховувати час їх виведення із організму птиці, бо м’ясо від неї із залишками лікарських препаратів може викликати у людини алергічні реакції, дисбактеріози, пригнічення імуногенезу та інші негативні явища.

Було проведено дослідження з встановлення мінімальних бактеріостатичних та максимальних бактерицидних концентрацій препаратів по відношенню до епізоотичних культур умовно – патогенних бактерій з використанням методу серійних розведень. При цьому в дослід було взято наступні діючі речовини апраміцину, еритроміцину, енрофлоксацину, колістину, терацикліну, тіамуліну, тилозіну, полімиксіну, сульфадіазину та триметоприму (табл.104).

Таблиця 3.104 

Мінімальні бактерицидні концентрації деяких АДР для умовно-

 патогенних бактерій, (мкг/см3)
	Види мікроорганізми
	Активнодіючі речовини

	
	апраміцин
	еритроміцин
	енрофлоксацин 
	колістин 
	тетрациклін
	тіамулін
	тілозин
	полімиксин
	сульфадіазин
	триметоприм

	S. aureus
	2,3
	9,3
	4,6 
	2,3
	50
	2,3
	4,6 
	2,3
	2,3
	4,6 

	S. faecalis
	9,3
	50
	 2,3
	2,3
	50
	2,3
	37,5
	4,6
	1,1
	2,3 

	E. coli (О157)
	4,6
	50 
	 2,3
	4,6
	50
	4,6
	9,3 
	4,6
	4,6
	4,6 

	E. coli (О78)
	4,6
	37,5
	 1,1
	1,1
	37,5
	2,3
	4,6   
	4,6
	2,3
	2,3 

	S. enteritidis
	2,3
	50
	2,3
	2,3
	37,5
	2,3
	4,6 
	2,3
	4,6
	9,3 

	S. pullorum-gallinarum
	1,1
	37,5
	 1,1
	1,1
	37,5
	1,1
	 0,5
	1,1
	2,3
	 1,1

	Y. enterocolitica
	4,6
	37,5
	 2,3
	2,3
	50
	2,3
	4,6 
	4,6
	4,6
	 2,3

	P. mirabilis
	2,3
	50
	 4,6
	2,3
	50
	2,3
	 4,6
	2,3
	2,3
	2,3 

	P. vulgaris
	9,3
	50
	 9,3
	2,3
	50
	2,3
	 4,6
	9,3
	2,3
	2,3 

	E. agglomerans
	1,1
	50
	 1,1
	9,3
	50
	9,3
	0,5 
	1,1
	4,6
	4,6  

	K. pneumoniae
	0,5
	50
	 1,1
	4,6
	50
	4,6
	0,5 
	0,5
	9,3
	4,6       

	C. diversus
	2,3
	50
	 0,5
	1,1
	9,3
	9,3
	0,5 
	2,3
	9,3
	9,3

	C. jejuni
	4,6
	9,3
	 2,3
	2,3
	50
	9,3
	2,3 
	4,6
	37,5
	37,5

	P. aeruginosa
	4,6
	50
	 9,3
	9,3
	9,3
	9,3
	2,3 
	4,6
	37,5
	37,5

	C. perfringens
	9,3
	9,3
	 9,3
	4,6
	4,6  
	4,6
	4,6 
	9,3
	4,6
	4,6


Як бачимо, з даних, наведених у таблиці 3.104, до апраміцину високочутливими були такі культури, як: K. pneumoniae, S. pullorum-gallinarum, E. agglomerans, S. aureus, E. coli O78, E. coli O157, S. enteritidis, Y. enterocolitica, P. mirabilis, C. diversus, C. jeuni, P. aeruginosa. Мінімальна концентрація препаратів, що затримувала їх ріст, була в межах 0,5‑4,6 мкг/см3. У культур S. faecalis та С. рerfringens відмічали дещо нижчу чутливість, мінімальна концентрація препарату становила 9,3 мкг/ см3.
Більшість культур (80%) були резистентні до тетрацикліну та еритроміцину – мінімальна концентрація препарату для 20% культур була в межах 9,3 – 50,0 мкг/ см3. Чутливими культури були до енрофлоксацину, колістину, поліміксину, триметоприму, тілазину, тіамуліну, сульфадиазину, але концентрація препаратів до різних культур була неоднакова і коливалась від 0,5 до 9,3 мкг/ см3. Була відмічена неоднакова чутливість культур одного виду, так E. coli O78 була більш чутлива до препаратів, які були взяті у дослід, ніж E. сoli  O157.
Таким чином, було встановлено, що у ізольованих культур відмічається полірезистентність до декількох лікарських препаратів, яку пов’язуємо з горизонтальною передачею резистентності плазмідами, що може забруднювати продукти птахівництва і надходити в довкілля. 
Із 12 активнодіючих речовин, яких досліджували, не одна діюча основа не забезпечувала високої актимікробної дієвості щодо всіх бактеріальних культур. При визначенні мінімальних бактерицидних концентрацій препаратів, що широко використовуются у птахівництві встановлено, які бактерицидну активність по відношенню до S. aureus, S. faecalis, C.  jejuni, C. diversus, E. аgglomerans, K. рneumoniae, P. vulgaris, S. pullorum-gallinarum, E. coli, P. multocida, S. enteritidis, Y. еnterocolitica, C.  perfringens мають апраміцин, енрофлоксацин, колістин, поліміксин, триметоприм, тілазин, тіамулін, сульфадиазин,  P. aeruginosa була високочутлива до апраміцину, тілазину та полімиксину.
На наступному етапі, з метою визначення чутливості збудників бактеріальних інфекцій до антибактеріальних препаратів у порівняльному аспекті: польові ізоляти, що були виділені від хворої птиці та штами бактерій, що зберігаються та підтримуються в Інституті ветеринарної медицини НААН України (табл. 3.105).
Дослідами встановили, що бактерії роду Micrococcus проявили високу чутливість до антимікробних препаратів групи цефалоспоринів та амоксициліну – зона затримки росту становила від 50 мм. Найменш ефективним виявились препарати групи аміноглікозидів.

Таблиця 3.105

Культури мікроорганізмів, що використовувались у досліді

	№ з/п
	Тестові музейні культури
	№ з/п
	Польові ізоляти

	1.
	Micrococcus flavus ATCC10240
	1.
	E. coli О2

	2.
	Micrococcus luteus ATCC 9341
	2.
	Streptococcus fetus

	3.
	Bacillus subtilis ATCC6633
	3.
	Staphilococcus aureus

	4.
	Bacillus cereus ATCC 11778
	4.
	Klebsiella pneumoniaе

	5.
	Staphylococcus aureus Р209
	5.
	Salmonella pullorum

	6.
	E. coli1257
	  6. 
	Саmpylobacter jeuni


Щодо культури Bacillus спостерігались відмінні результати. Так, B. subtilis продемонстрував найбільшу чутливість до гентаміцину (зона затримки росту була 36,0±1,0 мм) та фторхінолонів (30,0±1,0-32,0±1,0 мм). B. cereus проявив помірну чутливість до окремих антибіотичних засобів, найбільш ефективними серед яких були препарати цефалоспоринового ряду – 20,0±0,4-25,0±0,6 мм. Добре виражений ефект на S. aureus Р 209 проявили препарати пеніцилінового, цефалоспоринового ряду та фторхінолони, зона затримки росту коливалась у межах 39,0±0,3-48,0±1,2 мм. Особливо слід відмітити два препарати, які проявили найсильніший вплив - це амоксицилін (48,0±1,2 мм) та цефалексин (41,0±0,9 мм). Решта засобів мала слабкий або зовсім відсутній ефект щодо E. coli 1257, то вона була чутлива до всіх препаратів, окрім еритроміцину. Найбільшу чутливість вона проявляла до цефалоспоринів, а саме цефалексину та цефазоліну (зона затримки росту становила 27,0±1,0 мм), енрофлоксацину (26,0±0,5 мм) та гентаміцину (25,0±0,5 мм) (табл. 3.106). 
У культури Bacillus спостерігалась відмінність результатів. Так, B.  subtilis продемонстрував найбільшу чутливість до гентаміцину (зона затримки росту становила 36,0±1,0 мм) та фторхінолонів  (30,0±1,0 -32,0±1,0 мм). 
B. cereus проявив помірну чутливість до окремих антибіотичних засобів, найбільш ефективними серед яких були препарати цефалоспоринового ряду – 20,0±1,0 -25,0±0,6 мм. Добре виражений ефект на S. aureus Р 209 проявили препарати пеніцилінового, цефалоспоринового ряду та фторхінолони, зона затримки росту коливалась в межах 39,0±0,3 – 48,0±1,2 мм.

Таблиця 3.106

Порівняльні результати чутливості мікроорганізмів до антимікробних препаратів

	Антимікробні препарати
	Діаметр зон затримки росту мікроорганізмів (мм)

	
	тестові музейні культури
	ізоляти

	
	M. flavus
	M. luteus
	B. subtilis
	B.cereus
	S. aureus Р209
	E. coli 1257
	С. jeuni
	E. coli О2
	S. fetus
	K.pneumo -nia
	S.pullorum
	S. aureus

	Цефалексин
	50±2,0
	50±2,0
	28±1,0
	25±0,6
	41±0,9
	27±1,0
	―
	―
	―
	20±0,2
	23±0,4
	11±0,5

	Цефтриаксон
	55±2,0
	55±2,0
	14±0,3
	20±1,0
	38±0,1
	20±0,3
	22±0,4
	21±0,5
	―
	28±0,5
	16±0,2
	17±1,0

	Цефазолін
	55±1,5
	55±1,5
	16±0,5
	25±06
	39±0,8
	27±0,9
	―
	25±0,4
	―
	18±0,2
	17±0,4
	25±0,3

	Ампіцилін
	40±1,0
	40±1,0
	16±0,8
	―
	39±1,0
	19±0,3
	―
	―
	18±0,3
	―
	―
	―

	Стрептоміцин
	25±0,2
	25±0,2
	28±1,1
	―
	8±0,6
	24±0,1
	12±0,3
	―
	―
	18±0,2
	―
	―

	Канаміцин
	25±0,3
	25±0,3
	25±0,9
	―
	―
	23±0,2
	14±0,5
	―
	―
	17±0,2
	―
	―

	Гентаміцин
	22±0,2
	22±0,2
	36±1,0
	20±1,0
	12±0,3
	25±0,5
	18±0,2
	20±0,5
	14±0,5
	21±0,4
	―
	―

	Еритроміцин
	45±1,0
	45±1,0
	15±0,2
	―
	15±0,4
	―
	―
	―
	21±0,5
	―
	―
	―

	Тетрациклін
	40±0,5
	40±0,5
	18±0,3
	―
	―
	21±0,1
	15±0,6
	―
	―
	19±0,3
	―
	―

	Ципрофлокса-

цин
	22±0,1
	22±0,1
	32±1,0
	―
	39±0,3
	23±0,3
	27±1,0
	18±0,2
	―
	33±1,0
	14±0,3
	17±1,0

	Амоксицилін
	50±1,0
	50±1,0
	―
	20±0,4
	48±1,2
	23±0,3
	―
	―
	24±0,3
	16±0,4
	22±0,2
	―

	Окситетраци-
клін
	35±,5
	35±,5
	15±0,2
	―
	10±1,0
	25±0,1
	19±0,3
	―
	―
	20±0,5
	―
	―

	Енрофлоксацин
	35±1,0
	35±1,0
	30±1,0
	20±0.5
	39±1,0
	26±0,5
	24±0,5
	18±0,5
	19±0,5
	24±1,0
	22±0,3
	22±0,8


Особливо слід відмітити два препарати, які проявили найсильніший вплив - це амоксицилін (48,0±1,2 мм) та цефалексин (41,0±0,9 мм). Решта засобів мала слабкий або зовсім відсутній ефект. Культура Саmpylobacter jeuni виявилась чутливою до фторхінолонів (24,0±0,5-27,0±1,0 мм) та препарату цефтриаксон (22,0±0,4 мм) (рис. 3.15). 
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Рис. 3.15. Зони затримки росту культури С. jeuni під дією енрофлоксацину, цефтриаксону, ципрофлоксацину та окситетрацикліну

На препарати груп аміноглікозидів та тетрациклінів була зафіксована незначна чутливість (зона затримки росту коливалась в межах від 12,0±0,3 до 19,0±0,3 мм), а на решту препаратів була зовсім не чутлива. З усіх дослідних ізолятів найбільшу чутливість майже до всіх протимікробних препаратів демонстрував збудники родини Klebsiella pneumoniae. 
Найбільш чутливими вони виявилися до ципрофлоксацину (33,0±1,0 мм) та цефтриаксону (28,0±0,5 мм). Щодо решти ізолятів, то вони проявили вибіркову і значно мешу чутливість до всіх препаратів. 
Так, ізолят E. сoli О2 проявив найбільшу чутливість до цефазоліну, зона затримки росту становила 25,0±0,4 мм, цефтриаксону та гентаміцину – 20,0±0,5-21,0±0,5 мм. До інших препаратів ізолят був нечутливим (рис. 3.16).
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Рис. 3.16. Зони затримки росту культури E. сoli О2 під дією цефазоліну цефтриаксону, гентаміцину, ципрофлоксацину та енрофлоксацину

Збудник S. fetus найбільш чутливим був до амоксициліну та еритроміцину, зона затримки росту становила відповідно 24,0±0,3 та 21,0±0,5 мм (рис. 3.17).
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Рис. 3.17. Зони затримки росту культури S. fetus під дією амоксоциліну, ерітроміцину, ампіциліну та енрофлоксацину

Найбільш активними протимікробними препаратами до збудника S.  pullorum виявились цефалексин, зона затримки росту якого становила 23,0±0,4 мм, амоксицилін та енрофлоксацин, зона затримки росту яких становила по 22,0±0,2 мм (рис. 3.18).
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Рис. 3.18. Зони затримки росту культури S. pullorum під дією цефалексину, амоксоциліну, енрофлоксацину та цефтриаксону

Ізолят збудника S. aureus проявив найбільшу чутливість до двох препаратів, а саме: цефазоліну та енрофлоксацину, зона затримки росту яких була відповідно 25,0±0,3 та 22,0±0,8 мм.

Таким чином, за результатами проведених досліджень встановлено відмінність чутливості тест-культур мікроорганізмів і ізолятів, які були виділені від хворої птиці, до антимікробних засобів різних фармакологічних груп. Польові ізоляти, на відміну від тест-культур мікроорганізмів відповідних груп, проявили чутливість тільки до антибіотичних препаратів цефалоспоринового і фторхінолонового ряду. При чому, спостерігалась вибіркова чутливість до окремих препаратів у межах однієї групи. Таку відмінність чутливості тест-культур і ізолятів можна пояснити розвитком резистентних форм збудників захворювань у зв’язку з широким застосуванням антибіотиків у птахівничих господарствах. Рекомендуємо раціональний підхід щодо антибіотикотерапії із використанням різних груп антибіотичних препаратів на різних етапах вирощування тварин задля зниження ризиків швидкого утворення резистентних форм збудників хвороб.

1. Березовський А. В. З’ясування чутливості бактеріальної флори птахогосподарств до активно діючих компонентів сучасних протимікробних засобів / А. В. Березовський, Г. А. Фотіна // Птахівництво: міжвід. темат. наук. зб.– Х., 2011. – Вип. 67. – С. 22–27. 
2. Фотіна Г. А. Чутливість мікрофлори, що ізольована в інкубаторіях до дезінфектантів / Г. А. Фотіна, І. В. Коваленко // Вет. біотехнологія: бюл. – К., 2013. – №. 22. – С. 620–625. 
3.1.8. Схеми засобів для ротації протимікробних препаратів у птахівництві та принципи її проведення

На основі проведених досліджень з розробки та впровадження антимікробних препаратів до схеми профілактики та лікування були розроблені принципи ротації протимікробних препаратів у птахівництві. Так, з метою профілактики бактеріальних хвороб з респіраторним синдромом доведена ефективність використання препарату "Цефтіокур" – "ТімТіл 250" – "Бі-септим". Цефтіокур ін'єкували птиці у добовому віці разом із щепленням проти хвороби Марека у дозі 0,2 см3 на голову підшкірно. Препарат "ТімТіл 250" додавали до питної води курчатам протягом п’яти діб ( 6 - 10 доба після вилуплення) щоденно у розведенні 1:1000. З 20 - добового віку птицю обробляли препаратом "Бі-септим" із розрахунку 1 грам препарату на 1 літр води протягом 3 діб. У контрольному пташнику випоювали препарат Енрофлоксацин 10% у розведенні 1: 1000 з добового до п'ятого дня вирощування птиці з повторним випоюванням з 20 по 23 добу. Цей препарат традиційно застосовується у схемі вирощування курчат даного господарства аналогічним способом уже більше року. Протягом усього експерименту курчата клінічно виглядали здоровими, бадьорими, з добрим апетитом. Птиця в дослідній групі мала більший відсоток збереженості, який досягав до 98,5% та на 3% більший
 приріст маси тіла в середньому кожної голови порівняно з птицею контрольної групи, де профілактику бактеріальних інфекцій проводили за традиційною схемою господарства. Особливо важливо відмітити, що загибелі птиці в дослідній групі від бактеріальних інфекцій не було зареєстровано (табл. 3.107).
Таблиця 3.107 

Порівняння показників ефективності використання ротаційної схеми антимікробних препаратів при респіраторному синдромі

	Показники
	Групи курчат

	
	контрольна
	дослідна

	Кількість птиці, гол.
	32420
	31990

	Загибель всього, %
	4,3
	1,5

	в тому числі від бактеріальних хвороб
	3,2
	-

	Збереженість до 95 діб, %
	95,7
	98,5

	Маса тіла, г
	1446±0,07
	1649±0,08


Побічні явища і алергічні реакції при використанні антимікробних препаратів у птиці були відсутні. При шлунково-кишковому синдормі ми запропонували використання: ВетОкс-1000 – Бровасептол-концентрат – Бровафом-новий. Під час виведення використовували аерозольну обробку добових курчат розчином препарату "ВетОкс-1000", розведеного у співвідношенні 1:4. Препарат застосовували аерозольне, із розрахунку 200 см3/м2 вивідної шафи. Препарат "Бровасептол - концентрат" додавали до питної води курчатам протягом п’яти діб ( 6 - 8 доба після вилуплення) щоденно із розрахунку 15 грам на 100 л питної води. З 20 добового віку птицю обробляли препаратом "Бровафом-новий" із розрахунку 1 грам препарату на 1 літр води протягом 3 діб. Птицю контрольної групи обробляли препаратом "Триколін" із розрахунку 1грам препарату на 1 літр води у перші п'ять діб життя з повтором протягом 3 днів з 20 - добового віку. Птиця в дослідній групі мала більший відсоток збереженості, який досягав 98,9% та на 1,7% більше порівняно з птицею контрольної групи, де профілактику бактеріальних інфекцій проводили за традиційною схемою господарства. Особливо важливо відмітити, що загибелі птиці від бактеріальних інфекцій в дослідній групі не було зареєстровано (табл. 3.108).
Таблиця 3.108 

Порівняння показників ефективності використання ротаційної схеми антимікробних препаратів при респіраторному синдромі

	Показники
	Групи курчат

	
	контрольна
	дослідна

	Кількість птиці, гол.
	46020
	45890

	Загибель всього, %
	6,1
	1,8

	в тому числі від бактеріальних хвороб
	3,4
	-

	Збереженість до 95 діб, %
	97,2
	98,9

	Маса тіла, г
	1306±0,05
	1549±0,09


Таким чином, у виробничих умовах доведено ефективність використання схем ротації антимікробних препаратів у схемі профілактики бактеріальних хвороб птиці як з респіраторним синдромом, так і з шлунково-кишковим синдромом (додаток П).
3.2. Другий напрямок. Створення та фармако-токсикологічна оцінка миючо-дезінфікуючого препарату "Бі-дезтм" та формування засобів для забезпечення схем ротації їх у системі профілактики бактеріальних інфекцій
3.2.1. Теоретичне обґрунтування складників нового дезінфекційного засобу з широким спектром дії

Розробку рецептури препарату "Бі-дезтм" проводили, виходячи з завдання досягти максимально широкого спектра віруліцидної та бактерицидної дії (в тому


 числі і до спороутворюючих форм), вираженої дезінвазійною здатністю відносно основних видів еймерій свійської птиці, високих мийних властивостей та досягнення щонайбільшої екологічно-санітарної безпечності як для здоров’я птиці, так і для довкілля. 

Аналіз офіційного ринку ветеринарних деззасобів провели за матеріалами реєстрації препаратів для ветеринарної медицини на 01.07.2013 р. З даних, наведених у таблиці 3.109 видно, що для птахівництва запропоновано 67 дезінфектантів (93% від загального числа).

Таблиця 3.109

Групи діючих речовин дезінфектантів, офіційно зареєстрованих в Україні
	Виробник
	Кіль-кість, од.
	в т.ч.

для птахів-ництва, од.
	Групи діючих речовин

	
	
	
	ЧАС
	альдегіди
	ЧАС +

альдегіди

ал

ь-де
	гуанідіни

гідрохлорид
	кисеньактивні
	хлорактивні
	йодактивні
	сріблоактивні
	кислотоактивні
	інші

	вітчизняні
	35
	33
	4
	1
	7
	5
	4
	2
	2
	4
	2
	2

	іноземні
	37
	34
	6
	4
	10
	0
	1
	3
	3
	0
	5
	2

	інші
	72
	67
	10
	5
	17
	5
	5
	5
	5
	4
	7
	4


Половина з них (50,8%) - це засоби, пропоновані за експортом, проте асортимент з 33 дезінфектантів від вітчизняної фарміндустрії свідчить про високий потенціал українських виробників засобів для захисту тварин. В той же час, при всьому різноманітті дезінфікуючих засобів, перелік активнодіючих речовин, що входять до їх складу досить обмежений. Це - альдегіди, четвертинні аміни, кислоти, кисень-, хлор -, йод - і срібловмістні сполуки. В цілому, серед дезінфектантів, запропонованих для використання в птахівництві, 32 найменування (47,8%) складають засоби на основі четвертично-амонійних сполук (ЧАС), альдегідів та їх комбінацій. У зв'язку з наростаючим впровадженням в практику для дезінфекції засобів на основі ЧАС і альдегіду, проблема можливого формування до них стійкості бактерій стає все більш актуальною. Оскільки ріст резистентності до деяких груп дезінфікуючих засобів може набувати вибухового характеру, тому періодично потрібно проводити ротацію дезінфектантів. Раніше ми розробили та запропонували для виробництва препарат "Бровадез-плюс". Метою даної роботи є розробка та впровадження препарату "Бі- дезтм", який було створено як засіб для ротації. Поставлене завдання вирішили тим, що в препарат для дезінфекції, окрім ПГМГ-гідрохлориду, що є біоцидом, додатково ввели: триамін (додецил діпропилен триамін), кокамідопропіл бетаїн, глютамінову кислоту та демініреалізовану воду у наступному співвідношенні речовин, мас.% за ДР: ПГМГ-гідрохлорид – 6 – 8, триамін – 6 – 8, кокамідопропіл бетаїн – 6,5 – 8,5, глутамінова кислота – 1,5 – 2,5, вода демінералізована – до 100.
Триамін – біоцид з чудовими антимікробними, антивірусними, фунгіцидними, альгіцидними та дезодоруючими властивостями. Поєднання цих ДР, в зазначеному співвідношенні забезпечує їх синергічну дію та суттєво відтерміновує можливість розвитку резистентності мікроорганізмів до даної композиції. Обидві АДР повністю зберігають свої властивості після замерзання та відтаювання. Кокамідопропіл бетаїн – амфолітна нетоксична ПАР (поверхнево активна речовина), очищувач, стабілізатор піни. Глутамінова кислота – комплексоутворювач, з високою здатністю посилення активності дезінфектантів. Значно посилює мийну здатність ПАР, очисник і піноутворювач. Забезпечує стабільність композиції при зберіганні. Обидва допоміжні компоненти – повністю біорозкладні. Поєднання даних АДР із застосованими допоміжними компонентами додатково забезпечує високу мийну здатність робочих розчинів. ПГМГ-гідрохлорид і тріаміно, а також допоміжні речовини - кокамідопропіл-бетаїн і глютамінову кислоту, за рахунок яких дана фармацевтична комбінація володіє миючим ефектом. Згодом встановлено, що запропонована рецептура дезінфектанту забезпечує бактерицидну і спороцидну дію на більшість грампозитивних і грамнегативних бактерій (Сlostridium spp., Klebsiella spp., Listeria spp., Рroteus spp., Pseudomonas spp., Salmonella spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp , C. jejuni, C. fetus, E. coli, L. arten, M. tuberculosis, Y.  enterocolitica
 і ін.), фунгіцидне- на гриби (Aspergillus spp., Candida albicaus, Trichophyton spp., Saccharomyces cerevisia і ін.), а також дезодорує приміщення. За ступенем впливу на організм дезінфектант належить до малонебезпечних речовин (4-й клас небезпеки за ГОСТ 12.1.007 - 76), в рекомендованих концентраціях не чинить подразнюючої та алергічного дії, не токсичний, без гострого запаху, не викликає корозії металевих предметів, не руйнує вироби з гуми, пластмас і тканин. Таким чином, на основі аналізу діючих речовин існуючих дезінфектантів, що застосовують у птахівництві, та порівнянні показників бактерицидного розведення відносно тест-культур і врахування вартості компонентів в препарат "Бі-дезтм" включено синергічно діючі речовини з пролонгованою дією. Запропонована рецептура запатентована ( Додаток  А):
При встановленні температурного коефіцієнта препарату "Бі-дезтм" ми довели, що температурний коефіцієнт (ТК) характеризує ступінь зміни бактерицидних властивостей дезінфікуючого препарату під час застосування його робочих розчинів різної температури (таблиця 3.110 ). 

Таблиця 3.110

Результати визначення бактерицидного розведення препарату "Бі-дезтм" за різних температур (п = 7, р<0,05)

	№ колби
	Розведення
	Температура робочого розчину, °С

	
	
	0
	10
	20
	30
	40
	50

	1
	1:50
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	2
	1:70
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	3
	1:98
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	4
	1:137,2
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	5
	1:192,1
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	6
	1:268,9
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	7
	1:376,5
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	8
	1:527,1
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	9
	1:737,9
	+
	—
	—
	—
	—
	+

	10
	1:1033,1
	+
	+
	+
	+
	+
	+


Примітка: "—" - відсутність росту тест-культури; "+" - наявність росту тест-культури.

Обчислення температурного коефіцієнта проводили за бактерицидним розведенням дезінфікуючого препарату, визначеного в межах температур від 0 °С до 50 °С з інтервалом 10°С у дослідах з використанням двохмільярдної зависі (за оптичним стандартом) S. aureus (штам № 209-Р) при експозиції 30 хвилин та температурі робочих розчинів 0, 10, 20, 30, 40, 50°С.

З результатів, наведених у таблицях, видно, що бактерицидне розведення "Бі-дезтм" за різних температур становить: t 0°С - 1: 376,5; t10°С - 1:527,1; t20°С - 1: 527,1; t30 °С - 1: 527,1; t40 °С - 1: 527,1; t50 °С - 1:737,9. За одиницю (ТК=1,0) приймали бактерицидне розведення досліджуваного препарату за температури 20°С. Визначення ТК проводили шляхом ділення показника бактерицидного розведення препарату за температур: 0, 10, 20, 30, 40, 50 °С на показник бактерицидного розведення дезінфектанту за температури 20 °С. Температурний коефіцієнт препарату "Бі-дезтм" при даних температурах становить: ТК 0° = 376,5/527,1 = 0,714; ТК 10° = 527,1/527,1 = 1; ТК+20° = 527,1/527,1 = 1; ТК 30° = 527,1/527,1 = 1; ТК 40° – 527,1/527,1 = 1; ТК 50° = 376,5/527,1 = 0,714.

З аналізу отриманих результатів видно, що бактерицидна активність препарату "Бі-дезтм" за температури 0°С і 50 °С знижується в 1,4 раза |1/0,714). Оптимальною є температура 10-40 °С.
3.2.2. Визначення оптимальної бактерицидної концентрації препарату "Бі- дезтм" для ізолятів мікроорганізмів, виділених із біоматеріалу від птиці та птахівничих об’єктів

Визначення антимікробної активності препарату "Бі-дезтм" проводили на культурах, ізольованих з птиці та різних господарчих об’єктів (підлога, стіни, годівниці, поїлки та ін.) - S. faecalis, C. fetus, C. jejuni, C. perfringens, E.  agglomerans, P. aeruginosa, E. сoli, P. vulgaris, S. enteritidis, A. fumigatus, Y.  еnterocolitica, S. pullorum-gallinarum, P. mirabilis. Водночас використовували тест-культури, отримані з ВДНКІВП (м.  Москва), це: E. coli (серовар О2, штам №1257) та S. aureus (штам №209-Р). З таблиці 3.111 видно, що препарат "Бі-дезтм" в концентрації 0,025 % був активним по відношенню до всього спектра мікроорганізмів, ізольованих від птиці.
Таблиця 3.111

Бактерицидна активність препарату "Бі-дезтм" до ізольованих культур мікроорганізмів 
	Культури мікроорганізмів
	Концентрація, %

	
	0,001
	0,025
	0,05
	0,1
	0,25
	0,5
	1

	S. aureus (штам № 209-Р)
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	S. faecalis
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	C. fetus
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	C. jejuni
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	C. perfringens
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	E. agglomerans
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	E. coli О2 (штам № 1257)
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	K. pneumoniae
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	P. aeruginosa
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	P. mirabilis
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	P. vulgaris
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	S. enteritidis
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	S. pullorum-gallinarum
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Y. enterocolitica
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	A. fumigatus
	−
	+
	+
	+
	+
	+
	+


Примітка: (+) бактерицидна дія препарату; (-) відсутність бактерицидної дії

На наступному етапі досліду визначали антимікробну знезаражувальну активність препарату "Бі-дезтм", використовуючи різні поверхні (табл. 3.112). Дезінфектант в концентрації 0,025% виявив свої антибактеріальні властивості на всіх тест-об’єктах відносно 91,0 % наявних культур. Збільшення концентрації розчину дезінфектанту до 0,05 % значно підвищувало знезаражувальну здатність обробки тест-об’єктів, проте не забезпечувало її повну ефективність. В цілому концентрація 0,05 % за виявленими властивостями свідчила про досить високу антимікробну активність вибраної композиції. Разом з тим, вона знезаражувала залізо лише на 95,13±0,6 – 98,96±0,2 %, дерево – на 93,28±0,8 – 96,84±0,6 %, поштукатурену поверхню – на 93,22±0,6 – 95,32±0,6 %, а цеглу – на 92,56±0,6 – 95,64±0,4 %.
Таблиця 3.112 

Антимікробна властивість 0,05% концентрації препарату "Бі-дезтм"
(% знезараження)
	Культури бактерій
	Тест-об’єкти

	
	залізо
	дерево
	штукатурка
	цегла

	S. aureus (штам № 209-Р)
	97,42±0,6
	96,54±0,6
	94,02±0,9
	94,28±0,5

	S. faecalis
	97,97±0,8
	96,69±0,6
	93,98±0,7
	93,88±0,3

	C. fetus
	97,36±0,5
	97,36±0,5
	96,69±0,6
	97,36±0,5

	C. jejuni
	97,97±0,8
	97,36±0,5
	94,02±0,9
	94,28±0,5

	C. perfringens
	97,36±0,5
	96,84±0,6
	96,69±0,6
	93,98±0,7

	E. agglomerans
	97,36±0,5
	96,84±0,6
	94,63±0,8
	94,56±0,8

	E. coli О2 (штам № 1257)
	95,23±0,7
	93,28±0,8
	93,22±0,6
	93,72±0,8

	K. pneumoniae
	97,97±0,2
	95,88±0,2
	94,99±0,3
	94,88±0,7

	P. aeruginosa
	97,97±0,2
	95,88±0,2
	94,99±0,3
	94,88±0,7

	P. mirabilis
	98,37±0,6
	96,48±0,6
	93,28±0,7
	93,64±0,4

	P. vulgaris
	98,96±0,2
	95,65±0,5
	94,83±0,3
	95,64±0,4

	S. enteritidis
	97,42±0,6
	96,69±0,6
	93,98±0,7
	93,88±0,3

	S. pullorum-gallinarum
	98,94±0,4
	95,78±0,9
	95,32±0,6
	95,13±0,6

	Y. enterocolitica
	96,32±0,8
	95,57±0,9
	93,39±0,6
	94,68±0,7

	A. fumigatus
	98,76±0,6
	96,42±0,5
	94,24±0,4
	93,68±0,8


Дані, наведені в таблиці 3.112, свідчать про те, що розчин препарату в 0,05 % концентрації не забезпечує повного знезараження жодного із тест-об’єктів. 
Тому в подальшому ми провели аналогічний дослід з 0,1 % розчином дезінфектанту (табл. 3.113). 
У черговій серії проведення титрування (визначення) оптимальної ефективності дослідного препарату встановлено, що розчин "Бі-дезтм" в 0,1 % концентрації у 100 % випадків знезаражував тест-об’єкт заліза та деякі види мікроорганізмів на тест-об’єкті із деревини, але не викликав 100 % загибелі мікробів на поштукатуреній поверхні та цеглі. 
Таблиця 3.113

Антимікробна властивість 0,1% концентрації препарату "Бі-дезтм" (%  знезараження)
	Культури бактерій
	Тест-об’єкти

	
	залізо
	дерево
	штукатурка
	цегла

	S. aureus (штам № 209-Р)
	100
	100
	98,54±0,6
	98,02±0,8

	S. faecalis
	100
	98,99±0,6
	98,98±0,7
	98,88±0,3

	C. fetus
	100
	100
	100
	100

	C. jejuni
	100
	100
	100
	98,64±0,8

	C. perfringens
	100
	100
	100
	100

	E. agglomerans
	100
	99,78±0,6
	98,36±0,6
	98,44±0,8

	E. coli О2 (штам № 1257)
	100
	98,96±0,4
	98,64±0,8
	98,32±0,6

	K. pneumoniae
	100
	99,66±0,8
	98,53±0,5
	98,44±0,2

	P. aeruginosa
	100
	99,81±0,1
	98,89±0,3
	98,88±0,4

	P. mirabilis
	100
	99,92±0,2
	98,54±0,7
	98,54±0,4

	P. vulgaris
	100
	98,99±0,6
	98,98±0,7
	98,88±0,3

	S. enteritidis
	100
	99,90±0,6
	98,98±0,7
	98,98±0,7

	S. pullorum-gallinarum
	100
	98,54±0,6
	97,85±0,5
	97,73±0,3

	Y. enterocolitica
	100
	98,34±0,8
	97,64±0,4
	97,57±0,3

	A. fumigatus
	100
	99,64±0,6
	98,36±0,4
	98,63±0,5


При визначенні антимікробної дії препарату "Бі-дезтм" у наступній, більш високій концентрації (0, 25 %), було отримано позитивні результати його впливу на усі тест-культури, розміщені на залізі (табл. 3.114 ).
Крім того, ця концентрація розчину виявляла досить високу дієву антимікробну активність (понад 99,4 %) по відношенню до всіх тест-культур мікроорганізмів, що були нанесені на дерево, штукатурку та цеглу.

Таблиця 3.114

Антимікробні властивості 0, 25% концентрації препарату "Бі-дезтм" 

(% знезараження)

	Культури бактерій
	Тест-об’єкти

	
	залізо
	дерево
	штукатурка
	цегла

	S. aureus (штам № 209-Р)
	100
	100
	99,64±0,1
	99,93±0,2

	S. faecalis
	100
	99,89±0,1
	99,98±0,02
	100

	C. fetus
	100
	100
	100
	100

	C. jejuni
	100
	100
	100
	100

	C. perfringens
	100
	100
	100
	100

	E. agglomerans
	100
	100
	99,76±0,2
	100

	E. coli О2 (штам № 1257)
	100
	99,82±0,1
	99,48±0,1
	99,89±0,08

	K. pneumoniae
	100
	100
	99,90±0,1
	100

	P. aeruginosa
	100
	99,98±0,02
	99,88±0,06
	99,90±0,2

	P. mirabilis
	100
	100
	99,88±0,1
	100

	P. vulgaris
	100
	100
	99,46±0,3
	99,94±0,4

	S. enteritidis
	100
	99,98±0,02
	100
	100

	S. pullorum-gallinarum
	100
	99,98±0,02
	99,99±0,01
	99,88±0,1

	Y. enterocolitica
	100
	99,84±0,2
	99,94±0,08
	100

	A. fumigatus
	100
	99,92±0,1
	99,70±0,2
	99,70±0,2


У наступному досліді з більш високою концентрацією розчину (0,5 %) дослідного препарату (табл. 3.115 ) видно, що "Бі-дезтм" має бактерицидну та бактеріостатичну дію по відношенню до більшості всіх мікроорганізмів, які були нанесені на всі тест-об’єкти (залізо, дерево, поштукатурену поверхню та цеглу). 
Препарат "Бі-дезтм" викликав 100 % знезараження заліза, 99,93±0,1 – 100 % – деревини, 99,86±0,2 -100 % – штукатурки та 100 % переважної більшості культур, нанесених на цеглу. 

Отримані результати вказують на те, що дезінфектант у концентрації 0,5% є ефективним дезінфікуючим засобом і може використовуватися в системі профілактичних заходів при проведенні ветеринарно-санітарних заходів у птахівничих господарствах.
Таблиця 3.115

Антимікробні властивості 0, 5 % концентрації препарату "Бі-дезтм" 

(% знезараження)

	Культури бактерій
	Тест-об’єкти

	
	залізо
	дерево
	штукатурка
	цегла

	S. aureus (штам № 209-Р)
	100
	100
	99,92±0,08
	100

	S. faecalis
	100
	100
	100
	100

	C. fetus
	100
	100
	100
	100

	C. jejuni
	100
	100
	100
	100

	C. perfringens
	100
	100
	100
	100

	E. agglomerans
	100
	100
	100
	100

	E. coli О2 (штам № 1257)
	100
	100
	99,96±0,06
	100

	K. pneumoniae
	100
	100
	99,90±0,1
	100

	P. aeruginosa
	100
	100
	100
	100

	P. mirabilis
	100
	99,93±0,1
	99,86±0,3
	99,86±0,2

	P. vulgaris
	100
	100
	100
	100

	S. enteritidis
	100
	100
	100
	100

	S. pullorum-gallinarum
	100
	100
	99,92±0,1
	100

	Y. enterocolitica
	100
	100
	99,92±0,1
	99,94±0,1

	A. fumigatus
	100
	100
	100
	100


Таким чином, повний дезінфікуючий ефект відносно S. faecalis, C. fetus, C. jejuni, C. perfringens, E. agglomerans, P. aeruginosa, E. сoli, P. vulgaris, S.  enteritidis, A. fumigatus, Y. еnterocolitica, S. pullorum-gallinarum, P. mirabilis досягається при застосуванні 0,25 - 1 %-ного розчину препарату "Бі – дезтм". При цьому дезінфекція може проводиться в присутності птиці.
3.2.3. Визначення бактерицидного розведення та встановлення фенольного коефіцієнта препарату "Бі-дезтм"

Визначення бактерицидного розведення починали з приготування досліджуваного розчину. Початкова концентрація розчину 1:50 з прогресивним зменшенням діючої речовини в кожній наступній колбі. Для цього встановлювали ряд стерильних колб, ємністю не менше 50 см3 кожна. У першу колбу вносили 10 см3 основного розведення 1:50, в усі інші – по 10 мл стерильної дистильованої води. Потім у другу колбу вносили 25 см3 основного розчину 1:50 і після ретельного збовтування з наявною там водою брали з цієї колби 25 см3 розчину і переносили у наступну. З цієї колби після збовтування знову брали 25 см3 розчину і переносили у наступну і т.д. Концентрація розчинів наступних розведень наведена в таблиці 3.116. 
Таблиця 3.116

Концентрація розчину для визначення бактерицидного розведення

	№ з/п
	Розведення
	№ з/п
	Розведення

	1
	1:50
	24
	1:158631,0

	2
	1:70
	25
	1:222085,0

	3
	1:98
	26
	1:310929,0

	4
	1:137,2
	27
	1:436931,9

	5
	1:192,8
	28
	1:611706,3

	6
	1:268,8
	29
	1:856384,0

	7
	1:376,5
	30
	1:1199044,1

	8
	1:527,1
	31
	1:1250325,0

	9
	1:737,9
	32
	1:1808261,0

	10
	1:1033,1
	33
	1:2527282,0

	11
	1:1466,3
	34
	1:3438890,0

	12
	1:2024,8
	35
	1:4814504,0

	13
	1:2834,7
	36
	1:6740361,0

	14
	1:3698,0
	37
	1:9436505,0

	15
	1:5566,0
	38
	1:16851227,0

	16
	1:7778,4
	39
	1:23600809,0

	17
	1:10389,8
	40
	1:33050047,0

	18
	1:21343,9
	41
	1:46296297,0

	19
	1:29881,5
	42
	1:64814814,0

	20
	1:41833,0
	43
	1:92105263,0

	21
	1:58567,0
	44
	1:129629629,0

	22
	1:81996,0
	45
	1:184210526,0

	23
	1:114794,7
	
	


Одночасно готували бульйонну культуру кишкової палички та золотистого стафілококу. Щоб приготувати бульйонну культуру, у колбу наливали 25 см3 бульйону і вносили у нього 0,25 см3 добової бульйонної культури мікроорганізму. Через добу бульйонну культуру фільтрували через стерильний марлево-ватний чи паперовий фільтр. 
У розставлені колби вносили з інтервалами в 30 сек. по 0,5 см3 24-годинної бульйонної культури випробуваних мікроорганізмів. Після 10-хвилинного витримування із колб з інтервалом у 30 сек. платиновою петлею брали проби і переносили у пробірки з бульйоном. Через 30 хв. зберігали той же інтервал, знову брали проби і робили повторний посів на бульйон. Після цього колби з бульйоном ставили у термостат з температурою 37°С. Перший раз посіви переглядали через 10 годин, а остаточно – через 6 - 7 днів.

Фенольний коефіцієнт виражає відношення концентрації розчинів досліджуваної речовини до концентрації фенолу, що дають у рівний проміжок часу при однаковій температурі рівнозначний дезінфікуючий ефект. Для досліджень брали хімічно чисту кристалічну карболову кислоту без домішок води. Методика визначення фенольного коефіцієнта така ж, як і при орієнтовному визначенні бактерицидного розведення.
Досліджуваний хімічний дезінфікуючий засіб і кристалічну карболову кислоту (фенол) розчиняли у співвідношенні 1:50, і з цього розчину робили наступні розведення. Виходило два ряди колб: в одному ряду — колби з розчином досліджуваного дезінфікуючого засобу, в іншому — з розчином фенолу. Приготовану 2-мільярдну суспензію вносили у колби по 0,5 см3 з інтервалом у 30 сек. У колби з розчином карболової кислоти суспензію додавали, починаючи з першого розведення (1:50), а в колби з випробовуваним засобом додавали тільки 6 - 8 розведень, що знаходились у межах встановленого в орієнтованому досліді бактерицидного розведення (по 3 - 4 вище і нижче від нього). Колби струшували відразу після додавання мікробної суспензії, потім – через 10 хв. Через 30 хв. платиновою петлею брали проби для посіву.

Для отримання більш точних даних приготовані для досліду розчини у всіх колбах підігрівали на водяній бані до температури 37°С і залишали при цій температурі протягом усього досліду.

Для одержання остаточних результатів дослід повторювали 5 разів і закінчили обчисленням середнього бактерицидного розведення фенолу і досліджуваного засобу окремо по 10- і 30-хвилинній експозиції. Середнє число бактерицидного розведення досліджуваного засобу ділили на середнє число бактерицидного розведення фенолу. Отримана в результаті поділу цифра становить фенольний коефіцієнт досліджуваного засобу, що показує, у скільки разів цей засіб діє сильніше чи слабкіше від фенолу.

Розрахунок фенольного коефіцієнта при експозиції 10 і 30 хв.
1. - S. aureus.
Бактерицидне розведення фенолу при 10-хвилинній експозиції дорівнює 1:137; при 30-хвилинній - 1:192.

Бактерицидне розведення досліджуваного засобу при 10-хвилинній експозиції дорівнює 1:2834,7; при 30-хвилинній - 1:5566,0.

Звідси випливає, що фенольний коефіцієнт дорівнює 

при 10-хвилинній експозиції:
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при 30-хвилинній експозиції:
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середній фенольний коефіцієнт: 
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Таким чином, бактерицидна дія на S. aureus досліджуваного розчину сильніша, ніж бактерицидна дія карболової кислоти в 24,84 раза.
2. - E. coli О2
Бактерицидне розведення фенолу при 10-хвилинній експозиції дорівнює 1:98; при 30-хвилинній - 1:137,2.

Бактерицидне розведення досліджуваного засобу при 10-хвилинній експозиції дорівнює 1:7778,4; при 30-хвилинній - 1:29881,5.

Звідси випливає, що фенольний коефіцієнт дорівнює 

при 10-хвилинній експозиції:
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при 30-хвилинній експозиції:
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середній фенольний коефіцієнт: 
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Таким чином, бактерицидна дія на E. coli О2 досліджуваного розчину сильніша, ніж бактерицидна дія карболової кислоти в 148,6 раза.

3. - P. aeruginosa
Бактерицидне розведення фенолу при 10-хвилинній експозиції дорівнює 1:70; при 30-хвилинній - 1:98.

Бактерицидне розведення досліджуваного засобу при 10-хвилинній експозиції дорівнює 1:1466,3; при 30-хвилинній - 1:2834,7.

Звідси випливає, що фенольний коефіцієнт дорівнює 

при 10-хвилинній експозиції:
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при 30-хвилинній експозиції:
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середній фенольний коефіцієнт: 
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Таким чином, бактерицидна дія на P. aeruginosa досліджуваного розчину сильніша, ніж бактерицидна дія карболової кислоти в 24,9 раза. (табл.3.117).
При порівняльному аналізі бактерицидних властивостей препарату "Бі-дезтм" та фенолу було встановлено, що досліджуваний препарат був більш ефективним за нього. Фенольний коефіцієнт при експозиції 10 і 30 хв. становив відповідно для ешерихій 79,4 і 217,8; стафілококів 20,7-28,98 та синьогнійної палички – 20,9-28,9.
Таблиця 3.117

Бактерицидне розведення і бактерицидна концентрація препарату "Бі- дезтм" та фенолу відносно тест-культур
	Культури
	Експозиція, хв.
	Бі-дезтм
	Фенол
	Середній фенольний коефіцієнт

	
	
	БР
	БК, %
	БР
	БК, %
	Фенольний

 коефіцієнт
	

	S. aureus
	10

30
	1:2834,0

1:5566,0
	0,035

0,017
	1:137

1:192
	0,73

0,52
	20,7

28,98
	24,84

	E. coli О2
	10

30
	1:7778,4

1:29881,5
	0,013

0,003
	1:98

1:137
	1,02

0,73
	79,4

217,8
	148,6

	P. aeruginosa
	10

30
	1:1466,3

1:2834,7
	0,068

0,035
	1:70

1:98
	1,43

1,02
	20,9

28,9
	24,9


Примітки: 1. БР – бактерицидне розведення. 2. БК, % – бактерицидна концентрація.

На наступному етапі визначили чутливість виділених польових штамів мікроорганізмів до дезінфікуючих препаратів порівняно, а саме: бровадез-плюс, "Бі-дезтм", глютекс, екоцид С, віроцид. 
Встановлено, що препарат "Бровадез-плюс" 0,1% концентрації був активний відносно Proteus spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp., а через 1 години після обробки не чинив впливу на стафілокок і Proteus spp. При збільшенні концентрації до 0,25% вже через одну годину знезаразив тест-об'єкти від Staphylococcus spp і Proteus spp., а через три години - від культур Proteus spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp. 
Препарат "Бі-дезтм" проявив високу активність щодо тест-культур, повністю знезаразивши поверхні тест-об'єктів 0,1% розчином через одну годину після обробки. 
При концентрації 0,25% при годинній експозиції був активний відносно стафілокока, Proteus spp., Citrobacter і через три години – E.coli і Enterobacter  (табл. 3.118).

Таблиця 3.118
Бактерицидна активність препаратів у відношенні польових тест-культур

	Дезінфек-тант
	Концен-трація, %
	Тест - культура

	
	
	Staphylococ-

cus spp.
	E.coli
	Proteus spp.
	Citrobacter spp.
	Enterobacter spp.

	
	
	Експозиція, год

	
	
	1
	3
	24
	1
	3
	24
	1
	3
	24
	1
	3
	24
	1
	3
	24

	Бровадез-плюс
	0,1
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	0,25
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Бі-дезтм
	0,1
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	0,25
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Глютекс
	0,1
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	0,25
	+
	+
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	-

	Екоцид С
	0,1
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	0,25
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	-

	Віроцид
	0,1
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	-

	
	0,25
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-


Примітка: (+) - наявність росту тест-культур,(-) - відсутність росту тест-культур.

Розведення дезінфектанту "Глютекс" показали високу ефективність у відношенні Staphylococcus spp., E. coli, Citrobacter spp. і Enterobacter spp. Препарат в концентрації 0,1% не надав дії на Proteus spp. та на Staphylococcus spp. після 1 години експозиції. 

Дезінфектант "Екоцид С" в концентрації 0,1% не знезаражував тест-об'єкти від досліджуваних культур, в 0,25 % концентрації володів вираженою бактерицидною дією відносно всіх досліджуваних культур при експозиції 3 год. 

Віроцид - 0,25% при концентрації 0,1% проявив активність відносно досліджуваних культур тільки через 24 години, а в 0,25%  концентрації діяв згубно на Staphylococcus spp., E. coli і Enterobacter spp. вже через одну годину після обробки, а через 3 години 100 % знезаразив тест-об'єкти від Proteus spp.
Таким чином, ще раз було підтверджено високу бактерицидну дію дезінфектанту "Бі-дезтм".

3.2.4. Про визначення бактерицидних властивостей препарату "Бі-дезтм" і його дію на мікобактерії туберкульозу та атипові мікобактерії в експерименті

Роботу виконували на базі Сумської державної біологічної фабрики, на кафедрі епізоотології та паразитології та лабораторії "Ветеринарна фармація" Сумського НАУ. У досліді використовували тест-культури M.bovis (шт.Vallee) та M. аvium (шт. ІЕКВМ НААНУ). Культури атипових мікобактерій та M. аvium інкубували протягом 14-21 доби, а культури M. bovis 30-45 діб на гліцериновій картоплі Павловського за температури 37,5 градусів з дотриманням вимог щодо роботи з культурами мікобактерій. Туберкулоцидні властивості препарату "Бі-дезтм" (експериментальна серія 02 від 07. 2013 р), виробництва ТОВ "Бровафарма", вивчали згідно з методичними рекомендаціями "Визначення бактерицидних властивостей дезінфікуючих засобів проведення дезінфекції та контроль її якості при туберкульозі сільськогосподарських тварин", затверджених 20.12.2007 року науково-методичною радою Державного комітету ветеринарної медицини України. Оцінку туберкулоцидної активності дезінфектанту "Бі-дезтм" з урахуванням видової стійкості мікобактерій проводили відповідно до наявних методик (табл. 3.119). 
Визначення туберкулоцидної дії препарату "Бі-дезтм" до тест-культури M. fortuitum проводили суспензійним методом. 
Установлено, що препарат "Бі-дезтм" діє бактерицидно на M. fortuitum при застосуванні у концентрації 2,0% за ДР при експозиції 5 - 24 год. Також були проведені експерименти з культурами збудників туберкульозу M. bovis та M. avium на тест-об’єктах (батист, дерево, кахель, метал, скло) з урахуванням біологічного навантаження.

Таблиця 3.119
Бактерицидні властивості дезінфектанту "Бі-дезтм",

щодо M. fortuitum (M±m, n =7)
	Концентрація

"Бі-дезтм", %
	Експозиція, год
	Кількість КУО (дослід)
	Кількість КУО (контроль негативний)
	Кількість КУО (контроль позитивний)

	0,5
	1

5

24
	144,3±2,1

118,2±2,3

109,1±2,0
	-

-

-
	150,0±2,0 (середнє за експозиції 1 год.)

	1,0
	1

5

24
	90,1±1,1

76,3±0,9

66,3±0,7
	-

-

-
	147,3±1,0 (середнє за експозиції 5 год.)

	1,5
	1

5

24
	32,1±1,4

16,3±0,9

6,3±0,7
	-

-

-
	144,5±1,1(середнє за експозиції 24 год.)

	2,0
	1

5

24
	6,1±1,0

-

-
	-

-

-
	


Примітка: "-" - відсутність росту мікобактерій
Виходячи з даних, які отримали при вивченні бактерицидних властивостей нового дезінфектанту "Бі-дезтм" щодо тест-культури M. fortuitum, в наступному досліді використовували тільки 2% розчин дезінфектанту (табл. 3.120).
Результати досліджень свідчать про наявність туберкулоцидних властивостей дезінфектанту "Бі-дезтм". За результатами статистичної обробки отриманих результатів установлено, що препарат за концентрації 2% за експозиції 5 годин знезаражує усі тест-об’єкти (батист, дерево, кахель, метал, скло), що були взяті у дослід та контаміновані M. bovis та M. avium з вірогідністю 99%.
Таблиця 3.120

Бактерицидні властивості дезінфектанту "Бі-дезтм", щодо збудників туберкульозу на різних тест-об’єктах (n =7)
	Культура
	Режим застосування
	Батист
	Дерево
	Кахель
	Метал
	Скло
	Контроль

	M. bovis
	2,0%, 5 год

2,0%, 24 год
	-

-
	-

-
	-

-
	-

-
	-

-
	++++

++++

	M. avium
	2,0%, 5 год

2,0%, 24 год
	-

-
	-

-
	-

-
	-

-
	-

-
	++++

++++


Примітка: "-" ріст колоній відсутній, "++++" - ріст більше, ніж 50 колоній мікобактерій.
Таким чином, експериментально доведено, що деззасіб "Бі-дезтм" у концентрації 2 % за АДР за експозиції 5-24 год у нормі витрат 1 дм3/м2 знезаражує тест-об’єкти (батист, дерево, кахель, метал, скло), контаміновані збудниками туберкульозу М.  bovis і M. avium та атиповими мікобактеріями, а контамінований мікобактеріями ґрунт препарат знезаражує за норми витрат 5 дм3/м2.

3.2.5. Визначення параметрів токсичності дезінфектанту "Бі-дезтм"

Вивчення токсичних властивостей експериментального препарату "Бі-дезтм" проводили згідно з "Методичними вказівками по визначенню токсичних властивостей препаратів, які використовуються у ветеринарії та тваринництві". 
Для токсикологічного дослідження препарату використовували здорових білих щурів-самців і білих щурів-самок масою тіла 200±10 г 1,5 - річного віку. Витримували лабораторних тварин відповідно до діючих "Санітарних правил по будові, обладнання та утримування експериментально-біологічних клінік (віваріїв)" на уніфікованій дієті. При цьому їх годували у фіксований час. 
При вивченні гострої токсичності за тваринами спостерігали щоденно, відзначали загальний стан тварин, особливості їхньої поведінки, тонус скелетних м’язів, реакцію на тактильні, больові, звукові і світлові подразники, частоту і глибину дихальних рухів, ритм серцевих скорочень, стан волосяного і шкірного покриву, забарвлення слизових оболонок, розмір зіниці, положення хвоста, кількість і консистенцію фекалій, чистоту сечовипускання та забарвлення сечі, споживання корму і води, визначення маси тіла.

У процесі спостереження за тваринами, дію "Бі-дезтм" оцінювали за такими функціональними показниками: поведінкові реакції - рухова активність (за швидкістю і силою рухів, здатністю тварини залишатися у одній позі), збудливість (за ступором або настороженістю тварини, проявом незвичайних різких і швидких рухів голови або тулуба), реактивність (за реакцією тварини на зміну оточення: переміщення на відкритий стіл), агресивність (за поведінкою між самцями, реакції на дотик при проведенні стандартних маніпуляцій); нервово-м’язові: тремор, судоми, атаксія, рефлекси, положення тіла у звичайній позі і після надання йому незручної, хвостова реакція Штрауба (за ступенем підйому хвоста), реакція на дотик (за інтенсивністю позбавлення тварини від легкого погладжування тіла з трьох сторін), сила хватки (за силою хапального опору тварини на гратах); вегетативні: розмір зіниці (за площею, зайнятою зіницею), салівація (за вологістю і зрошенням слиною ротової порожнини), температура тіла, колір шкіри (за інтенсивності забарвлення підошовної поверхні передніх лап, вух), темп дихання (за частотою дихальних рухів за1 хв. у стані спокою). 

Аналіз показників таблиць 3.121 та 3.122 показує, що токсичний вплив препарату "Бі-дезтм" клінічно проявлявся майже рівнозначно як на самцях, так і на самках. 
Середньосмертельна доза препарату для щурів-самок склала 1000,0 ± 35,0 мг / кг маси тіла, самців – 1033,0 ± 34,3 мг / кг. 
Таблиця 3.121

Визначення середньосмертельної дози препарату "Бі-дезтм" на щурах-самках
	Показники
	Доза препарату, мг/кг

	
	800
	900
	1000
	1100
	1200

	Загальна кількість тварин, гол.
	6
	6
	6
	6
	6

	З них:
	
	
	
	
	

	вижило, гол.
	6
	4
	4
	1
	0

	загинуло, гол. (%)
	0
	2 (33,3)
	2 (33,3)
	5 (83,3)
	6 (100)

	Z
	
	1,0
	2,0
	        3,5
	5,5

	D
	100
	100
	100
	100
	100

	DZ
	
	100
	200
	      350
	550


Отже, за класифікацією речовин за токсичністю препарат при внутрішньошлунковому введенні можна віднести до малотоксичних речовин (IV клас). 
Таблиця 3.122

Визначення середньосмертельної дози препарату "Бі-дезтм" на щурах-самцях
	Показники
	Доза препарату, мг/кг

	
	800
	900
	1000
	1100
	1200

	Загальна кількість тварин, гол.
	6
	6
	6
	6
	6

	З них:
	
	
	
	
	

	вижило, гол.
	6
	5
	4
	2
	0

	загинуло, гол. (%)
	0
	1 (16,6)
	2 (33,3)
	4 (66,7)
	6 (100)

	Z
	      0,5
	         1,5
	        3,0
	      5,0

	D
	100
	100
	100
	100
	100

	DZ
	       50
	        150
	    300
	    500


Спостереженням за тваринами було встановлено, що через 1-3 години після перорального введення препарату в субтоксичній дозі у лабораторних тварин відмічали задуху і пригнічення центральної нервової системи. Більшість з них гинула впродовж першої доби. Подальші спостереження за тваринами, що вижили, свідчили, що їх рухова реакція була пригнічена впродовж наступних 24-72 год. Крім того, в піддослідних щурів виявляли виражене зниження рухової активності, збудженості, реактивності та агресивності, розлади руху, знижену реакцію на дотик і больові подразнення, силу хватки, а також зменшення частоти дихання. Після патологоанатомічного розтину загиблих тварин установили наступне: стінки черевної порожнини гладенькі, блискучі, дещо зволожені; поверхня печінки гладенька і блискуча, злегка гіперемійована; парієнтальна та вісцеральна плевра також гладенькі, блискучі, випотів та спайок не виявлено; легенева тканина рожева, гіперемійована, без потовщень, еластична; навколосерцева сумка і серце без змін (табл. 3 123).

Таблиця 3.123

Вплив субтоксичної дози препарату "Бі-дезтм" при оральному введенні на загальні функціональні показники дослідних щурів
	Показники
	Час спостереження, год.

	
	6
	24
	72

	Реакції в поведінці:

рухова активність

збудженість

реактивність

агресивність
	-2

-3

-3

-2
	-1

-2

-2

-1
	-1

-1

-1

-1

	Нервово-м’язова реакції:

тремор

судоми при ході

реакція на больові подразнення

сила хватки
	 0

-1

-1

-2
	 0

 0

-1

-1
	0

0

0

0

	Вегетативні реакції:

розмір зіниці

частота дихання

стан шерстяного покриву

колір слизових оболонок

кількість фекальних мас

консистенція фекальних мас

частота сечовиділення

колір сечі

частота скорочення серця
	без змін

сповільнена

незначне скуйовдження
незначна синюшність

незначне збільшення

напіврідка

без змін

без змін

без змін


Примітки: 0 – ефект відсутній;    "-" – гальмування ефекту
Проте спостерігалось розширення коронарних судин, венозних синусів та переповнення їх кров’ю; піальні судини головного мозку розширені, що характерно для гіпоксичного стану. Враховуючи, що препарат вводили в шлунок зондом, особливу увагу приділяли можливості макроскопічних змін даного органа. В результаті відмічали механічне розтягування стінок шлунка та прилеглої частини тонкого кишечника. Товстий кишечник був без органолептичних змін. Вміст шлунка і тонкого кишечника являв собою пінисту мутну рідину. Слизова оболонка цього фрагменту кишечника мала матовий оксамитовий вигляд, складчастість звичайно виражена. Подальші спостереження протягом 2-х тижнів за тваринами, які вижили, показали, що у них мали місце ознаки інтоксикації (скупченість, загальне пригнічення, тремор м’язів). Проте, за використання препарату в субтоксичній дозі такі симптоми отруєння лабораторних тварин зникали уже через 48-72 години. 

При вивченні кумулятивної дії препарату "Бі-дезтм" не відмічено суттєвих змін біохімічних показників у сироватці крові щурів (табл. 3.124). 

Таблиця 3.124

Гематологічні показники периферичної крові білих щурів при 30-добовій щоденній аплікації 5% розчину "Бі-дезтм" на шкіру хвоста, n =10 (M±m)
	Гематологічні показники
	Дослідна група
	Контроль

	
	фон
	на 15-ту добу
	на 30-ту добу
	

	Кількість еритроцитів (10 12/л )
	7,3±0,3
	7,0±0,12
	6,9±0,2
	6,9±0,2

	Вміст гемоглобіну, г/л
	156,6±4,0
	150,0±4,6
	157,5±9,3
	153,5±2,6

	Кольоровий показник (ум. од)
	0,70±0,01
	0,63±0,01
	0,60±0,03
	0,60±0,03

	Кількість лейкоцитів (109/ л)
	9,5±0,4
	10,7±0,6
	9,0±1,8
	9,1±1,0

	Сегментоядерні нейтрофіли,%
	21,8±1,4
	18,7±0,5
	21,0±2,3
	15,9±4,1

	Паличкоядерні нейтрофіли,%
	0,6±0,3
	0,8±0,5
	0,35±0,33
	0,5±0,3

	Лімфоцити,%
	71,5±1,5
	73,5±1,0
	71,9±3,2
	77,9±5,7

	Моноцити,%
	4,9±0,8
	3,9 ±0,3
	3,5±0,8
	4,0±1,0

	Еозинофіли,%
	2,5±0,3
	5,6±1,7
	4,9±0,3
	1,9±0,6


Таким чином, одноразова дія препарату на непошкоджені ділянки шкірного покриву не викликає подразнення шкіри, але можна констатувати, що тривалий щоденний епікутановий вплив високої концентрації (5%) розчину "Бі-дезтм", якій в 2,5 раза перевищує максимальну рекомендовану концентрацію, спричиняв загально резорбтивнудію. 
При дослідженні можливої подразнюючої чи пошкоджуючої дії на шкіру і розвиток контактного неалергічного дерматиту встановлено, що одноразова аплікація дезінфектанту "Бі-дезтм" на неуражені шкірні покриви спини білих щурів у максимально значимій рекомендованій концентрації робочих розчинів (2%) не викликала ознак подразнення шкіри. Нерозведений концентрат препарату викликав подразнення від незначного до помірного (2-3 бали). Одноразова аплікація його на 2/3 поверхні шкіри хвоста білих щурів не призводила до розвитку іритативних реакцій шкіри. 
Інстиляція 50 мкл (1-2 краплі) препарату в нативному вигляді у нижнє кон’юнктивальне зведення ока кролів супроводжувала вираженим птозом, сльозоточивістю, посиленням судинного малюнка кон’юнктиви. Вказані ознаки подразнення слизової оболонки зникали на наступну добу після введення. Інстиляція робочих розчинів (1,5-2%) "Бі-дезтм" супроводжувалась незначним птозом і сльозоточивістю, що минали на впродовж 5-10 хв.
Під час наступного дослідження цілісності слизових оболонок за допомогою шпаринкової лампи за попереднім суправітальним зафарбовуванням 2% розчином флюоресцеїну органічних порушень на них не виявлено.

При виявленні гіперчутливості сповільненого типу встановлено, що розчини "Бі- дезтм" мали помірну сенсибілізуючу активність, про що свідчить вірогідне підвищення показника ТОЛС у тварин піддослідних груп порівнянню з контролем. 

При інгаляційному потраплянні в організм мурчаків, препарат на 15-ту добу викликав розвиток ГСТ (гіперчутливості сповільненого типу). Рівень середньої специфічної агломерації лейкоцитів (РСАЛ) крові тварин піддослідної групи в 1,5 раза перевищував такий у контролі, але середньогрупова величина РСАЛ в піддослідній групі порівняно з контрольною вірогідно не відрізнялась.

 Визначення інгаляційної токсичності також проводили на мурчаках (n=20). Перед тим як їх розмістити, дві клітки були продезінфіковані препаратом "Бі-дезтм" у концентрації 2 %. Відразу після цього в кожній з них були розміщені по 5 тварин (дослідні групи). Дві інші клітки не були оброблені препаратом і розміщені в іншій кімнаті з 5 мурчаками в кожній (контроль). За тваринами спостерігали впродовж 14 діб і відзначали відхилення показників фізіологічного стану від норми. Аналіз отриманих результатів дослідження показав, що "Бі-дезтм" у концентрації 2 % не викликає загибелі лабораторних тварин за інгаляційного впливу. Проте на слизові оболонки очей і ротової порожнини препарат чинив подразнюючу дію впродовж 72 год, після чого стан здоров’я тварин відповідав фізіологічним показникам.

Для визначення подразнюючої дії на шкіру 2% розчину препарату, його наносили на поверхню шкіри дослідних тварин (5 мурчаків та 8 кролів) після її депіляції з правого боку. На лівий бік тулуба наносили фізіологічний розчин – контроль. Облік реакції проводили через 1 і 16 годин після нанесення препарату до моменту зникнення реакції. Відзначали функціонально-морфологічні зміни шкіри, наявність еритеми. Інтенсивність набряку оцінювали в балах за лінійкою Суворова. При обліку реакції шкіри мурчаків на аплікацію 2% розчину "Бі-дезтм" встановили, що через одну годину спостерігалася слабка еритема (рожевий тон шкіри), при цьому товщина шкіряної складки була близько 3 мм, що в балах за лінійкою Суворова дорівнює одиниці. Через 16 годин ділянки шкіри були симетричні (дослід і контроль), змін зони аплікації не спостерігали. У процесі обліку результатів після нанесення препарату на шкіру кролів установили, що препарат "Бі-дез" у концентрації 2% не чинить на неї подразнюючої дії. 

Під час визначення подразнюючої дії препарату на слизові оболонки у концентрації 2%, його наносили на слизову оболонку правого ока кролям (4 голови) в кількості 2 краплі (0,1 см3), у ліве око закапували стерильний фізіологічний розчин – контроль. Реакцію враховували після нанесення, через годину і щоденно до зникнення реакції. Кількісну оцінку змін проводили за системою А. Майда. У результаті досліду встановлено, що після нанесення препарату спостерігали занепокоєність тварин, фиркання. Фізіологічний стан очей був без змін. Через годину сумарна кількість змін становила 4 бали, через 24 і 48 годин – 3 бали, а через 72 години патологічні зміни слизової оболонки очей були відсутні. Сенсибілізуючі властивості вивчали на 15 мурчаках. З правого боку після виголювання шерстного покрову протягом 20 діб щоденно робили разову аплікацію 3% розчину "Бі-дезтм". Лівий бік слугував контролем. Спостереження за дослідними тваринами показали, що під час нанесення дезінфектанту шкіра набувала світло-рожевого кольору, але вже за добу дослідні ділянки не відрізнялися від контрольних, що дозволяє констатувати відсутність сенсибілізуючих властивостей препарату "Бі-дезтм" в концентрації, що на 50% вища від відсотка максимально рекомендованого робочого розчину (2%) для проведення дезінвазії без присутності птиці та в 6 разів вища від рекомендованої концентрації (0,5%) застосування в присутності птиці.

Аплікація 1 % розчину препарату у кролів викликала тільки ледве помітну гіперемію, яка зникала через 24 години. У 0,5 % концентрації препарат викликав незначну гіперемію кон’юнктиви. Аналогічні розчини їдкого натру та карболової кислоти у дослідній групі кролів викликали опіки. За визначення показника кумуляції на курчатах встановлено, що курчата дослідної групи загинули на другу добу досліду. Сумарна доза препарату "Бі-дезтм" склала 1630500 мг / кг маси тварини. Коефіцієнт кумуляції становив 6,8 (показник "смертельний ефект"). 

Отримані дані свідчать про те, що препарат слабо кумулюється в організмі птиці, кролів та щурів. 

При дослідженні можливої подразнюючої чи пошкоджуючої дії на шкіру і розвиток контактного неалергічного дерматиту встановлено, що одноразова аплікація препарату "Бі-дезтм"  на неуражені шкірні покриви спини білих щурів в максимально значимій рекомендованій концентрації робочих розчинів (2 %) не викликала ознак подразнення шкіри. Нерозведений концентрат препарату викликав подразнення від незначного до помірного (2-3 бали). Одноразова аплікація його на 2/3 поверхні шкіри хвоста білих щурів, не призводила до розвитку шкірних реакцій. Щоденне, впродовж 30 діб, занурення хвостів щурів у 5 % розчин препарату "Бі-дезтм" викликав збільшення об’єму хвоста та збільшення кількості лейкоцитів у крові. Суттєвих змін біохімічних показників у сироватці крові не виявлено. 

Таким чином, одноразова дія препарату на непошкоджені ділянки шкірного покриву не викликала подразнення шкіри, але можна констатувати, що тривалий щоденний епікутанний вплив високої концентрації (5%) розчину препарату "Бі-дезтм", який у 2,5 раза перевищує максимально рекомендовану концентрацію, спричиняв загальнорезорбтивну дію. 

Гостру токсичність препарату вивчали на клінічно здорових безпородних білих мишах обох статей масою 18-20 г і на курчатах-бройлерах масою 600-650 г. Мишам препарат вводили в шлунок до годування одноразово в дозах від 5000 до 25000 мг / кг за допомогою металевого зонду. Кожну дозу препарату випробували на 8-9 тваринах. Курчатам препарат вводили в дозах від 1350 до 1750 мг / кг у ранкові години безпосередньо в зоб через зонд.

Спостереження за клінічним станом піддослідних тварин проводили протягом 14 діб. Ступінь токсичності препарату "Бі-дезтм" оцінювали на підставі клінічних ознак інтоксикації, кількості загиблих тварини, результатів патологоанатомічного розтину. 

Для виявлення можливої токсичної дії препарату на організм тварин на 21 та 31 добу від початку введення препарату на 10 мишах кожної групи вивчали антитоксичну функцію печінки за допомогою гексеналової проби і на інших 10 мишах кожної групи ставили пробу з плаванням. 

Курчатам-бройлерам дезінфектант випоювали з водою протягом 20 діб у дозах: 1 група - 4 см3 / дм3 води - 56 мг / кг (чотирикратна терапевтична доза); 2 група – 2 см3/дм3 води - 28 мг / кг (дворазова терапевтична доза); 3 група - 1 см3 / дм3 води - 14 мг / кг (терапевтична доза); 4 група (контрольна) - вода, яка не містить лікарських засобів.

Спостереження за клінічним станом птиці велося протягом 31 доби. Зважування та визначення живої маси курчат проводили до при-трансформаційних змін препарату і на 10, 20 і 30 добу досліду. На 21 добу досліджували морфологічні та біохімічні показники крові. Фармакокінетику препарату після одноразового перорального застосування  вивчали на 45 курчатах бройлерах 20-денного віку масою 540-660 г. Препарат, розведений водою, вводили птиці через зонд в зоб у терапевтичній дозі (14 мг суми діючих речовин на 1 кг маси). Через 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18; 21; 24 години після введення препарату птицю забивали і відбирали проби крові, печінки, легені, нирки, скелетні і серцеві м'язи. 

Вивчення гострої токсичності препарату при пероральному введенні в шлунок білим мишам показало, що препарат у дозі 5000 мг / кг не викликав клінічних ознак отруєння та відхилень у поведінці тварин. При введенні препарату в дозах, що перевищують 7500 мг / кг, у мишей відзначали ознаки гострого отруєння: пригнічений стан, часте дихання, посилення спраги, шерсть набувала матового відтінку. При введенні препарату в дозі 25000 мг / кг відзначалася загибель всіх піддослідних мишей. Після введення препарату в летальній дозі у тварин відразу наставав пригнічений стан, який через 7-10 хвилин змінювався сильним збудженням, що тривало 10-15 хвилин, після чого знову наставало пригнічення. Тварини приймали бічне положення, з'являлися плавальні рухи кінцівок, після чого наставав параліч кінцівок і загибель. Швидкий розвиток у мишей клінічних симптомів отруєння після введення в шлунок препарату в сублетальних і летальних дозах, свідчить про добру всмоктуваність препарату. 
У результаті вивчення гострої токсичності препарату в дослідах на білих мишах ми встановили, що лікарський засіб за параметрами гострої токсичності (табл. 3.125), згідно з ГОСТ 12.1.007-76, належить до 4 класу небезпеки - речовини мало безпечні (для білих мишей ЛД50 при введенні в шлунок 5000 мг / кг). 
Вивчення гострої токсичності препарату в дослідах на курчатах показало, що лікарський засіб у дозі 1350 мг / кг не викликає змін у фізіологічному стані птиці. Підвищення дози до 1475-1600 мг / кг викликало у птахів пригнічення, зниження рухливої активності і призводило до загибелі частини курчат. 
Таблиця 3.125

Параметри токсичності препарату "Бі-дезтм" в дослідах на білих мишах і курчатах
	Показник (мг / кг)

	Вид тварин
	Максимально допустима доза
	ЛД16
	ЛД50
	ЛД84
	Абсолютно смертельна доза

	Миші
	5000 
	7500 
	11490 (8207(16086)
	19410
	25000 

	Курчата
	1350 
	1400
	1484 (1470(1565)
	1577
	1750 


При введенні дезінфектанту в дозі 1750 мг / кг відзначалась загибель всіх курчат протягом 10 годин. Подальше спостереження за тваринами, що вижили, свідчили, які їх рухома реакція була пригнічена впродовж наступних 24-72 годин.
У дослідних та контрольної групах не встановлено значних відмінностей у вагових коефіцієнтах внутрішніх органів курчат (табл. 3.126).
 Зазначені окремі зміни вагових індексів печінки і нирок курчат, які отримували препарат у максимальних дозах, свідчать про велике навантаження на ці органи, пов'язане з метаболізмом і виділенням препарату з організму птиці.
Дослідження крові показали, що застосування курчатам з водою протягом 21 дня препарату в терапевтичній дозі, а також у дозах в 2 і 4 рази перевищують терапевтичну, не мало негативного впливу на морфологічні та біохімічні показники крові курчат.
Таким чином, при оцінці безпеки препарату при тривалому двадцятиденному введенні в дослідах на лабораторних тваринах встановлено, що максимальні дози засобу викликають зворотні зміни в організмі мишей. Застосування препарату в дозі 1 / 20 ЛД50 лабораторним тваринам і птиці не викликає функціональних змін в організмі тварин. 
Таблиця 3.126

Вагові коефіцієнти внутрішніх органів курчат при вивченні субхронічної токсичності препарату "Бі-дезтм", n =10 (M±m)
	Органи 
	Групи курчат

	
	I
	II
	III
	IV(контроль)

	
	21 діб/ 31 діб.
	21 діб/ 31 діб.
	21 діб./ 31 діб..
	21 діб./ 31 діб.

	Серце
	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

	Легені
	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

	Печінка
	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

	Нирки
	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

	Селезінка
	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


При оцінці кумулятивних властивостей враховували, що сумарно введена мишам та курчатам доза препарату "Бі-дезтм" була відповідно 46000 і 5736 мг / кг маси тіла і не приводила до загибелі тварин. Це не дозволило розрахувати коефіцієнти кумуляції за показником "смертельний ефект". 
Проведені дослідження показали, що існує видова чутливість до препарату. Так, токсичні дози для птиці менші, ніж для гризунів, середньолетальна доза (ЛД50) лікарського засобу для курчат в 7,7 раза нижча, ніж для білих мишей. 

При визначенні залишкових кількостей препарату в органах і тканинах птиці встановлено, що він не акумулюється у високих концентраціях у тканинах і досить швидко виводяться з організму. Через 3 доби після курсового п'ятиденного застосування препарату з водою кількість дезінфектанту в тканинах птиці починає знижуватися і до 4 діб реєструвався тільки в нирках, печінці та шкірі на рівні 0,15-0,07 мкг / г, на 5 день дослідження препарат реєструвався на рівні чутливості методу 0,04-0,07 мкг / г тільки в нирках і шкірі. Через 6 діб після останнього застосування препарат в органах і тканинах птиці не виявляли (табл. 3.127). 
Таблиця 3.127
Динаміка виведення дезінфектанту"Бі-дезтм"(мкг / г) з організму курчат,

n =10 (M±m)
	Органи та тканини
	Терміни дослідження, діб

	
	2
	3
	4
	5
	6

	М'язи
	0,28±0,04
	0,14±0,05
	0,03±0,03
	0,01±0,02
	0

	Нирки
	1,18±0,02
	0,86±0,01
	0,15±0,04
	0,04±0,02
	0

	Печінка
	0,61±0,02
	0,23±0,04
	0,08±0,03
	0,02±0,03
	0

	Шкіра + жир
	0,45±0,04
	0,28±0,06
	0,15±0,05
	0,07±0,03
	0

	Шлунок
	0,21±0,07
	0,11±0,05
	0,05±0,02
	0,03±0,02
	0

	Серце
	0,19±0,04
	0,13±0,03
	0,05±0,01
	0,01±0,01
	0


Таким чином доведено, що дезінфектант можна використовувати в присутності птиці. Відсутність залишкових кількостей дезінфектанту в організмі птиці на 6 добу після останнього введення препарату дає підставу рекомендувати використовувати м'ясо бройлерів в їжу людини після закінчення цього терміну.
З метою визначення токсичної дії препарату на інтенсивність та швидкість проростання насіння редиски ми провели дослід, в якому використали насіння редиски відомого ранньостиглого сорту "Червона з білим кінчиком" виробника ТзОВ "Вассама" – Україна. З його зерен утворили три рівнозначні порції (n=21). Кожну з них завернули в марлево-ватну прокладку та помістили в окрему чашку Петрі. Після цього в чашку № 1 внесли 5 см3 дистильованої води (контроль), в чашку 
№ 2 – 5 см3 2% розчин препарату "Бі-дезтм" (дослід) та в чашку № 3 – 5 см3 40% розчин формальдегіду (порівняльний контроль). 
Всі чашки одночасно помістили у термостат при температурі 200 С. Через добу розпочали робити контрольний огляд чашок, який потім повторювали через кожні 6 годин. Набубнявіння окремих зернят в контрольній чашці №1 та чашці №2 було відмічене на 42-гу годину. 
На 48-му годину в цих же чашках спостерігали активний розвиток паростків, на яких до 72-ї години розкрились по два зелені листочки. В чашці № 3 накльовування не відбулося (рис. 3. 19 ).
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Рис. 3.19. Прорастання зерняток редиски під дією "Бі-дезтм"
Таким чином, у результаті проведених досліджень, керуючись показниками класифікації токсичності згідно з ГОСТ 12.1.007-76, даний препарат належить до IV класу небезпеки, тобто до мало небезпечних сполук, а за ДОСТ 12.1.07 – до ІІІ класу небезпечності речовин і може застосовуватися для дезінфекції приміщень,  де утримуються тварини та птиця.

3.2.6. Виробничі випробування препарату "Бі-дезтм" в умовах птахівничого господарства 
Дослідження проводили упродовж осіннього періоду 2013 року на базі одноосібного сільськогосподарського птахогосподарства ТОВ "Сумитехнокорм" Недригайлівського району Сумської області. Було досліджено курей-несучок старших 9 місячного віку породи Хайсекс Браун, масою тіла 2,5–3 кг. З метою встановлення впливу водних розчинів дезінфектанту "Бі-дезтм" на морфологічні та біохімічні показники крові птиці, при проведенні дезінфекції пташника в присутності птиці, було сформовано 2 групи (дослідну та контрольну) курей по 15 голів у кожній (всього 30 голів). Птицю дослідної та контрольної груп утримували в окремих приміщеннях, годували за однаковим раціоном. У пташнику, де знаходилися кури дослідної групи, була проведена дезінфекція приміщення 2%-им водним розчином "Бі-дезтм" аерозольним методом із розрахунку 0,5 дм3/м². У пташнику, де знаходилися кури контрольної групи дезінфекцію приміщення не проводили. Кров для морфологічних і біохімічних досліджень відбирали шляхом пункції підшкірної підкрильцевої вени на першу, третю та сьому добу після обробки приміщення "Бі-дезтм", вранці перед годівлею. Біохімічні показники сироватки крові визначали за допомогою автоматичного біохімічного аналізатора "Super Z-818" закритого типу (виробництво Японія). У сироватці крові курей визначали: вміст загального білка, білкових фракцій, рівень білірубіну, активність лужної фосфатази (ЛФ), аспартатамінотрансферази (АсАТ) та аланінамінотрансферази (АлАТ) (табл. 3.128). 
Після проведення дезінфекції пташника "Бі-дезтм" в присутності птиці у курей дослідної птиці клінічних ознак токсикозу не виявляли.

Слід зазначити, що після обробки дезінфектантом "Бі-дезтм" пташника у присутності птиці в контрольній та дослідній групах курей морфологічні показники крові упродовж терміну досліджень були майже на одному рівні в межах фізіологічних параметрів.
Таблиця 3.128

Морфологічні показники крові курей при використанні дезінфектанту
"Бі-дезтм", n = 30 (М±m)
	Показники
	Період 

дослідження
	Група курей

	
	
	контрольна
	дослідна

	Гемоглобін, г/л
	до обробки
	96±1,03
	95,7±0,66

	
	після обробки, год:
	
	

	
	24
	94,6±0,93
	95±0,71

	
	72
	94,4±0,87
	94,4±1,17

	
	168
	95,6±0,6
	95,4±2,04

	Еритроцити, Т/л
	до обробки
	3,58±0,14
	3,7±0,31

	
	після обробки, доба:
	
	

	
	24
	3,56±0,25
	3,74±0,22

	
	72
	3,64±0,24
	3,48±0,17

	
	168
	3,6±0,24
	3,5±0,16

	Лейкоцити, Г/ л
	до обробки
	22,6±0,87
	23,6±0,91

	
	після обробки, доба:
	
	

	
	24
	22,8±0,37
	23,4±1,29

	
	72
	22,2±0,37
	23±0,71

	
	168
	23,8±0,37
	24,2±0,58


Концентрація гемоглобіну коливалася в межах від 94,4±0,87 г/ л до 95,6±0,6 г/ л; кількість еритроцитів – від 3,48±0,17 Т/ л до 3,74±0,22 Т/ л. Кількість лейкоцитів була від 22,2±0,37 Г/ л до 24,2±0,58 Г/ л. Показники концентрації гемоглобіну контрольної та дослідної груп курей на першу добу після обробки приміщення "Бі-дезтм" становили 94,60±0,93 та 95±0,71 г/ л відповідно. Кількість еритроцитів контрольної групи становила 3,56±0,25 порівняно з дослідною – 3,74±0,22 г/ л. Показник кількості лейкоцитів в обох групах курей також був у межах фізіологічних параметрів – 22,8±0,37 та 23,4±1,29 г/ л відповідно. На третю добу показники концентрації гемоглобіну, кількості еритроцитів та лейкоцитів у контрольній та дослідній групах майже не відрізнялися і становили відповідно 94,4±0,87 та 94,4±1,17 г/ л; 3,64±0,24 і 3,48±0,17 Т/ л; 22,2±0,37 – 23±0,71 г/л. На 7-му добу в обох групах птиці їх гематологічні показники також статистично не відрізнялися і коливалися в межах фізіологічних параметрів: концентрація гемоглобіну (95,6±0,6 та 95,4±2,04 г/ л відповідно), кількість еритроцитів (3,6±0,24 та 3,5±0,16 Т/ л), лейкоцитів (23,8±0,37 та 24,2±0,58 Г/ л). 
Таблиця 3.129

Біохімічні показники сироватки крові курей при використанні дезінфектанту "Бі-дезтм", n = 30 (М±m)
	Показники
	Період дослідження, доба
	Група курей

	
	
	контрольна
	дослідна

	АсАТ, Од/ л
	до обробки
	235,15±2,24
	237,55±3,06

	
	після обробки, год.:
	
	

	
	24
	238,67±1,28
	233,75±3,36

	
	72
	235,39±3,27
	233,95±1,90

	
	168
	235,75±2,24
	237,47±1,52

	АлАТ, Од/ л
	до обробки
	20,64±1,01
	18,35±1,33

	
	після обробки, доба:
	
	

	
	24
	20,28±1,11
	17,88±1,28

	
	72
	20,04±0,72
	18,48±1,24

	
	168
	18,72±1,06
	17,4±1,21

	Лужна фосфатаза, Од/ л
	до обробки
	65,04±1,23
	64,6±1,57

	
	після обробки, доба:
	
	

	
	24
	64,6±2,23
	65±1,67

	
	72
	64,2±1,88
	64,8±2,58

	
	168
	64,6±2,5
	65,2±2,18

	Загальний білок, г/ л
	до обробки
	57,58±1,07
	57,54±0,76

	
	після обробки, доба:
	
	

	
	24
	58,56±1,07
	58,12±0,78

	
	72
	58,18±0,69
	60,74±1,17

	
	168
	58,02±1,07
	58,4±0,78

	Альбуміни, %
	до обробки
	32,84±1,57
	33,06±0,53

	
	після обробки, доба:
	
	

	
	24
	32,41±1,67
	33,2±0,65 

	
	72
	33,72±1,5
	33,3±0,89

	
	168
	34,38±1,1
	33,61±0,66

	α-глобуліни, %
	до обробки
	17,43±0,83
	16,64±0,51

	
	після обробки, доба:
	
	

	
	24
	17,39±0,87
	16,86±0,45

	
	72
	16,52±0,43
	16,44±0,68

	
	168
	17,02±0,49
	16,6±0,84

	β-глобуліни, %
	до обробки
	13,78±0,71
	14,34±0,38

	
	після обробки, доба:
	
	

	
	24
	13,3±0,91
	14,46±0,41

	
	72
	14,28±1,01
	14,92±0,77

	
	168
	14,9±0,44
	14,71±0,41

	γ-глобуліни, %
	до обробки
	36,92±1,21
	35,16±0,64

	
	після обробки, доба:
	
	

	
	24
	36,9±0,98
	35,48±0,85

	
	72
	35,48±0,72
	35,34±0,92

	
	168
	33,7±1,03
	35,02±0,64

	Загальний білірубін, мкмоль/л
	до обробки
	1,84±0,19
	1,9±0,22

	
	після обробки, доба:
	
	

	
	24
	1,93±0,23
	1,87±0,28

	
	72
	2,13±0,22
	1,95±0,14

	
	168
	1,98±0,26
	1,84±0,27 


Показники активності АсАТ, АлАТ та лужної фосфатази в дослідній та контрольній групах курей протягом експерименту залишалися на одному рівні – від 233,75±3,36 до 238,67±1,28 Од/ см3, від 17,4±1,21 до 20,28±1,11 Од/л та від 64,2±1,88 до 65,20±2,18 Од/л відповідно (табл. 3.129). Слід зазначити, що в сироватці крові контрольної та дослідної птиці після проведення дезінфекції "Бі-дезтм" упродовж експерименту вміст загального білка й альбумінів, а також рівень α-, β- та γ-глобулінів знаходилися на однаковому рівні з незначним коливанням показників: 58,02±1,07– 60,74±1,17 г/ л й 33,2±0,65–34,38±1,1 %, а також 16,44±0,68–17,39±0,87 %, 13,3±0,91–14,92±0,77 % та 33,7±1,03–36,9±0,98 % відповідно. Показник загального білірубіну в сироватці крові контрольної та дослідної груп курей також був у межах фізіологічних параметрів як до, так і після проведення дезінфекції пташника в присутності птиці: від 1,87±0,28 до 2,13±0,22 мкмоль/л. Отже, за результатами проведених досліджень вірогідних змін у клінічних, гематологічних, біохімічних показниках у групах птиці, в пташнику якої не проводили дезінфекцію та за присутності якої здійснювали дезінфекцію дезінфектантом "Бі-дезтм", протягом експерименту не спостерігали, що свідчить про відсутність токсичного впливу дезінфікуючого засобу "Бі-дезтм" на організм курей. Таким чином, використання дезінфектанту "Бі-дезтм" для дезінфекції в присутності птиці не викликало клінічних змін в її організмі. Безпечність використання препарату "Бі-дезтм" у пташниках в присутності птиці доведена за гематологічними та біохімічними показниками курей дослідної групи, в приміщенні яких проводили дезінфекцію.

3.2.7. Виробничі випробування препарату "Бі-дезтм" у господарствах по вирощуванню бройлерів
Виробничі випробування препарату "Бі-дезтм" для аерозольної обробки в присутності птиці провели в умовах бройлерного господарства ТОВ "Путивльський бройлер" Сумської області. 
Для санації повітряного середовища в пташнику і респіраторних шляхів птиці, після комплектації приміщення добовими курчатами-бройлерами, за допомогою аерозольного генератора САГ-10 провели курс триденної обробки повітряного простору дослідного пташника 0,1 % розчином препарату "Бі-дезтм" з розрахунку 10 см3 / м3 і експозиції 30 хв. Впродовж наступного періоду вирощування такі курси, з 10 добовим інтервалом, повторювали ще тричі. Перед розпиленням дезінфектанту закривали вікна, двері, вентиляційні люки і вимикали систему вентиляції. Після закінчення обробки та експозиції включали вентиляцію і провітрювали приміщення. Птицю в контрольному пташнику обробляли аерозолем молочної кислоти з розрахунку 20 см3 / м3, згідно з методикою в ті самі терміни. Проби повітря відбирали седиментаційним методом на МПА (для визначення загального бактеріального обсіменіння) і на середовище Ендо (для санітарно-показової мікрофлори) до розпилення препаратів, а потім через 1 годину після аерозольної обробки та проведеного провітрювання приміщення (табл. 3.130). 

Таблиця 3.130

Бактеріальна забрудненість повітряного середовища пташників після аерозольної обробки дезінфектантом "Бі-дезтм"
	Вік птиці, діб
	Термін
дослідження
	Загальна кількість мікрофлори, тис. /м 3
	Кишкова паличка,

тис. /м 3

	
	
	контроль
	дослід
	контроль
	дослід

	20 - 22
	до обробки
	84,6
	73,4*
	96,1
	69,3*

	20 - 22
	після обробки
	37,8
	8,9*
	48,8
	7,8*

	30-32
	до обробки
	96,2
	86,4*
	75,7
	65,1*

	30-32
	після обробки
	42,4
	14,5*
	36,8
	14,6*


*Р<0,001 - результати вірогідні порівняно з контролем.
Після закінчення періоду вирощування відмічали показники приросту і збереження поголів'я в обох приміщеннях. Отримані дані дозволили обґрунтувати подальший етап дослідження застосування даного препарату для аерозольної дезінфекції повітряного середовища і обладнання пташника перед посадкою птиці. Порівняння результатів експерименту з дезінфекції повітряного середовища в присутності птиці після посадки бройлерів свідчить про те, що 0,1% розчин "Бі- дезтм"з розрахунку 10 см3 / м3 при використанні для аерозольної санації повітряного середовища і обладнання пташника, сприяв значному зменшенню кількості загальної мікрофлори і кишкової палички. Крім того встановлено, що препарат позитивно вливав на загальний клінічний стан курчат. Маса тіла та збереженість піддослідних бройлерів перевищувала аналогічні показники у контролі на 2,4 - 4,5 % відповідно. 
За матеріалами дослідів було розроблено ТУ - препарат ветеринарний Бі-дез: ТУ У 24.4-14332579-071:2013. Чинний від 28.03.2013 - К. : Укрметртестстандарт України, 2012.- 18 с. Патент на корисну модель України № 85362 Україна,. "Препарат ветеринарний "Бі-дез" / Березовський А., Фотіна Г. А.; заявник і правовласник ТОВ "Науково-виробнича фірма "Бровафарма" – № u201310711 ; заявл. 05.09.13 ; опубл. 11.1.13, Бюл. № 21. (Додаток В).
3.2.8. Схема засобів для ротації дезінфектантів у птахівництві та принципи її проведення
Санітарна програма з метою профілактики бактеріальних хвороб пиці включає в себе такі етапи:

· санація інкубаційного яйця 1% розчином препарату Бровадез 20;
· санація приміщення, обладнання інкубаторіїв та інкубаційних шаф 025% розчином препарату "Бровадез плюс";
· обробка курчат під час виведення розчином (1:4) препарату "ВетОкс-1000";

· санація системи водопостачання 0,1% розчином "Бровадез плюс";

· дезінфекція пташників та його обладнення 1,5% розчином препарату "Бі-дезтм";
· санація повітряного середовища в присутності птиці 0,25% розчином препарату "Бі-дезтм" на 10 добу вирощування птиці та 0,25% розчином препарату "Бровадез плюс" на 30 добу вирощування птиці (для ремонтного молодняку яйценосної птиці). Результати впровадження ротаційної схеми дезінфекційних препаратів порівняно з традиційною схемою, прийнятою у господарстві яйценосного напрямку наведені у таблиці 3.131.

Таблиця 3.131
Порівняння показників ефективності використання ротаційної схеми дезінфекційних препаратів у птахівництві
	Показники
	Групи курчат

	
	контрольна
	дослідна

	Кількість птиці, гол.
	31820
	31990

	Загибель всього, %
	4,9
	0,8

	в тому числі від бактеріальних хвороб
	3,5
	-

	Збереженість до 110 діб, %
	95,1
	99,2

	Маса тіла, г
	1116±0,06
	1199±0,09


Як бачимо із таблиці, показники збереженості у контрольному пташнику на 4,1% вищі ніж у контрольному, середня маса тіла вища у птиці дослідного пташника (додаток Н).
1. Фотіна Т. І. Порівняльна характеристика сучасних препаратів для дезінфекції / Т. І. Фотіна, Т. В. Вершняк, Г. А. Фотіна, О. І. Касяненко // Вісн. Сум. нац. аграр. ун-ту. Сер. «Вет. медицина». – 2008. – Вип. 9/1 (21). – С. 97–99. 
2. Фотіна Г.А. Новий вітчизняний дезінфектант для птахівництва / Г. А. Фотіна // Міжнародна наук.-практ. конф. молодих вчених, аспірант. та доктор., 15-16 травня 2008 р.: тези допов. – Біла Церква, 2008. – С. 39–40.
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5. Фотіна Г. А. Визначення токсичності препарату «Бі-дез» для дезінфекції птахівничих об’єктів / Г. А. Фотіна // Наук. вісн. Львів. нац. ун-ту вет. медицини та біотехнологій ім. С. З. Ґжицького. – 2014. – Т. 16, № 2 (59). – Ч. 1. – С. 340–347. 
6. Фотіна Г. А. Ефективність використання препарату "Бі-дез" для дезінфекції приміщень в присутності птиці / Г. А. Фотіна // Вісн. Сум. нац. аграр. ун-ту. Сер. «Вет. медицина». – 2014. – № 6 (35). – С. 54–57.
7. Фотина А. А. Изучение возможности санации утиных инкубационных яиц новыми антимикробными композициями / А. А. Фотина // Ученые записки «Витебской ордена «Знак почета» гос. академии веет. медицины. – Витебск, 2013. – Вып. 2. – Т. 49. – Ч. 2. – С. 350–353. 
8. Березовский А. В. Обоснование использования нового дезинфектанта "Би-дез" для профилактики инфекционных болезней при выращивании бройлеров / А. В. Березовский, А. А. Фотина, И. А. Олефир // Luckari stiintifice: medicina veterinara. – Chisinau, 2014. – V. 40. – С. 142–145. 
9. Пат. на корисну модель № 85362 Україна, МПК (2006.01) А 61 L 2/16. (2006.01) А61L 2/22. Препарат ветеринарний "Бі-дез" / Березовський А. В., Фотіна Г. А.; заявник і правовласник ТОВ «Науково-виробнича фірма «Бровафарма» – № u201310711; заявл. 05.09.13; опубл. 11.1.13, Бюл. № 21.
3.3. Третій напрямок. Створення та фармако-тосикологічна оцінка препарату "Авесстимтм", результати впровадження у виробництво і формування імуностимулюючих засобів для ротації їх в системі профілактики бактеріальних інфекцій
3.3.1. Загальна характеристика препарату "Авесстимтм"

На наступному етапі було розроблено новий імуномоделюючий препарат "Авесстимтм". До його складу АДР (активнодіюча речовина), включено – морфоліній 2-[5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо] ацетат, в кількості 1%, апірогенна вода та допоміжні речовини. 

Препарат було синтезовано на кафедрі токсикологічної і неорганічної хімії Запорізького державного медичного університету. 

Препарат "Авесстим™" являє собою прозорий, світло-жовтуватий, без механічних включень, зі слабким специфічним запахом, водний розчин, що містить активнодіючу речовину  морфоліній 2-[5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо] ацетат – 20 мг та допоміжні речовини: натрій хлорид,  апірогенну воду – до 1 см3.

Хімічна формула морфолінія 2-[5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо] ацетат: C13H17N5O3S. 
Структурна формула:
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Молекулярна маса: 323, 37 г/моль. Температура плавлення: 162-165°C. 

Морфоліній являє собою кристалічний порошок жовтого кольору, добре розчиняється у воді, мало розчинний у етанолі, практично не розчинний в ацетоні та ефірі. Належить до похідних триазолу і для нього характерні всі властивості похідних триазолу, а саме: комбінована дія на організм тварин шляхом активізації біохімічних процесів в клітинах, антиоксидантний вплив, імуномодуляція, нормалізація обміну речовин, протизапальна, гепатопротекторна та детоксикантна активність. Вміст у препараті морфолінію −20,0 мг в 1 см3.
Супутні домішки: 2-[5- (пиридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3- ілтіо] ацетат в кількості, що не перевищує 0,1-03%. Залишкові розчинники: етанол не більше 5000 ррm. Допоміжні речовини: натрію хлорид− Sodium chloride. Синоніми: кухонна сіль, кам’яна сіль. Хімічна формула: NaCl. Безколірні, слабко гігроскопічні кристали. Розчинність у воді (г в 100 г): 35,68 (при 10°С), 35,87 (при 20°С), 36,80 (при 50°С), 38,12 (при 80°С). Розчинні в рідкому NH3, спиртах, етиленгліколі, мурашиній кислоті; не розчинні в соляній кислоті. Насичений водний розчин (28,41% по масі NaCl) кипить при 108,7°С. Ізотонічний розчин хлориду натрію у воді (0,9%) застосовується як дезінтоксикаційний засіб, для корекції стану систем організму в разі зневоднення як розчинник інших лікарських препаратів. 
У препараті використовується як гідратуючий, нормалізуючий кислотно-лужний баланс засіб та консервант. Вміст у препараті − 9,0 мг в 1 см3. Вода апірогенна − Pyrogen-free water. Хімічна формула: H2O. Прозора безбарвна рідина, без запаху та смаку. Вода не повинна давати реакції на хлориди, сульфати, кальцій та важкі метали. Використовується свіжовиготовлена. Препарат "Авесстим™" являє собою прозорий, світло-жовтуватий, без механічних включень, зі слабким специфічним запахом водний розчин, що містить активнодіючу речовину морфоліній 2-[5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо]ацетат – 20 мг та допоміжні речовини: натрій хлорид, апірогенну воду – до 1 см3. Морфоліній 2-[5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо] ацетат належить до класу похідних триазолу і для нього характерні всі властивості цих похідних, а саме: комбінована дія на організм тварин шляхом активізації біохімічних процесів у клітинах, антиоксидантний вплив, імуномодуляція, нормалізація обміну речовин, протизапальна, гепатопротекторна та детоксикантна активність.

Встановлено, що в живому організмі морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетат трансформується з утворенням 3-х метаболітів:

1.
Біс (триметилсіліл) 2,2/-тіодиацетату формули:
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Час виходу 10,042 хв. М.м.=294 а.о.м.

2.
2,4-дитриметилсіліл-5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-тіолу формули:


[image: image71.emf]N N

N

N

SH

Si

CH

3

CH

3

CH

3

Si CH

3

H

3

C

CH

3


Час виходу 19,061 хв. М.м.=322 а.о.м.

3.
Триметилсіліл 2-(2-триметилсіліл-5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату формули:

[image: image72.emf]N N

N

N S

H

2

C

C

O

O Si

CH

3

CH

3

CH

3

Si

CH

3

CH

3

CH

3


Час виходу 16,774 хв. М.м.=380 а.о.м.

Щодо кількісного вмісту кожного з метаболітів, то слід відзначити, що максимальну кількість виявлено біс (триметилсіліл) 2,2-тіодиацетату, мінімальну - триметилсіліл 2-(2-триметилсіліл-5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату, що дозволяє вибудувати наступну схему метаболізму:
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За результатами хроматографічного визначення продуктів встановлено, що субстанція препарату "Авесстим™" трансформується в організмі, яка наведена вище і виводиться із організму у вигляді метаболітів.
3.3.2. Встановлення стабільності препарату "Авесстимтм" у процесі зберігання препарату
Для визначення стабільності препарату "Авесстим™" були проведені дослідження на декількох серіях препарату. Перевірка проводилась на відповідність значень, закладених в специфікації. 
Препарат дослідної серії 0001 в кількості 10 флаконів ємністю 50 см3 (партія №1) зберігався при температурі  250С; інші 10 флаконів ємністю 50 см3 дослідної серії 0001 (партія №2) зберігався при температурі +10С в холодильнику. Показники якості препарату за час дослідження в науково-дослідній контрольній лабораторії НВФ "Бровафарма" наведені в таблицях 3.132 та 3.133. 
Таблиця 3.132

Результати з визначення стабільності препарату "Аввестим™" дослідної серії 0001, партія №1, контроль 0001 (дата виготовлення 01.2010 р.)
	Назва показника
	Характеристика і норма 
	Дата і результат дослідження

	
	
	01.2010р.
	01.2011 р.
	01.2012 р.
	01.2013 р.

	Зовнішній вигляд, колір
	Прозорий, світло-жовтуватий розчин
	Відповідає
	Відповідає
	Відповідає
	Відповідає

	Наявність механічних домішок, плісняви
	Не допускається
	Відсутні
	Відсутні
	Відсутні
	Відсутні

	Ідентичність морфолінію
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна

	Вміст морфолінію в 1 см3, мг
	20,0+ 0,1


	20,06
	20,01
	20,0
	19,2

	Стерильність
	Повинен бути стерильним
	Відповідає
	Відповідає
	Відповідає
	Відповідає


Наприкінці третього року досліджень спостерігали зменшення вмісту морфолінію нижче допустимих концентрацій, що не дає можливості для його застосування в лікувальній практиці.
Таблиця 3.133

Результати з визначення стабільності препарату "Авесстим™" дослідної серії 0001, партія №2, контроль 0001 (дата виготовлення 01. 2010 р.)
	Назва показника
	Характеристика і норма
	Дата і результат дослідження

	
	
	01.2010р.
	01.2011 р.
	01.2012 р.
	01.2013 р.

	Зовнішній вигляд, колір
	Прозорий, світло-жовтуватий розчин
	Відповідає
	Відповідає
	Відповідає
	Відповідає

	Наявність механічних домішок, плісняви
	Не допускається
	Відсутні
	Відсутні
	Відсутні
	Відсутні

	Ідентичність морфолінію
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна
	Позитивна

	Вміст морфолінію в 1 см3, мг
	20,0+ 0,1


	20,06
	20,04
	20,01
	19,5

	Стерильність
	Повинен бути стерильним
	Відповідає
	Відповідає
	Відповідає
	Відповідає


Отримані дані свідчать про те, що основні показники якості препарату "Авесстим™" протягом двох років досліджень відповідали вказаним у технічних умовах та специфікації на препарат, що дає підстави рекомендувати його для використання впродовж 2 років від дня виготовлення.
3.3. 3. Фармакологічні дослідження препарату "Авесстим™"
При вивченні фармакодінаміки препарату "Авесстимтм" встановлено, що на спектрах поглинання зразків сироватки крові, одержаних після введення розчину морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3- ілтіо) ацетату, було зареєстровано характерну смугу поглинання даної сполуки при 273 нм через 15 хвилин. Наступні дослідження свідчать про поступове зменшення концентрації морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3- ілтіо) ацетату в динаміці (табл.3.134). 
Таблиця 3.134
Результати визначення морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол- 3-ілтіо) ацетату у сироватці крові

	Час забору крові після введення, хв.
	Вміст "Авесстиму" у сироватці, мг/см3

	15
	0,746

	45
	0,320

	60
	0,177

	180 (3 год.)
	0,120

	360 (6 год.)
	0,0845

	480 (8 год.)
	0,0545

	720 (12 год.)
	0,0366

	1440 (24 год.)
	-


Таким чином, через 45 хвилин, 1 годину, 3 години, 6 годин, 8 годин та 12 годин після введення морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)- 1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату, оптична густина при зазначеній довжині хвилі зменшувалась, тобто концентрація вказаної сполуки також зменшувалась, а через 24 години поглинання зразка дорівнювало поглинанню інтактного розчину, що свідчить про відсутність морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4- тріазол-3-ілтіо) ацетату в сироватці. 
Після центрифугування сечі, 0,5 см3 центрифугату вміщували в кювету, додавали 1,5 см3 води дистильованої, перемішували та вимірювали оптичну густину одержаного розчину при довжині хвилі 273 нм. Паралельно вимірювали оптичну густину розчину порівняння. Розрахунок вмісту діючої речовини в 1 см3 сечі проводили математично.

На спектрах поглинання зразків сечі характерна смуга поглинання морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату ("Авесстимтм") реєструвалась через 6 годин після введення розчину "Авесстимтм" та через 24 години. Через 32 години поглинання зразка дорівнювало поглинанню інтактного розчину, що свідчить про відсутність сполуки в сечі. Аналізуючи дані, слід зазначити поступове зменшення концентрації морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату в сечі (табл.3.135).
Таблиця 3.135
Результати визначення рівня екскреції морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату у сечі
	Час забору сечі після введення "Авесстим™", год.
	Вміст "Авесстим™" у сечі, мг/см3

	3
	0,000946

	6
	0,0123

	12
	0,00753

	24
	0,00784

	32
	-


Часткове підвищення концентрації морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4- тріазол-3-ілтіо) ацетату в сечі через 24 години може свідчить про біотрансформацію молекули морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3- ілтіо) ацетату, тобто появу в сечі продуктів метаболізму.
Таким чином, при внутрішньом'язовому введенні кролям морфоліній 2- (5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату "Авесстим™" в концентрації 10 мг/кг визначено, що через 24 години морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4- тріазол-3-ілтіо) ацетат повністю відсутній у сироватці крові. Крім того, дана речовина та продукти метаболізму виводяться з організму кролів із сечею. Через 32 години морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетат відсутній у сечі кролів (додаток О).
3.3.4. Вивчення мутагенного впливу з прогнозом канцерогеності

Попереднє вивчення морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3- ілтіо) ацетату, проведене в чашках Петрі з просоченими дисками, дозволило встановити, що він пригнічує зростання двох культур мутантів за відсутності впливу на початковий штам (табл. 3.136 ).
Таблиця 3.136
Вплив морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату
"Авесстим™" на зростання тест-мікробів
	Параметри
	Тест-мікроб
	Авесстим
	Тіотріазолін
	Тіофосфамід

	Величина мертвої зони (концентрація препаратів 1 мг/ см3) см3
	УФ-2
	0,2-0,5
	0,3-0,8
	-

	
	УФ-3
	0,1
	-
	-

	
	209
	-
	-
	-

	Бактерицидна
концентрація
	УФ-2
	1:10000
	1:48000
	1:5000

	
	УФ-3
	1:10000
	1:1000
	1:5000

	
	209
	-
	-
	-


Результати вивчення активності морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4- тріазол-3-ілтіо) ацетату на моделі культури пухлинних асцитних клітин показали, що в концентраціях 1,0-0,5-0,2 мг/ см3 він призводить до регресу пухлинних клітин карциноми Ерліха (N складає негативну величину -121, - 48, -21 відповідно) і саркоми 37 (ТМ 10,5 і 7). У дослідах з штамом NK/Lу ці ж концентрації морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3- ілтіо) ацетату значно уповільнювали зростання клітин. Додавання тіотриазоліну сприяло уповільненню приросту пухлинних клітин - до 60-70% порівняно з контролем. При вивченні дії морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3- ілтіо) ацетату "Авесстим™" на одношарову клітинну культуру КБ (злоякісні пухлини слизової оболонки ротової порожнини людини) цитопатогенний ефект зареєстрований тільки при концентрації 1 мг/ см3; подальше розведення препарату до 0,4 мг/ см3 призводить до збереження частини моношару, а при вмісті 


0,2 мг/ см3 в середовищі культивування не відбувається видимого впливу (табл.  3.137).

Таблиця 3.137

Вплив тіотриазоліну та морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату на пухлинні клітини в культурі
	Препарат
	Концент-

рація
препарату
	Штам

	
	
	NК/Lу
	Ерліха
	С-37

	
	
	N
	F
	N
	f
	N
	f

	"Авесстим™"
	1,0
	16
	0,02
	-121
	-0,196
	-10,5
	-0,012

	
	0,5
	18
	0,02
	-48
	-0,65
	-10,5
	-0,012

	
	0,2
	18
	0,02
	-21
	-0,027
	-7
	0,196

	
	0,1
	20
	0,025
	8
	0,01
	57
	0,197

	"Тіотриазолін"
	1,0
	63,5
	0,08
	70
	0,09
	70
	0,1

	
	0,5
	85
	0,087
	78,9
	0,11
	83,5
	0,08

	
	0,2
	87,2
	0,14
	90
	0,11
	88
	0,11

	
	0,1
	90,3
	ОДІ
	85,3
	0,14
	90
	0,14

	Контроль
	-
	90,2
	0,16
	90,0
	0,16
	90,0
	0,16


Примітка: N-відсоток приросту клітин; f - величина, що позначає здатність клітин до розмноження (+) або регресу (-).
Таким чином, позитивні результати вивчення специфічної активності морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату в дослідах іn vіtrо свідчать про доцільність його широкого вивчення на експериментальних пухлинах тварин.
3.3.5. Цитогенетична активність морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату як складової "Авесстим™"

Проведено порівняльне дослідження цитогенетичної дії морфоліній 2- (5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату "Авесстим™" на клітинах кісткового мозку самців щурів лінії Вістар у віці 2-3 місяці. Дози є еквімолярними. Дані статистично не вірогідні для препарату "Авесстим™".
Результати досліджень вказують на виражену цитогенетичну дію тіофосфаміду і сарколізіну, що припускає їх метаболічну активацію в організмі, про що свідчить виражена аберація хромосом. При порівнянні цитогенетичної дії еквімолярних концентрацій, виявлена відсутність цитогенетичної активності препарату "Авесстим™". В експериментах з препаратом "Авесстим™" через 24 години після його введення в рівновіддалених концентраціях (від 1/2 до 1/10 ЛД50), хромосомні пошкодження взагалі відсутні. Поставлений дослід передбачає з'ясування можливої кумуляції морфоліній 2-(5-(4- піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату (5 введень в дозі 1/5 ЛД50). Дослід не виявив цитогенетичної дії речовини, що вивчається. Це свідчить про його перспективність для клінічного вивчення при пухлинному зростанні.

3.3.6. Результати обліку генних мутацій мікроорганізмів у системі метаболічної активації (тест Еймса)

При скринінгу біологічно активних речовин важливим є встановлення їх потенційної мутагенності шляхом виявлення потенційного мутагенезу (тест Еймса) та виявлення генетичної токсичності методом цитогенетичних досліджень на тваринах.
Суть методу обліку генних мутацій полягає в здатності сполуки індукувати генні мутації мікроорганізмів в системі метаболічної активації. Присутні: тестові штами бактерій Salmonella typhimurium TA 100, морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетат "Авесстим™", печінка щурів з кофакторами (НАДФ, глюкозо-6-фосфат).
В результаті функціонування системи мікросомального окиснення під впливом ферментів у гомогенаті печінки досліджувана сполука може метаболізувати й індукувати мутації, якщо вона проявляє мутагенну дію.
Досліди проведені за методикою Фонштейна Л.М. і згідно з вимогами "З оцінки мутагенних властивостей нових лікарських засобів" [553].
Оцінка результатів проведена на основі статистично оброблених матеріалів досліджень. 0,1 см3 розчину морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату "Авесстим™" в диапазоні 0,1-1000 мкг вносили в 2,5 см3 агару, додавали 0,1 см3 тестових штамів і 0,5 см3 мікросомальної активуючої суміші (МС+). Суміш перемішували і негайно поміщали на агар, позбавлений гістидину. Досліди супроводжувались відповідними контролями, а саме дослідження проводили з повною (МС+) і неповною (МС-) системою метаболічної активації.
Результати враховувались за наявності позитивних контролів (виявлена мутагенна дія в контролі). Через 48 годин інкубації при 37°С підраховували кількість колоній.
Згідно з наведеними дослідженями, мутагенну дію не виявлено в дозах, які використовувались для прогнозування канцерогеності. 
Таким чином, можна зробити висновок про відсутність цитогенетичного ефекту. Ступінь мутагенного впливу для даних умов досліду оцінено знаком "  - ".
3.3.7. Визначення гострої токсичності препарату "Авесстим™"
Вивчення гострої токсичності морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату "Авесстим™" проводилося в експерименті з гострою приманкою статевозрілих лабораторних тварин: білих мишей та білих щурів. 
Впродовж терміну спостереження за тваринами після введення препарату спостерігалась загибель мишей у групах. Введення "Авесстимтм" в дозі 25,0 г/кг викликало загибель всіх шести тварин. Доза речовини 12,0 г/кг призводила до загибелі п'яти мишей. Загибель половини тварин групи спостерігалась при введенні речовини в дозі 5,0 г/кг; при введенні морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату в дозі 2,5 г/кг відбувалась загибель однієї миші групи, а доза 1,0 г/кг не викликала загибелі тварин цієї групи. В результаті аналізу побудованого графіку одержані величини токсикометричних параметрів речовини при внутрішньочеревному введенні мишам. Напівлетальна доза (ДЛ5о) склала: 5,5 (3,23-9,35) г/кг; ДД0=1,8 г/кг; ДЛ16 = 2,25 г/кг; ДЛ84 = 12,5 г/кг; ДЛ 100 = 26,0 г/кг; при R=25; К=5; N=18; А=1,24; S=2,25 (1,50-3,37); fs=1,55; f ЛД50 = 1,7 і Р=0,05. Довірчі межі встановлені тільки для напівлетальної дози, тому що f ЛДу не визначена через великий довірчий інтервал. 
Впродовж періоду спостереження за білими щурами визначили наступні параметри гострої токсичності морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату. Напівлетальна доза (ДЛ50) склала: 4,25 (3,15-5,74) г/кг; ДЛ0=1,76 г/кг; ДЛІ6=2,55 (1,73- 3,75) г/кг; ДЛ84=7,0 (4,76-10,29) г/кг; ДЛ100=10,03 г/кг; при R=6,25; К=5; N=18; А=1,14; JЛДу=1,47; S=1,58 (1,23-г2,02); fs=1,28; f ДЛ50 і Р=0,05. Довірчі межі для ДЛ0 і ДЛ 100 не встановлені через великий довірчий інтервал. Результати експерименту дозволили розробити розрахунок напівлетальної дози морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3- ілтіо) ацетату при внутрішньочеревному введенні білим щурам за методом В.Б. Прозоровського, яка склала 4,5 (2,58-6,84) г/кг. При порівнянні одержаних напівлетальних доз, розрахованих різними методами, видно, що вони виявилися близькими за величиною.
Величини напівлетальних доз при внутрішньочеревному введенні мишам та щурам дозволили визначити коефіцієнт видової чутливості (КВЧ), який становить 0,77. Величина КВЧ свідчить про відсутність видової чутливості або її слабкої дії для морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату "Авесстим™".
Гостра токсичність була також вивчена і при внутрішньошлунковому введенні білим щурам. У першій групі загибель тварин не спостерігалась, у другій - загинув один щур, у третій - три, в четвертій - п'ять і в п'ятій загинули всі тварини. Розрахунок напівлетальних доз проведений аналогічно до попередніх експериментів. Напівлетальна доза морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату при внутрішньошлунковому введенні щурам склала: 19,0 (14,50-24,89) г/кг; ДЛо=11,04 (6,28-16,06) г/кг; ДЛ16=13,5 (10,71-17,01) г/кг; ДЛ84=27,0 (21,43-34,02) г/кг; ДЛ100=35,5 (21,87+56,0) г/кг; при R=5,47; К=5; N=12; А=1,07; fДЛу=1,26; S=1,4 (1,19-1,65); fдл 100=1,60; f ДЛ50=1,31 і Р=0,05. Розрахунок величини напівлетальної дози речовини при внутрішньошлунковому введенні щурам по методу В.Б. Прозоровського довело її величину на рівні 17,8 (13,54-22,70) г/кг. Величини напівлеальних доз, одержані різними методиками виявилися близькими. 
При спостереженні за котами, яким препарат вводили внутрішньовенно, встановлено, що у першій групі спостерігали загибель одного кота, у другій - три, в третій - чотири і в четвертій всі тварини загинули. В результаті розрахунків одержані наступні параметри гострої токсичності речовини при внутрішньовенному введенні котам: ДЛ50=0,92 (0,56-1,57) г/кг; ДЛ0=0,275 г/кг; ДЛ16=0,42 г/кг; ДЛ84=2,0 г/кг; ДЛ100=3,6 г/кг при S=2,15 (0,98-4,73); А=1,57; R=4; К=4; N=18; fЕА50 =1,65; fs=2,2. Через великий довірчий інтервал межі встановлені тільки для напівлетальної дози.
Клінічна картина отруєння морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3- ілтіо) ацетатом "Авесстим™" характеризувалася вираженою руховою загальмованістю, порушенням ритму і глибини дихання, порушенням ритму серцевої діяльності, ціанозом шкірних покровів, наявністю набряків.
При аутопсії тварин спостерігалось повнокров'я та набряклість легенів, наявність петехіальних крововиливів у тканини легенів, які місцями зливалися у більші. Печінка збільшена, повнокровна, відмічені крововиливи в печінкову тканину. Петехіальні крововиливи були зафіксовані в ниркових та надниркових тканинах.
У шлунково-кишковому тракті відмічена наявність петехіальних крововиливів та розширення судин. Петлі кишечника дещо роздуті, що свідчить про порушення моторики кишечника. Малюнок головного мозку незначно згладжений, судини розширені, тканина мозку набрякла, повнокровна.
Таким чином, проведені дослідження свідчать, що напівлетальні дози для морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату "Авесстим™" при внутрішньочеревному введенні білим мишам складають 5,5 (3,23-9,35) г/кг; при внутрішньочеревному введенні білим щурам - 4,25 (3,15-5,77) г/кг; при внутрішньошлунковому введенні білим щурам - 19,0 (14,50-24,89) г/кг; при внутрішньовенному введенні котам - 0,92 (0,56-1,57) г/кг маси тіла. Мінімальні токсичні дози (ДЛ0) склали: при внутрішньочеревному введенні білим мишам - 1,18 г/кг;  внутрішньочеревному введенні білим щурам -1,76 г/кг; внутрішньошлунковому введенні білим щурам - 10,04 (6,26-16,06) г/кг; при внутрішньовенному введенні котам - 0,275 г/кг маси тіла. 
Максимальні токсичні дози (ДЛ99) склали: при внутрішньочеревному введенні білим мишам -26,0 г/кг; при внутрішньочеревному введенні білим щурам -10,03 г/кг; при внутрішньошлунковому введенні білим щурам - 35,0 (21,87-56,0) г/кг; при внутрішньовенному введенні котам - 3,6 г/кг.
Як видно з наведених результатів, величини параметрів гострої токсичності залежать від виду тварини і способу введення морфоліній 2-(5-(4- піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату.
Виходячи з класифікації хімічних речовин за класами токсичності, досліджувана речовина при внутрішньовенному введенні належить до помірнотоксичних, при внутрішньочеревному - малотоксичним, а при внутрішньошлунковому введенні - до практично нетоксичних сполук.
Гостру токсичність препарату визначали на однодобових курчатах, яким вводили 0,5 см3 препарату внутрішньом'язово. 
Для контролю використовували 0,9% фізіологічний розчин в тій же дозі. При спостереженні за курчатами протягом 14 діб не було виявлено змін у їх поведінці. Всі вони були живі, загибелі не відмічене. Змін з боку шкіряного покриву не виявили. 
Таблиця 3.138

Виживання курчат при вивченні гострої токсичності препарату "Авесстим™"
	Препарат
	Доза, мг/кг
	Кількість курчат в групі, гол.
	Загинуло, гол.
	 Загинуло, %

	0,9 % розчин NaCl
	
	20
	0
	0

	"Авесстим™"
	5733
	20
	0
	0


Як ми бачимо з таблиці 3.138, препарат "Авесстим™", введений внутрішньом′язово у дозі 5733 мг/кг, не викликав загибелі курчат і належав до практично нетоксичних речовин за класифікацією речовин за токсичністю. Вищу дозу препарату без порушення вимог до максимально допустимого об'єму (0,5 см3 ) ввести було неможливо.
3.3.8. Оцінка поведінкових реакцій дослідних тварин під впливом препарату "Авесстим™"

При аналізі поведінкових реакцій через місяць від початку введення морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату "Авесстим™" щурам встановлене вірогідне (критерій U) зниження числа перетнутих квадратів порівняно з контрольними тваринами, що одержували фізіологічний розчин. Порівняно з показниками початкового рівня виявлені значніші зміни (Р<0,05). У тварин в II і III серіях відбувалось також зменшення локомоторної активності за першим показником в порівнянні з початковими даними. Всі орієнтовні рефлекси у тварин III серії мали тенденцію до пригноблення. Збільшився вірогідно пасивний час перебування щурів на полі, що свідчить про гальмуючу дію на ЦНС субтоксичних доз морфоліній 2-(5-(4-піридил) -1,2,4-тріазол-З-ілтіо) ацетату. Це підтверджується і при дослідженні спонтанної рухової активності на стрижні, що обертається. Поріг реобази збільшився у III серії, що також свідчить про пригноблюючу дію на центральну нервову систему субтоксичних доз препарату "Авесстим™" при хронічному 30 денному введенні. Ректальна температура не змінювалася в порінянні між серіями. При вивченні частоти дихальних рухів у III серії відмічалось вірогідне (після критерію Уїлкінсона) зменшення числа дихальних рухів як у порівнянні з початковим рівнем, так і в порівнянні з контролем. У І і II серіях не відмічалось статистично значимого впливу препарату "Авесстим™" на ці показники в порівнюваних відносинах.
При вивченні впливу морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату "Авесстим™" на амплітудно-тимчасові показники ЕКГ відбувалось деяке уповільнення частоти серцевих скорочень у щурів, що одержували субтоксичну дозу препарату "Авесстим™". Амплітудних змін на ЕКГ - депресії сегменту SТ, амплітуди зубців R і S не реєструвалося.
Бромсульфалеїнова проба не відмічалась спочатку і між серіями, що свідчить про відсутність впливу препарату "Авесстим™" у дозах, що вивчалися, на функцію печінки у досліджуваних тварин, а також, на функцію нирок. Рівень артеріального тиску не змінювався у досліджуваних тварин при пероральному і внутрішньошлунковому введенні. Не відмічене і вірогідних відхилень у парціальному тиску кисню в процесі приманки тварин внутрішньочеревне. При біохімічних і морфологічних дослідженнях крові у щурів і собак встановлено наступне: місячне введення морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4- тріазол-3-ілтіо) ацетату по двох шляхах не впливало на добовий діурез і інші показники аналізу сечі, а також не впливало на електролітний склад плазми. 
При дослідженні глюкози, холестерину, сечовини у щурів виявлено збільшення холестерину у тварин III серії. Інших, статистично значимих, відхилень від контрольних параметрів не спостерігалося.
При вивченні біохімічних печінкових показників у щурів встановлена тенденція до збільшення тимолової проби, загального білірубіну (Р>0,05), що свідчить про холестатичну дію морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3- ілтіо) ацетату в субтоксичній дозі при пероральному введенні. У тварин III серії відбувалось деяке зниження змісту загального білка, зміст оксикортикостероїдів не змінювався.
Показники периферичної крові у щурів не відрізнялися статистично між групами, що свідчить про інтактну дію досліджуваної субстанції на кровотворення. 
При дослідженні білкових фракцій у щурів звертає на себе увагу певне підвищення змісту γ-фракції глобулінів, що також може відображати гепатотропний характер реакції у тварин, що отримували субтоксичну дозу. Вміст загального білка, ліпідів у сироватці і печінці щурів вірогідно не відрізнявся від контролю.
Таким чином, при проведенні біохімічних досліджень у щурів звертає на себе увагу видова гепатотропність досліджуваного препарату в субтоксичній дозі. У дозі 1/20 ЛД50 і в проміжній дозі у щурів гепатотропної токсичної дії "Авесстим™" не виявлено. Помірна гіперферментемія знайдена у щурів, що одержували препарат в субтоксичній дозі, вона пов'язана, можливо, з порушенням функціонування мікросомальних мембран і мембран гепатоцитів, а не з некротичними процесами, тобто на гістологічних препаратах печінки патології не виявлено. Для уточнення генези одержаних змін проведені додаткові дослідження з методики, запропонованої В.В. Ніколаєвськом із співавторами (1987), in vitro; переконливих даних при значенні (Р<0,05) за всіма показниками досягти не вдалося, що пов'язано, можливо, з невеликою кількістю варіантів у виборах. Швидкість окиснення пінетолу з додаванням екстракту печінки щурів склала 0,516±0,64 у.о. (контроль 0,538+0,51). Морфологічний склад периферичної крові не змінювався. Змін у нирках, сечі щурів не виявлено, що дозволяє припустити відсутність нефротичного ефекту у досліджуваної речовини через 1 місяць приманки тварин.
У результаті поведінкових реакцій у щурів через 90 днів після введення встановлено достовірне зниження кількості перетнутих квадратів у щурів III серії (Р<0,05) порівняно з групою контролю. При дослідженні локомоторної функції статистично значимих відмінностей не виявлено. М'язово-розслаблюючої дії не встановлено. Ректальна температура не відрізнялася від контролю в серіях. Показники ЕКГ не відхилялися від контрольних цифр. Не виявлений також вплив двомісячного введення "Авесстим™" на частоту дихальних рухів і тривалість гексеналового сну.
Показники периферичної крові у щурів не відрізнялися від контролю. При дослідженні біохімічних показників впродовж 3-х місяців після введення морфоліній 2-(5-(4-піридин)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату змін не виявлено.
Таким чином, у процесі вивчення хронічної токсичності препарату "Авесстим™" у трьох дозах впродовж 1, 2, 3 місяців при щоденному одноразовому внутрішньошлунковому і внутрішньочеревному введенні показали, що досліджувана субстанція речовини не викликає видимих змін загального стану і поведінки щурів. Поведінка тварин, що одержували препарат, не відрізнялася від поведінки контрольних тварин, зовні їх вигляд залишався нормальним, шерстяний покрив чистим і блискучим. Тварини були активні, стан рефлекторної діяльності (період годування) нормальний, споживання їжі і води - нормальне.
Введення препарату "Авесстим™" у трьох дозах двома способами щурам впродовж шести місяців у даній постановці експериментів не викликало видимих змін основних фізіологічних процесів і функцій. Щури контрольної і дослідної груп додали у вазі за три місяці по 20-30 г. Огляд тварин і макроскопічне вивчення внутрішніх органів не виявили істотних відмінностей від контролю. При макроскопічному дослідженні головного мозку будова всіх його відділів не відрізняється у експериментальних тварин від контролю. Гістологічне будова кори у всіх відділах не змінена. Цито- і мієлоархітектоніка сірої речовини не змінена. Будова клітин, тінкторіальні властивості цитоплазми, розміри ядер, будова хроматину не відрізняються між дослідним і контрольним матеріалом. При макроскопічному дослідженні серця вміст порожнин, товщина стінок шлуночків і передсердя аналогічні з контролем. Будова кардіоміоцитів, прошарків, крихкої тканини, ендо- і перикарда і судин не відрізняється в експериментальному матеріалі від контролю. Макроскопічне слизова оболонка всіх відділів шлунка і стравоходу мала звичний вигляд. Товщина оболонок всіх відділів шлунка, розміри і тінкторіальні властивості кліток покривного епітелію і залоз однорідні у всіх групах і контролі. Розміри і маса нирок у експериментальних тварин не відрізнялися від контролю. Будову нефронів (гістологічні особливості клубочків, капсули звитих канальців і петлі Генле), строми нирки і судин не змінені. Тимус, лімфовузли і селезінка макроскопічне не мали відмінностей у експериментальних тварин від контролю. Маса їх не змінювалася. В тимусі визначався чіткий розподіл на кіркову і мозкову речовину без ознак клітинної інволюції.

У селезінці лімфоїдні фолікули білої пульпи за їх кількісним складом і розмірами не відрізнялися від контролю. Гермінативні центри лімфоїдних фолікул звичних розмірів. Мітотичний індекс не змінювався. Клітинний склад червоної пульпи, трабекул і кровоносні судини селезінки зберігає звичну будову.
У лімфовузлах кірковий, мозковий шар і паракортикальна зони мали клітинний склад, що мало відмінний від таких у контрольних тварин. Вміст синусів лімфовузлів та їх будова не змінені.
При дослідженні органів ендокринної системи (щитовидна залоза, наднирникові залози, яєчники і селезінка), збільшення їх маси і розмірів порівняно з контролем не встановлено.
У щитовидній залозі кількість і розміри фолікул аналогічна з контрольною групою, так само як епітелій і колоїд. Строма залози, гістологічна будова судин не відрізнялися між дослідною групою і контролем.
У надниркових залозах визначається чіткий розподіл шарів коркової речовини, клітини звичайних розмірів і забарвлення. Клітини мозкового шару наднирників також не змінені у всіх групах і в контролі. Гістологічна будова яєчників і сім'яників не відрізняється від контролю. Порушення овогенезу і сперматогенезу не виявлено. Будова матки, ендо-, міо- і периметрія не відрізнялася від контролю.
При макроскопічному дослідженні печінки відхилення від норми не виявлене. Змін часточок гепатоцитів та строми в експерименті не встановлено.
При вивченні легенів ознак пневмонії, зміни ваги і розмірів не виявлено. Гістологічна будова великих, середніх і дрібних бронхів порівняно з контролем і відхилень від норми не показало.
Таким чином, гістоморфологічні дослідження показують, що введення субстанції морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату не викликає патоморфологічних змін у всіх досліджених органах, що свідчить про нешкідливість досліджуваної субстанції.
Результати дослідження субстанції морфоліній 2-(5- (4-піридил -1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату "Авесстим™" у щурів через 180 днів. У результаті поведінкових реакцій встановлено вірогідне зниження кількості перетнутих квадратів у щурів III серії (Р<0,05) порівняно з групою контролю. При дослідженні локомоторної функції статистично значущих відмінностей не встановлено. Ректальна температура не відрізнялася від контролю в серіях. ЕКГ показники не відхилялися від контрольних цифр. Не виявлений також вплив двомісячного введення препарату на частоту дихальних рухів і тривалість гексеналового сну. Показники периферичної крові у щурів не відрізнялися від контролю. При дослідженні біохімічних показників у перебігу 6-ти місяців після введення морфоліній 2-(5-(4- піридин)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату змін не виявлено.
Таким чином, у процесі вивчення хронічної токсичності препарату "Авесстим™" у трьох дозах впродовж 6 місяців при щоденному одноразовому внутрішньошлунковому і внутрішньочеревному введенні показало, що досліджувана субстанція речовини не викликає видимих змін загального стану і поведінки щурів. Поведінка тварин, що одержували сполуку, не відрізнялася від поведінки контрольних тварин, зовні їх вигляд залишався нормальним, шерстяний покрив чистим і блискучим. Тварини були активні, стан рефлекторної діяльності (період годівлі) нормальний, споживання їжі і води - нормальне. У тварин зовнішні патологічні зміни відсутні.
Введення препарату "Авесстим™" у трьох дозах двома способами щурам впродовж шести місяців у даній постановці експериментів не викликало видимих змін основних фізіологічних процесів і функцій. Щури контрольної і дослідної груп додали у вазі за три місяці по 20-30 г.
Дані гістологічного дослідження через 180 днів, вивчення стану шкіри і слизових оболонок, опорно-рухового апарату, зовнішнього вигляду і консистенції внутрішніх органів, їх будови не виявили істотних відмінностей від контролю.
При дослідженні головного мозку макроскопічна будова всіх його відділів у експериментальних тварин не відрізняється від контролю. Гістологічне будова кори у всіх відділах не змінена. Цито- і мієлоархітектоніка сірої речовини не змінена. Будова клітин, тинкторіальні властивості цитоплазми, розміри ядер, будова хроматину не відрізняються між дослідним матеріалом і контрольним.
При макроскопічному дослідженні серця вміст порожнин, товщина стінок шлуночків і передсердя аналогічні з контролем. Будова кардіоміоцитів, прошарків, крихкої тканини, ендо- і перикарду та судин не відрізняються в експериментальному матеріалі від контролю.
Макроскопічно слизова оболонка всіх відділів шлунка і стравоходу мала, забарвлення звичайне. Товщина оболонок всіх відділів шлунка, розміри і тінкторіальні властивості клітин покривного епітелію і залоз однорідні у всіх групах та контролі.
Розміри і маса нирок у експериментальних тварин не відрізнялися від контролю. Будову нефронів (гістологічні особливості клубочків, капсули, звитих канальців і петлі Генле), строми нирки і судини не змінено.
Тимус, лімфовузли і селезінка макроскопічне не мали відмінностей у експериментальних тварин від контролю. Маса їх не змінювалася. У тимусі визначався чіткий розподіл на кіркову і мозкову речовину без ознак клітинної інволюції.
У селезінці лімфоїдні фолікули білої пульпи за їх кількісним складом і розмірами не відрізнялися від контролю. Гермінативні центри лімфоїдних фолікул звичних розмірів. Мітотичний індекс не змінювався. Клітинний склад червоної пульпи, трабекул і кровоносні судини селезінки зберігають звичайну будову.
У лімфовузлах кірковий, мозковий шар і паракортикальна зона були мало відмінні від контрольних тварин. Вміст синусів лімфовузлів і їх будова не змінені.
При дослідженні органів ендокринної системи (щитовидна залоза, наднирники, яєчники і селезінка) збільшення їх маси і розмірів порівняно з контролем не встановлено.
У щитовидній залозі кількість і розміри фолікулів аналогічні з контрольною групою, так само як епітелій і колоїд. Строма залози, гістологічна будова судин не відрізнялися між дослідною групою і контролем.
У надниркових залозах визначається чіткий розподіл шарів кіркової речовини, клітини звичних розмірів і забарвлення. Клітини мозкового шару надниркових також не змінені у всіх групах і в контролі.
Гістологічна будова яєчників і сім′яників не відрізняється від контролю. Порушення овогенезу і сперматогенезу не виявлено. Будова матки, ендо-, міо- і периметрія не відрізняється від контролю.
Макроскопічне дослідження печінки відхилення від норми не виявило. Гістологічна будова часточок гепатоцитів, строми, гістологічних змін в експерименті не встановлено.
При дослідженні легенів ознак запального процесу, змін ваги і розмірів не виявлено. Гістологічна будова великих, середніх і дрібних бронхів порівняно з контролем відхилень від норми не показала.

3.3.9. Визначення термінів виведення залишків діючої речовини препарату "Авесстимтм" із м’язів та органів курчат
Наступним етапом було з’ясування термінів виведення залишків діючої речовини препарату "Авесстимтм" із м’язів та органів курчат, при застосуванні препарату відповідно до схеми та рекомендованих доз. Встановлено, що спектри поглинання сироватки крові, вільної від лікарської речовини, та сироватки, що містила відому кількість препарату "Авесстимтм" наведені на рис. 3.20 
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Рис. 3.20. Спектри поглинання сироватки крові, вільної від лікарської речовини, сироватки, що містила відому кількість препарату "Авесстимтм"

Відсутність поглинання сироватки крові в межах 281 нм, де поглинає речовина препарату, підтверджує можливість визначення препарату у сироватці крові прямою УФ-спектрофотометрією. 
За визначення механізмів дії речовини було проведено аналіз залишкових концентрацій АДР у сироватці крові курчат. На спектрах поглинання зразків сироватки крові, одержаних після введення розчину препарату "Авесстимтм" через 24 години та 48 годин, не було зареєстровано характерної смуги поглинання при 273 нм (рис. 3.21), що може свідчити про відсутність діючої речовини у сироватці крові. Після дослідження спектрів сироватки крові, яку отримали в інтервалах 3, 6, 12, 15, 18, 24, 30, 33, 36, 40, 44 та 48 годин після введення препарату, встановили, що на спектрах поглинання зразків сироватки крові, одержаних після введення розчину препарату "Авесстимтм" (інтервал 24 години) не було зареєстровано характерної смуги поглинання при 281 нм, що може свідчити про відсутність діючої речовини у сироватці крові. Подальші дослідження не виявили наявності діючої речовини. В подальшому було досліджено кров та деякі органи птиці. 
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Рис. 3.21. Спектри поглинання:1 – розчину порівняння препарату "Авесстимтм"; 2 – зразок сироватки крові (інтервал 24 години) після введення розчину препарату "Авесстимтм"; 3 – зразок сироватки крові (інтервал 48 години) після введення розчину препарату "Авесстимтм".
Для підрахунку еритроцитів у пробірку вносили 4 см3 0,9 % розчину натрію хлориду і додавали по 0,02 см3 крові та перемішували. Клітини підраховували в рахунковій камері Горяєва за загальноприйнятим методом. Кількість еритроцитів обчислювали за формулою:
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X – число еритроцитів у 1 мм крові; а –загальна кількість клітин у 80квадратах; 200 – ступінь розведення крові.
Підрахунок тромбоцитів проводили за схемою: у пробірку вносили по 0,4 см' 0,01 % розчину метилвіолету на основі 0,9 % розчину натрію хлориду, а потім додавали 20 мм3 крові, перемішували та ставили в термостат при температурі 37°С на 15 хвилин. Підрахунок тромбоцитів проводили в камері Горяєва у 100 великих квадратах, із використанням об’єктива - х 40. Для підрахунку лейкоцитів використовували рідину Тюрка. Кількість тромбоцитів та лейкоцитів обчислювали за формулою:
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X – число лейкоцитів (тромбоцитів) у 1 мм3 крові; а – загальна кількість клітин у 100 великих квадратах; 20 – ступінь розведення крові.

Лейкограму виводили методом розрахунку в мазках крові, пофарбованих за Паппенгеймом. На нефіксований мазок наносили 2 см3 фарби Май-Грюнвальда на 3 хв., потім додавали 2 см3 дистильованої води. Через 2 хвилини фарбу зливали та наносили 2 см3 розчину азур-еозину. Препарати витримували впродовж 15 хв., промивали у проточній воді та висушували. Рівень гемоглобіну у крові встановлювали за допомогою гемометра Салі. Після встановлення рівня гемоглобіну та кількості еритроцитів у крові розраховували кольоровий індекс крові за формулою:
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J–кольоровий індекс; NR– середня кількість еритроцитів у даного виду (Т/л); NHb– середня кількість гемоглобіну в даного виду (г/л); Нb– встановлена кількість гемоглобіну (г/л); R– встановлена кількість еритроцитів (Т/л).

Швидкість зсідання еритроцитів вивчали за допомогою уніфікованого мікрометоду Панченкова. Для цього капіляром з апарата Панченкова відбирали по 50 мм3 (до мітки Р) 5 % розчину цитрату натрію і видували у пробірку. Потім два рази капіляром набирали по 100 мм3 (до мітки К) крові видували її у пробірку з розчином та перемішували. Після цього отриману суміш набирали до мітки К та встановлювали капіляр у штатив Панченкова. Через одну годину враховували швидкість осідання еритроцитів (ШЗЕ) за висотою стовпчика еритроцитів та виражали в міліметрах. При дослідженні фагоцитарної активності нейтрофілів периферичної крові використовували завись мікробної культури мікрококусу. При цьому у пробірку наливали 0,9 см3 стабілізованої крові і додавали 0,1 см3 зависі мікробної культури (1 млрд. за оптичним стандартом мутності). Потім перемішували та витримували в термостаті за температури 37°С впродовж 30 хв. Під час інкубації періодично струшували. Після контакту клітин з мікробною культурою центрифугували при 1500 об/хв. впродовж 5 хв. Плазму крові відсмоктували, а з осаду готували мазки. Потім мазки фіксували у 96 % етиловому спирті впродовж 20 хв., висушували та фарбували азур-еозином. Оцінку фагоцитарної реакції проводили за такими показниками: 1 – відсоток фагоцитуючих клітин по відношенню до загальної кількості нейтрофільних лейкоцитів (ФП); 2 – фагоцитарне число (ФЧ) – середнє число фагоцитованих мікробів, яке припадає на один активний фагоцит. Проводили тест відновлення нітросинього тетразолію (НСТ - тест) у мазках крові. Реакція ґрунтується на відновленні нітросинього тетразолію при його взаємодії з активованим нейтрофілом. Імунологічні дослідження крові проводили з визначенням Т- і В - лімфоцитів методом розеткоутворення із еритроцитами барана згідно з методикою за Jondal у модифікації А.Н. Чередєєвої та співавторів. Виділення лімфоцитарної фракції крові проводили за методом Bojum, М. Н. Wansbrough-Jones. При визначенні загальної кількості: Т- лімфоцитів звертали увагу на кількість еритроцитів, що приєдналися впродовж 40 - 60 хв. Кількість В - лімфоцитів визначали за методом N. F. Mendes, у модифікації А. Н. Чередеєвої, комплементарним розеткоутворенням з еритроцитами барана, що містять активні компоненти. Кількість О - клітин підрахували при відніманні від 100 % суми лімфоцитів загальної кількості Т-лімфоцитів та В-лімфоцитів. Активні Т- лімфоцити ідентифікували як клітини з загального складу Т-лімфоцитів, які утворюють розетки з еритроцитами барана в системі Е-акт - РУК за методом Asmituта ін. (1995 p.).
Активні розетки утворюються протягом 10 хв. при певному співвідношенні кількості еритроцитів барана та лімфоцитів без інкубації і центрифугування. Визначення кількості теофілін чутливих (Т-супресорів) та резистентних до дії теофіліну (Т-хелперів) клітин виконували за методом М.Н. Wansbrough- Jonesта S. Limatibu (1995 p.). Кількість теофілінчутливих Т-клітин з переважно супресивною активністю визначали шляхом віднімання теофілін – резистентних Т-клітин із загального числа Т-лімфоцитів. Імунорегуляторний індекс (ГРІ) розраховували як співвідношення Т-хелперів до Т-супресорів. Термостабільні Т-лімфоцити ідентифікуються як клітини із загальної кількості Т-лімфоцитів, які створюють розетки із еритроцитами барана при 37°С за методом А. Н. Чередєєва. Загальний рівень циркулюючих імунних комплексів (ЦІК) та їх фракційний склад за молекулярною масою визначали методом преципітації з 3,5 % розчином поліетиленгліколю (ПЕГ) з молекулярною масою 6000 Д (ПЕГ – тест ОП 280). Суть методу полягає у здатності розчину ПЕГ осаджувати імунні комплекси й агреговані імуноглобуліни сироватки крові. Зміни щільності розчину реєстрували на фотоелектричному концентраційному колориметрі КФК-2 МП проти фосфатного буфера при довжині хвилі 449 нм. Рівень ЦІК виражали в одиницях оптичної щільності. Статистичну обробку отриманих даних проводили на комп’ютерному комплексі за допомогою електронних таблиць Microsoft Excel ХР Professional. Середню арифметичну величину М розраховували за формулою:
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V – значення ознаки у кожної особини в групі;
∑– знак суми;

п - загальна кількість особин у групі.

Середнє квадратичне відхилення δ:
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∑V2– сума квадратів значень ознак;
п - загальна кількість особин у групі; 

п - 1 – число ступенів свободи;

(∑V)2 – квадрат суми.

Значення похибки середньої арифметичної т:
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де:

Критерій вірогідності td
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М1 та М2– середні арифметичні відповідно першого та другого варіаційних рядів; m2M1 –квадрат помилки середньої арифметичної першого варіаційного ряду; т2M2– квадрат помилки середньої арифметичної другого варіаційного ряду. Ознаку вважали: - слабовірогідною (*) якщо td> 2,101, то рівень вірогідності Р<0,05 (95%); - середньовірогідною (**) якщо td> 2,878, то Р<0,01 (99%); - високовірогідною (***) якщо td>3,920, то P<0,001 (99,9%).
Імунологічні показники на початку досліджень були у межах фізіологічних параметрів для даного віку птиці. Вже через 12 годин після введення курчатам сполуки зареєстровано деякі відмінності гематологічних показників відносно контролю. Кількість еритроцитів відносно контрольної групи курчат в усіх групах через 12 годин після введення сполуки вірогідно знизилися. Так, у групі №2 відмічали зниження абсолютної кількості еритроцитів на 0,89 тис. / мкл. (р < 0,001), у групі №3 встановлено зниження на 0,72 тис. /мкл (р<0,001). Вірогідне зниження кількості гемоглобіну відбувалося у курчат обох дослідних груп, відносно контролю, на 17,1 та 19,1; г/л відповідно. Введення препарату "Авесстимтм" курчатам за вибраною схемою не мало негативного впливу на видимий клінічний стан птиці (табл. 3.139). На початку експерименту маса тіла курчат у дослідних групах не мала різниці з масою курчат контрольної групи. При цьому маса курчат контрольної групи склала 985±20 г, у групі №2 – 1015±24 г та у групі №3 – 1000±22 г. 
Через 24 години після першого введення сполук також не виявлено вірогідної різниці абсолютної маси курчат між дослідними групами. Водночас у 2-й групі зареєстроване незначне підвищення цього показника (на 15,0 г) порівняно з контролем. Водночас встановлено вірогідне підвищення (Р<0,001) абсолютної маси бурси Фабриціуса. 
Таблиця 3.139
Показники маси тіла та органів курчат у динаміці після введення препарату "Авесстимтм" (М±т, п=7)

	Показники
	Групи курчат

	
	контроль (перша група)
	друга група
	третя група

	
	(0,9 % фізіологічний) розчин)
	Авесстим, 2 % (0,01 мг/см3) мг/мл)
	Авесстим, 2% (0,01 мг/см3)

	
	введення сполук

	Абсолютна маса курчат

, г
	93,66±8,29
	122,7±14,3
	96,336±,4
	118,3±10,36
	101,3±9,68


	114,71±0,171



	бурса Фабриціуса

	Абсолютна маса, г
	0,068±0,01
	0,062±0,002
	0,06±0,01
	0,061±0,004
	0,07±0,007
	0,068±0,002



	Відносна маса, %
	0,07±0,008
	0,052±0,007
	0,070±,008
	0,05±0,0
	0,069±0,008


	0,057±0,004

	Індекс
	0,72 ± 0,08
	0,52 ± 0,07
	0,62+0,04
	0,51 ±0,01
	0,70±0,04
	0,6±0,03

	тимус

	Абсолютна маса, г
	0,61±0,02 8
	0,78±0,14
	1,21±0,11
	0,8±0,13
	0,71±0,046


	0,81±0,07

	Відносна маса, %
	0.65±0.01
	0,62±0,05
	1,17±0,16
	0,67±0,06
	0,71±0,08
	0,71±0,096

	Індекс
	6,56±0,028
	б,24±0,49
	11,69±1,1
	6,2±0,6
	7,16±0,78
	7,16±0,96

	селезінка

	Абсолютна маса, г
	0,044±0,03
	0,047±0,01
	0,048+0,02
	0,045±0,002
	0,043±0,03
	
	0,046±0,001



	Відносна маса, %
	0,047±0,01
	0,039±0,04
	0,049±0,01
	0,041±0,004
	0,043±0,02


	
	0,04±0,003

	Індекс
	0,47±0,02
	0,39±0,04
	0,5±0,01
	0,38±0,015
	0,43±0,02
	
	0,4±0,027


Після введення препарату "Авесстимтм" вірогідно (Р<0,001) підвищилася абсолютна та відносна маса тимуса. Вірогідну різницю (Р<0,001) мав індекс тимуса відносно контролю. В 2-й та 3-й групі вірогідно вищою (Р<0,001) була абсолютна та відносна маса селезінки. Після 5-ї доби введення сполуки абсолютна маса курчат у групах не відрізнялася. 
Проте відбувалося підвищення абсолютної та відносної маси бурси Фабриціуса, індексу бурси Фабриціуса у групі №2 (Р<0,001). Відносна маса тимуса була вищою (Р<0,001) в обох дослідних групах по відношенню до контролю. Також збільшилася відносна маса селезінки (Р<0,001) птиць із груп №2 та №3. Індекс селезінки в 2-й групі вірогідно відрізнявся від контролю. Зниження кількості тромбоцитів виявлене
 у курчат відносно контролю на 17 тис./ мкл. (р<0,001). Кількість лейкоцитів у групі контролю була вищою за показник у дослідних групах курчат (р<0,001), при цьому найбільша різниця виявлена у групі №2. Кольоровий індекс вірогідно знизився (р<0,001) у групі 2 відносно контролю, тоді як у 3-й групі не відбувалося вірогідних коливань. У 2-й та 3- й групі вірогідно знизився рівень еозинофілів (р<0,001) відносно контрольної групи. Підвищення показника відбувалося на 2,1 та 1,5 % відносно групи контролю (табл.3.140).
Таблиця 3.140
Гематологічні показники курчат дослідних груп через 12 годин після закінчення введення препарату, n =10 (M±m)
	Показники крові
	Групи

	
	контроль 1
	дослідна 2
	дослідна 3

	Еритроцити, т /л
	3,51±0,07
	2,62±0,09***
	2,79±0,02***

	ШЗЕ, мм / год.
	2,9±0,28
	3,5±0,43
	2,8±0,29

	Гемоглобін, г/ л
	108,6 ± 1,01
	91,5 ±0,76***
	89,5± 1,17***

	Тромбоцити, г/ л
	80 ± 5,16
	61,4 ±5,37
	57,0 ± 3,27

	Лейкоцити, г / л
	18,3 ±0,15
	13,5 ± 0,48***
	15,9 ± 0,5***

	Кольоровий індекс
	0,89 ±0,01
	0.79 ± 0,01
	0,82 ± 0,01***

	Лімфоцити, %
	64,5 ± 1,38
	63,6 ±0,58
	64,9 ± 0,35

	Базофіли, %
	0,3±0,15
	0,5±0,17
	0,3±0,15

	Моноцити, %
	2,3±0,15
	3,8±0,13
	4,4±0,27

	Еозинофіли, %
	2,0±0
	1,4±0,16***
	4,1 ±0,23

	Псевдоеозинофіли,%
	30,9± 1,53
	30,7±0,45
	26,3±0,75*


Примітка: *порівняно до контрольної групи курчат

Контроль імунологічних показників курчат через 12 годин після введення сполуки виявив зниження загальної кількості Т-лімфоцитів, порівняно до контрольної групи, ( р < 0,01). Кількість Т-супресорів була нижчою в усіх дослідних групах відносно контролю (р < 0,01). Вірогідне збільшення кількості Т- 0 клітин відбулося в групі  №3 – р <0,01.

При цьому виявлено зниження кількості В-лімфоцитів відносно контрольної групи курчат, але тільки у курчат 3-ї групи цей показник мав вірогідну різницю (р < 0,1). Підвищення середньомолекулярних ІДІК (р <0,01) відбулося в усіх дослідних групах порівняно до контролю. Вірогідне підвищення рівня дрібномолекулярних ЦІК зареєстровано у групах курчат №2 та №3( р < 0,001) порівняно з контролем. 
Встановлено стимуляцію фагоцитарної активності нейтрофілів в усіх групах (р < 0,01). Число фагоцитованих клітин було вище в дослідних 2-й та 3-й групах ( р <  0,1) та нижче в 1-й контрольній групі (табл. 3.141).

Таблиця 3.141
Імунологічні показники курчат через 12 годин після закінчення ведення препарату n =10 (M±m)
	Показники
	Група 1 контроль
	2 дослідна
	3 дослідна

	Т - загальні, %
	42.2±0,42
	35.1±0.81
	35,7±0,52**

	Т - хельпери, %
	27,7±0.4
	24,8±0,42
	25,8±0,47

	Т - супресори, %
	14,5 ±0,43
	10,3±0,52**
	10,2±0,29**

	Т - нульові, %
	38,6±0,7
	48,8±0,74**
	47,6±0.65**

	ІРІ, ум.од.
	1,9±0,07
	2,43±0ЛЗ
	2,7±0,06

	В - загальні, %
	19,2±0,33
	16,1 ±0,23
	16,7+0.26

	великомолекулярні
	3,2±0,84
	2,4±0,26
	4,5±0,4

	середньомолекулярні
	б,7±0,15
	4,6±0,58**
	13,8+0,95**

	дрібномолекулярні
	10,8±1.08
	12,2=і 0.59
	24,4±2,96***

	Фагоцитарна активність, %
	60,0±0
	66,0±0,67**
	65,0+2,11**

	Фагоцитарне число, од.
	3,7±0Д5
	2.4±0.26
	4,5±0,4*


Примітки: - слабовірогідно (*), якщо td>2,101, то рівень вірогідності Р<0,05 (95%); - середньовірогідною (**), якщо td>2,878, то Р<0,01 (99%); - високовірогідною (***), якщо td 3,920, то Р<0,001 (99,9%).• порівняно з контрольною групою курчат.
Для виявлення можливих залишкових концентрацій діючої речовини у м’ясі та органах птиці було досліджено проби білого (грудинка), червоного (окорок) м’яса, печінки та нирки. Дослідження кожної проби проводили окремо. 

Після гомогенізації проби, дослідження зразка проводили за загальною методикою хіміко-токсикологічного аналізу. Спектрофотометричне вивчення екстракту свідчить про відсутність діючої речовини в об’єктах дослідження. За результатами досліджень слід зазначити, що сполука є нетоксичною та не накопичується у сироватці крові, м’ясі та органах птиці впродовж досліджуваного терміну, зумовлюють позитивний вплив на резистентність курчат.

Таким чином, діюча речовина препарату "Авесстимтм" у концентрації 0,01 мг/см3, при пероральному введенні птиці з питною водою є нетоксичною сполукою, вона стимулює розвиток імунокомпетентних органів птиці, що позитивно впливає на імуномоделюючу активність препарату. Доведено, що вже через 12 годин після введення препарату "Авесстимтм" у випробувальних дозах, як після першого, так і після наступних введень, не встановлено залишкових концентрацій діючої речовини сполуки у сироватці крові, м’ясі та деяких органах птиці.

3.3.10. Визначення оптимальної дози препарату "Авесстимтм"

Наступним етапом досліджень було визначення оптимальної дози препарату "Авесстимтм" на курчатах двотижневого віку. Встановлено збільшення показників із збільшенням дозування. Мінімальні дози 1 та 2,5мг/кг маси тіла (за АДВ) викликали незначні збільшення у вмісті імуноглобулінів і збільшення індексів тимуса, селезінки і бурси Фабриціуса. Доза 5 мг/ кг маси тіла значно відрізнялась у бік збільшення і досягала показників відповідно: рівень IgG сягав 8,03±0,036 мг/л (Р<0,001); IgM–1,64±0,04 мг/л (Р<0,001), IgA-0,52±0,01 мг/л (Р<0,001). Збільшення дози до 7,5 та 10 мг/кг на курча викликало подальше зростання рівня цих показників, відповідно: IgG 8,08±0,05 мг/л (Р<0,001) та 8,10±0,03 мг/л (Р<0,001); IgM 1,67±0,04 мг/л (Р<0,001) та 1,67±0,05 мг/л (Р<0,001), та IgA 0,54±0,01 мг/л (Р<0,001) та 0,54±0,012мг/л (Р<0,001). Величина індексів тимуса, бурси Фабриціуса та селезінки також збільшувались пропорційне до дози екстракту. Найбільшими ці показники були відмічені у курчат, які отримували максимальну дозу препарату. У четвертій та п’ятій групах показники були дещо нижчими, а різниця коливалася в межах статистичної невірогідності (табл.3.142). Проведеними дослідами встановлено позитивний вплив імуностимулятора "Авесстим" на продуктивність курчат. Приріст маси дослідних курчат корелював зі збільшенням дози імуностимулятора. 
Таблиця 3.142
Результати визначення імуностимулюючої дії препарату "Авесстимтм" 
	Показ -

ники
	Контроль
	Доза "Авесстимтм" мг/кг (за АДР)

	
	
	1,0
	2,5
	5,0
	7,5
	10,0

	
	1 група
	2 група
	3 група
	4 група
	5 група
	6 група

	Рівень IgG, мг/л
	6,22±0,02
	7,20±0,04*
	7,91±0,03*
	8,08±0,03*
	8,10±0,05*
	8,12±0,3*

	Рівень IgМ, мг/ л
	1,29±0,03
	1,60±0,02*
	1,63±0,02*
	1,66±0,03*
	1,68±0,02*
	1,67±0,04*

	Рівень IgА,

мг/ л
	0,36±0,01
	0,50±0,02*
	0,52±0,01*
	0,54±0,01*
	0,56±0,01*
	0,54±0,012*

	Маса тимусу,

мг
	1098,4± 0,08
	1360,2±0,06*
	1394±0,06*
	1429,3±0,06*
	1434,4± 0,03*
	1495,1±0,05*

	Індекс тимусу
	4,50±0,01
	5,52±0,01*
	5,54±0,01*
	5,64±0,02*
	5,63±0,01*
	5,65±0,01*

	Маса бурси, мг
	1104,8±0,05
	1332,8±0,05*
	1468±0,04*
	1493,2±0,04*
	1497±0,05*
	1498,28±0,05*

	Індекс

бурси
	4,555±0,03
	5,66±0,01*
	5,69±0,01*
	5,78±0,02*
	5,82±0,01*
	5,84±0,02*

	Маса селезінки, мг
	299,6± 0,05
	320,5±0,05*
	336,4±0,03*
	344,2±0,05*
	342,3±0,02*
	345,9±0,02*

	Індекс селезінки
	1,26±0,02
	1,36±0,05*
	1,38±0,06*
	1,39±0,05*
	1,37±0,04*
	1,37±0,03*

	Маса тіла, г
	251,1±3,2
	260,2±2,6
	275,2±4,3
	275,4±3,5
	273,6±4,3
	274,5±4,4


Примітка: *-Р<0,001
Помітне підвищення показників відмічене зі збільшенням дози, починаючи з дози 5,0 мг/кг маси тіла.
Таким чином, за результатами проведених досліджень встановлено, що при мінімальних дозах 1,0 та 2,5 мг/кг маси тіла в показниках імунної системи відмічене лише незначні позитивні зміни порівняно з показниками курчат контрольної групи.

Дозу 5,0 мг/кг маси тіла слід вважати оптимальною, виходячи з отриманих даних. Що стосується доз 7,5 та 10,0 мг/кг маси тіла, то вони можуть бути застосовані з метою імуностимуляції за наявності достатньої кількості препарату. При порівнянні даних, отриманих при цих дозах, з даними четвертої групи можна відмітити лише невелику перевагу. Тому дозу 5,0 мг/кг маси тіла слід вважати


оптимальною з урахуванням ефективності та раціонального використання матеріалу. 
У цьому ж експерименті було вивчено імуностимулюючу ефективність "Авесстимтм" при вакцинації проти ньюкаслської хвороби. Результати оцінювалися за результатами серологічних, біохімічних та імуноморфологічних досліджень За результатами постановки РЗГА достатньо ефективною імуностимулюючою дозою препарату "Авесстимтм" для курчат є 10,0 мг/кг на маси, проте дози 5 та 7,5 мг/кг маси теж мал добре виражені імуностимулюючі властивості. Рівень циркулюючих імунних комплексів (ЦІК) зростав із збільшенням дози імуностимулятора. 

Різниця між результатами четвертої, п’ятої та шостої груп є незначною і статистично невірогідною. Що стосується показників контрольної, а також 2-ї і 3-ї груп, де доза дорівнювала відповідно 1,0 та 2,5 мг/кг маси, то там показники були значно нижчими. 

За рівнем накопичення імуноглобулінів усіх класів кращі результати спостерігали при введенні імуностимулятора в дозі 7,5 та10,0 мг/кг, але доза  5,0 мг/кг маси тіла також була досить ефективною, її можна вважати оптимальною за незначною розбіжністю в показниках цих груп.
Рівень серомукоїдів у сироватці крові найвищим був у контрольній  групі і склав 2,75±0,025 мг/л (Р<0,001), а при застосуванні імуностимулятора цей показник знижувався. 
При дослідженні бактерицидної та лізоцимної активності сироватки крові курчат встановлено, що найбільш виражена бактерицидна активність була у курчат, які отримували "Авесстимтм" у дозі 5,0; 7,5 та 10,0 мг/кг маси тіла.
Найбільшу Т-лімфоцитів було виявлено у 6 групі, але збільшення цього показника проходило нерівномірно. При дозі 5,0 мг/кг маси тіла  кількість Т-лімфоцитів значно збільшувалась порівняно з контрольною групою. Найменша кількість В-лімфоцитів була в контрольній групі – 13±0,15 %, а найбільше значення було виявлено у курчат 6 групи– 27±0,23 % (Р<0,01), але достатньо ефективне підвищення цього показника порівняно з контролем відмічено при дозі 5,0 мг/кг маси курчат четвертої групи (22±0,12%).

Індекси лімфоїдних органів, за даними таблиці 3.143, підвищувалися від збільшення дози імуностимулятора. Дозу 0,5 см3 у курчат 4-ї групи слід вважати оптимальною, тому що подальше збільшення дози було менш ефективним, хоч невеликий приріст цих показників спостерігався у курчат 5-ї та 6-ї груп.

За результатами гістологічного дослідження у курчат контрольної групи, щеплених без імуностимуляції, було виявлено збіднення тимуса на лімфоцити, а при застосуванні "Авесстимтм" у щеплених курчат 4-ї групи в бурсі Фабриціуса спостерігалося нерівномірне потовщення коркового шару лімфоїдних вузликів із набуттям трилистої форми.

Доведено, що дозу 5,0 мг/кг тіла треба вважати оптимальною, виходячи з економного використання матеріалу та отриманих показників імуностимуляції. Дози 7,5  та 10,0 мг/кг маси тіла також можуть бути застосовані за умови достатньої кількості препарату. Таким чином, при застосуванні "Авесстимтм" курчатам при оптимальній дозі 5,0 мг/кг маси тіла за результатами біохімічних та імуноморфологічних досліджень імунний статус підвищувався за показниками IgG до 8,03±0,036 мг/л, IgМ – до 1,64±0,04 мг/л, IgА – до 0,52±0,01 мг/л. У контрольних курчат ці показники були нижчими і дорівнювали відповідно 6,44±0,042 мг/л; 1,39±0,04 мг/л та 0,35±0,013 мг/л (табл. 3.143).

Імуноморфологічні показники за даними індексу тимуса дорівнювали 5,62±0,016, індексу бурси Фабриціуса – 5,71±0,019, а в контрольній групі ці індекси були меншими і відповідно дорівнювали 4,40±0,012 і 4,35±0,013. 

При щепленні курчат проти ньюкаслської хвороби за результатами серологічних досліджень застосування препарату "Авесстимтм" підвищує імунну відповідь. Титри антигемаглютинінів при дозі 5,0 мг/кг тіла значно зростають порівняно з контролем 5,6±0,01 log2 і сягають 7,67±0,07 log2, а при подальшому збільшенні дози, цей показник лише незначно збільшується, що свідчить про недоцільність застосування більших доз. 
Таблиця 3.143
Визначення оптимальної імуностимулюючої дози препарату "Авесстимтм" при щепленні вакциною Ла-Сота (M±m, n=10)
	Критерії оцінки
	Вірус-вакцина Ла-Сота

	
	Контроль
	доза "Авесстим" мг/кг маси

	
	
	1,0
	2,5
	5,0
	7,5
	10,0

	
	1 група
	2 група
	3 група
	4 група
	5 група
	6 група

	Титр анти-гемаглютинінів, log2.
	5,6±0,01
	6,66±0,07*
	6,67±0,06*
	7,67±0,07*
	7,68±0,07*
	7,69±0,05*

	Рівень IgG, мг/л
	8,59±0,01
	8,61±0,013*
	9,02±0,014*
	9,62±0,016*
	9,63±0,014*
	9,65±0,011*

	Рівень IgM, мг/л
	1,39±0,05
	1,51±0,02*
	1,52±0,007*
	1,62±0,014*
	1,62±0,007*
	1,63±0,02*

	Рівень IgA, мг/л
	0,62±0,014
	0,640±0,013*
	0,651±0,012*
	0,670±0,016*
	0,67±0,01*
	0,675±0,015*

	ЦІК, мг/л
	0,07±0,002
	0,08±0,022*
	0,09±0,025*
	0,09±0,03*
	0,10±0,02*
	0,10±0,001*

	Серомукоїди, мг/л
	2,75±0,025
	1,1±0,032*
	0,8±0,01*
	0,6±0,02*
	0,4±0,03*
	0,2±0,02*

	Бактерицидна активність, %
	60±0,02
	80±0,021*
	81±0,04*
	81,5±0,03*
	82±0,03*
	82,5±0,04*

	Лізоцимна активність, мкг/л
	1,03±0,025
	1,40±0,02*
	1,41±0,03*
	1,43±0,024*
	1,45±0,02*
	1,46±0,03*

	Т-лімфоцити, Е-РОК, %
	43±0,15
	 50±0,25*
	49±0,15*
	54±0,2*
	62±0,1*
	72±0,12*

	В-лімфоцити ЕАС – РОК, %
	13±0,15
	18±0,1*
	20±0,09*
	22±0,12*
	24±0,11*
	27±0,23*

	Індекс тимуса
	4,36±0,011
	4,60±0,012*
	5,60±0,014*
	5,64±0,02*
	5,63±0,012*
	5,65±0,014*

	Індекс бурси
	4,42±0,01
	5,04±0,012*
	5,23±0,013*
	5,74±0,012*
	5,75±0,013*
	5,78±0,01*

	Індекс селезінки
	1,28±0,003
	1,30±0,003*
	1,34±0,002*
	1,34±0,03*
	1,35±0,002*
	1,35±0,01*


Примітка: *-Р<0,001

Біохімічними та імуноморфологічними дослідженнями у щеплених курчат при  застосуванні препарату "Авесстимтм" у дозі 5,0 мг/кг тіла було встановлено чітко виражене зростання рівня IgG, IgМ, IgА, індексу тимуса та індексу бурси Фабриціуса порівняно з контролем відповідно 9,62±0,016 мг/л; 1,62±0,014 мг/л; 0,67±0,016 мг/л;
 5,64±0,02 та 5,74±0,012. А при збільшенні дози імуностимулятора, ці показники незначно зростали, що свідчить про оптимальність дози 5,0 мг/кг маси тіла. На наступному етапі досліджень були поставлені експерименти з встановлення оптимальної дози препарату "Авесстимтм" з метою підвищення імунного захисту організму птиці в умовах птахівничого господарства. 

Застосування різних доз досліджуваного препарату "Авесстимтм", за пропонованою схемою (см. розділ 2), відносно до показників контролю, забезпечило зростання ознак специфічної резистентності курчат, активізувало вироблення поствакцинальних антитіл. При цьому, до обов’язкових щеплень (ХН, ВІБ) в дослідних пташниках кількість імунної птиці вірогідно зростала, а саме: до вірусу хвороби Ньюкасла – на 25 - 30%; до вірусу інфекційного бронхіту – на 27 - 30%. А поміж застосованих доз найбільш високий відсоток приросту при обох вакцинаціях забезпечувала доза, що становила 5 мг АДР на 1 кг маси тіла. За її сприяння, відсоток імунної птиці у приміщенні №4 становив 99 та 95% відповідно. Встановлено, що використання  препарату "Авесстимтм" збільшувало у курчат кількість В-лімфоцитів, що відповідають за гуморальний імунітет на 29% порівняно з контролем, стимулює клітинний імунітет, підвищуючи загальну кількість Т-лімфоцитів на 32-34% (в основному за рахунок Т-хелперів на 26-27 % ) і фагоцитарну активність нейтрофілів на 0,013 – 0,015 од.о.п., або 65% по відношенню до контролю.
Виявлено також позитивний вплив препарату "Авесстимтм" на природну резистентність і обмін речовин курчат. Підвищується: бактерицидна активність сироватки крові курчат на 12-13%; кількість еритроцитів на 0,7 х1012 / л (38%), гемоглобіну на 14 г / л (17%) (покращуючи оксигенацію крові й організму в цілому, сприяє прискоренню обмінних процесів); γ -глобулінів ─ на 0,7 г / л (35%). Це свідчить про інтенсивний процесі антитілоутворення після імунізації.

Застосування препарату "Авесстимтм" сприяє збільшенню кількості загального білка в сироватці крові на 7,3 г / л (22%), підвищенню функціональної роботи печінки, стимулюючи синтез альбуміну - на 2,0 г / л (14%). 
Було також відзначено, що препарат "Авесстимтм" стимулює розвиток імунокомпетентних органів у курчат, підвищуючи відносну масу тимуса на 0,14-0,17%, фабріцієвої сумці ─ на 0,05-0,07% (табл. 3.144).

Таблиця 3.144
Вплив препарату "Авесстимтм" на показники специфічної та неспецифічної резистентності курчат
	Показники
	Групи 

	
	Контрольна
	дослідні (мг/кг за АДР)

	
	
	10 мг /кг
	7,5мг/кг
	5,0 мг/кг

	Кількість імунної птиці, % до вірусу хвороби Ньюкасла до вірусу інфекційного бронхіту
	69
	94
	95
	99

	
	55
	82**
	82**
	95

	Кількість  В-лімфоцитів у крові, %
	17
	46**
	46**
	47**

	Кількість Т-лімфоцитів у крові , %
	23
	55*
	56*
	57*

	Кількість Т-хелперів у крові, %
	21
	   47***
	47***
	48***

	Бактерицидна активність сироватки крові, %
	35
	47
	47
	48

	Кількість еритроцитів у крові, х1012/ л
	1,8
	2,5
	2,5
	2,5

	Гемоглобін, г/ л
	80
	97*
	97*
	97*

	Загальний білок, г/ л
	38,0
	40,3*
	40,3*
	40,3*

	Альбуміни, г/ л
	13,7
	15,7*
	15,7*
	15,7*

	α-глобуліни, г/ л
	4,5
	4,9
	4,9
	4,9

	β-глобуліни, г/ л
	3,5
	4,2
	4,2
	4,5

	γ-глобуліни, г/ л
	2,0
	2,7*
	2,7*
	2,9*

	Відносна маса органів у14-денному віці, %:тимус 

фабрицієва сумка
	0,38
	0,52
	0,52
	0,55

	
	0,24
	0,29
	0,29
	0,31


Примітка. *- Р ≤ 0,05; ** - Р ≤ 0,01; *** - Р ≤ 0,001.
Аналіз показників збереженості на різних етапах вирощування птиці на фоні використання різних доз препарату "Авесстимтм" (табл. 3.145) свідчить, що всі застосовані дози, стосовно показників контрольного пташника, сприяли зменшенню гибелі курчат на контрольованих етапах їх вирощування та зниження кількості вимушено забитого поголів’я.

Таблиця 3.145
Показники збереженості птиці на фоні використання різних доз препарату "Авесстимтм"
	№

пт.
	Дата

посадки
	Кількість, гол.
	Вибуло вік, гол.
	Вибуло

всього
	Передано- на

промзону
	Збереже-

ність,

%
	Вихід

ділової молодки,

%

	
	
	
	1-10 діб
	11-100 діб
	Вимушений забій
	
	вік, діб
	гол.
	
	

	
	
	
	гол.
	%
	гол.
	%
	гол.
	%
	гол.
	%
	
	
	
	

	1
	17.10.12
	49280
	423
	0,86
	974
	1,98
	504
	1,02
	1901
	3,86
	97
	48288
	96,14
	95,9

	2
	21.10.12
	49760
	388
	0,78
	952
	1,91
	467
	0,94
	1807
	3,63
	97
	48288
	96,37
	96,7

	3
	25.10.12
	48880
	386
	0,79
	893
	1,83
	380
	0,78
	1659
	3,39
	99
	47390
	96,61
	96,1

	4
	25.10.12
	51360
	340
	0,66
	845
	1,65
	354
	0,69
	1539
	3,00
	100
	50223
	97,00
	97,0


В цілому це забезпечило більш високий відсоток виходу ділової молодки. При цьому оптимальною була також доза 5 мг/кг (за АДР), під впливом якої отримано 97% ділової молодки (+1,1% до контролю).

Порівняння показників приросту маси тіла за період вирощування до передачі молодки на промислову зону свідчить, що в дослідних пташниках на фоні використання різних доз препарату "Авесстимтм" приріст маси тіла курчат був вищим відносно контролю, і, що важливо, – експериментальний препарат забезпечував більш високий відсоток однорідності поголів’я (табл. 3.146). 
Для даного критерію такою ж оптимальною виявилась доза 5 мг/кг (за АДР), під впливом якої отримано 96% однорідності ділової молодки (+13%).
Таблиця 3.146 

Показники приросту маси тіла птиці на фоні використання різних доз препарату "Авесстимтм", г

	№

пт.
	Вік птиці

	
	5 тижнів
	8 тижнів
	13 тижднів

	
	план
	факт
	відхилення
	однорідність, %
	план
	факт
	відхилення
	однорідність, %
	план
	факт
	відхилення
	однорідність, %

	1
	375
	386
	11
	79
	595
	696
	101
	90
	980
	1113
	133
	83

	2
	375
	389
	14
	79
	595
	701
	106
	90
	980
	1121
	141
	83

	3
	375
	394
	19
	93
	595
	698
	103
	88
	980
	1137
	157
	95

	4
	375
	397
	22
	94
	595
	708
	113
	89
	980
	1152
	172
	96


У процесі вирощування молодняку яйценосних курей також встановлено, що застосування різних доз препарату "Авесстимтм" сприяло зниженню витрат корму на одиницю приросту та суттєвого покращення показника конверсії корму (табл. 3.147). 
Таблиця 3.147 

Технологічні показники вирощування молодняку на фоні використання різних доз препарату "Авесстимтм"

	№

пт.
	Середнє поголів’я, гол.
	Кількість

кормоднів
	Витрата кормів, кг
	Конверсія корму, кг
	Відхилення

	
	
	
	План
	факт
	план
	факт
	±
	%

	1
	48803
	4733907
	195983
	229400
	4,14
	4,85
	0,71
	17

	2
	49073
	4760060
	194122
	227610
	4,08
	4,78
	0,70
	17

	3
	50568
	5056795
	194896
	228160
	3,85
	4,51
	0,66
	17

	4
	48151
	4767559
	179894
	209760
	3,77
	4,40
	0,63
	17


Для останнього показника доза 5 мг/кг (за АДР) також стала найбільш дієвою. Під її впливом показник конверсії корму у приміщенні №4 за весь період вирощування набув 4,4 кг, що на 10,22% краще за аналогічний показник у контрольному приміщенні. Таким чином, у пропонованій схемі застосування оптимальною виявилась добова доза препарату "Авесстимтм" в кількості 5 мг/ кг маси тіла (за АДР).

При вивченні впливу препарату "Авесстимтм" на загальну резистентність встановили збільшення показників лізоцимної активності в дослідній групі (табл. 3.148).

Таблиця 3.148
Показники лізоцимної активності під впливом препарату "Авесстимтм" (мкг/мл)  n = 7 (M±m)
	Дні
	Дослід
	Контроль

	10
	0,45±0,0766
	0,32±0,027

	20
	0,41±0,04
	0,34±0,07

	30
	0,79±0,02
	0,63±0,05

	40
	0,89±0,0756
	0,78±0,0515


При вивченні показників ШЗЕ відзначили зменшення цього показника протягом всього періоду вирощування у дослідній групі, що вказує на позитивний вплив препарату "Авесстимтм" на загальну резистентність організму (відсутність запальних процесів) (табл. 3.149).

Таблиця 3.149
Вплив препарату "Авесстимтм" на показники ШЗЕ (мм/год)  n = 7 (M±m)
	Дні
	Дослід
	Контроль

	10
	2,88±0,28
	2,87±0,76

	20
	3,15±0,18
	4,61±1,64

	30
	3,10±0,31
	3,73±0,14

	40
	3,37±0,14
	4,63±1,14


Вміст білка в сироватці крові дослідної групи був вищим в порівняно з контролем, однак різниця показників незначна - 0,7 мг/л (табл. 3.150).

Таблиця 3.150
Вплив препарату "Авесстимтм" на кількість білка у крові бройлерів 

(г/см3) n = 7 (M±m)
	Дні
	Дослід
	Контроль

	10
	29,9±2,33
	29,7±3,13

	20
	30,8 ±3,63
	31,2±3,39

	30
	32,5±0,57
	31,6±1,31

	40
	37,9±0,69
	37,2±0,64


Таким чином, встановлено, що препарат "Авесстимтм" позитивно впливає на загальну резистентність птиці.

3.3.11. Результати дослідження препарату "Авесстимтм" на гусях

Експериментальні дослідження застосуванню препарату "Авесстимтм" та вітаміну "Євітсел" і їх комплексу при вирощуванні помісних м'ясних гусей (краснозерскої та китайської породи) проведені в 2013 - 2014 рр. на фермі з вирощування гусей ЗАТ Сумського району Сумської області. Для проведення науково-господарського досліду були сформовані за методом пар-аналогів: контрольна і 3 дослідні групи 30-добових гусенят по 50 голів у кожній - 25 самців і 25 самок. Дослідами встановлено, що морфологічні, біохімічні та імунологічні показники крові у піддослідних гусей до застосування препаратів були в межах фізіологічної норми (табл. 3.151). 

Під впливом препарату "Авесстимтм" кількість лейкоцитів, еритроцитів, гемоглобіну і рівень гематокриту у гусей 1-ої дослідної групи були вищі порівняно з аналогами з контролю на 75-у добу дослідження відповідно на 6; 15; 11,4 (Р <0,01) і 4,2%. До 120-ї доби дослідження вміст гемоглобіну і рівень гематокриту також були вищі відповідно на 3,1 і 2,6%, число еритроцитів знижувалося до рівня контрольної групи, а кількість лейкоцитів на 0,7% нижча рівня контрольної групи. 
Таблиця 3.151
Динаміка морфологічних показників крові гусей під впливом препарату "Авесстимтм" n = 50 (M±m)

	Показники
	Група

	
	контрольна
	1-а дослідна

"Авесстимтм"
	2-а-дослідна

"Євітсел"
	3-а дослідна

"Авесстимтм"+ "Євітсел"

	75 діб

	Еритроцити,

1012/л
	2,26±0,08
	2,60±0,13
	2,40±0,17
	2,62±0,12*

	Гемоглобін,
г/100 мл
	14,95±0,25
	16,65±0,29*
	15,73±0,59
	16,55±0,34**

	Лейкоцити, 109/л
	24,93±1,27
	26,43±1,48
	25,65±0,32
	25,98±0,75

	Гематокрит, %
	41,25±1,63
	43,00±1,06
	42,25±1,19
	44,25±1,43

	120 діб

	Еритроцити, 1012/л
	2,56±0,03
	2,56±0,04
	2,44±0,06
	2,58±0,04

	Гемоглобін,
г/100 мл
	16,10±0,35
	16,60±0,25
	16,23±0,35
	17,35±0,49

	Лейкоцити, 109/л
	28,05±2,30
	27,85±1,90
	25,53±2,37
	30,10±2,05

	Гематокрит, %
	39,18±0,48
	40,18±0,67
	39,05±0,78
	45,65±1,20**


Примітка:  * Р<0,05;     ** Р<0,01;      *** Р<0,001.

У птиці другої групи, кількість еритроцитів, лейкоцитів і рівень гематокриту підвищувалися порівняно з контрольною групою відповідно на 6,2; 2,9 і 2,4% на 75-у добу, потім на 120-у добу були нижчі від контрольного показника на 4,7; 8,9 і 0,3%. Різниця у всіх випадках невірогідна, а кількість гемоглобіну була на 75-у добу дослідження вищою на 5,2%, на 120-у добу - на 0,8%. У гусей 3-ї групи кількість лейкоцитів, еритроцитів, гемоглобіну і рівень гематокриту були вищими порівняно з аналогами з контролем на 75-у добу дослідження відповідно на 15,9% (Р <0,05); 4,2; 10,7% (Р <0,01) і 7,3%, на 120-у добу - відповідно на 0,8; 7,3; 7,8 і 16,5% (Р <0,01). У зміні швидкості осідання еритроцитів у крові між дослідними і контрольними групами в період експерименту вірогідних відмінностей не виявлено. Показники відповідали фізіологічній нормі, що цілком дозволяє судити про те, що препарат "Авесстимтм" та вітамінний препарат "Євітсел", як окремо, так і в їх співвідношенні, не мають негативного впливу на організм м'ясних гусей. Таким чином, під впливом "Авесстимтм" та "Євітселтм" та їх співвідношення у крові гусей дослідних груп
 підвищується кількість еритроцитів, гемоглобіну, лейкоцитів і рівень гематокриту в межах фізіологічної норми. Отже, препарати мають стимулюючий вплив на еритропоез, синтез гемоглобіну, лейкопоез і на окислювально-відновні процеси в організмі птиці. Фізіологічний стан птиці, тісно пов'язаний з продуктивністю, багато в чому характеризується біохімічним складом крові. (табл. 3.152).
Таблиця 3.152
Біохімічні показники крові гусей під впливом препарату "Авесстимтм" (M±m; n = 50)
	Показники
	Група

	
	контрольна 
	1 дослідна
	2 дослідна 
	3 дослідна 

	Через 75 діб

	Загальний білок, г/ л
	42,23±1,08
	43,25±1,63
	41,65±2,09
	44,98±2,05

	Альбуміни, %
	54,29±0,48
	53,60±1,38
	53,52±0,73
	55,24±1,10

	α-глобуліни, %
	11,64±0,57
	9,65±1,51
	12,31±1,69
	10,88±1,26

	β-глобуліни, %
	22,14±0,95
	20,10±1,10
	21,02±1,97
	20,69±0,70

	γ-глобуліни, %
	11,91±0,82
	16,65±2,42
	13,15±1,15
	13,19±1,67

	Сечовина, ммоль/ л
	0,62±0,03
	0,72±0,05
	0,71±0,02*
	0,76±0,03**

	Кальций, ммоль/л
	2,33±0,04
	2,38±0,06
	2,28±0,05
	2,28±0,04

	Фосфор, ммоль/л
	1,80±0,06
	1,60±0,10
	1,63±0,04*
	1,63±0,05

	Калій, ммоль/л
	3,57±0,14
	4,14±0,21
	4,06±0,22
	4,06±0,22

	Натрій, ммоль/л 
	134,98±1,21
	134,50±2,39
	134,23±1,12
	135,88±1,81

	Глюкоза, ммоль/л
	9,90±0,62
	10,10±0,56
	11,68±0,87
	10,80±0,46

	Лужний резерв, об'ємних % СО2
	40,33±4,11
	40,80±3,02
	42,73±2,06
	41,35±2,48

	 Через 120 діб

	Загальний білок, г/ л
	50,78±1,05
	52,80±0,99
	51,15±1,45
	54,53±1,02*

	Альбуміни, %
	54,96±0,54
	54,04±0,42
	53,13±0,38*
	54,74±0,78

	α-глобуліни, %
	12,94±0,90
	11,67±1,12
	12,72±0,98
	11,37±0,71

	β-глобуліни, %
	20,18±0,29
	20,20±0,16
	21,61±0,32*
	20,86±0,17

	γ-глобуліни, %
	11,93±1,20
	14,10±0,93
	12,55±1,04
	13,03±0,34

	Сечовина, ммоль/л
	0,74±0,04
	0,76±0,05
	0,86±0,11
	0,83±0,05

	Кальций, ммоль/л
	1,93±0,02
	1,98±0,02
	1,95±0,03
	2,00±0,04

	Фосфор, ммоль/л
	0,90±0,06
	0,98±0,04
	0,95±0,08
	0,98±0,09

	Калій, ммоль/л
	4,67±0,15
	4,55±0,07
	4,23±0,21
	4,43±0,14

	Натрій, ммоль/л 
	136,90±2,20
	137,48±1,06
	136,65±2,49
	140,88±1,77

	Глюкоза, ммоль/л
	11,50±0,34
	12,73±0,38
	13,58±1,00
	14,60±1,16*

	Лужний резерв, об′ємних % СО2
	39,68±2,52
	41,65±1,58
	45,70±3,07
	43,63±1,28


У 30-добових гусенят досліджувані показники знаходилися приблизно на одному рівні і не мали достовірних відмінностей. У віці 75 і 120 діб показники білкового обміну змінювалися з певною закономірністю. Рівень загального білка в сироватці крові у гусей у віці 75 діб в 1-й дослідній групі був вищим, ніж у контролі, на 2,4, у 3 – й - на 2,75, а в 2-й нижчим на 1,4. На 120-у добу досліджуваний показник був вищий, ніж у контрольних: в 1-й групі - на 3,9%, у 2-й - на 0,7 і в 3-й - на 7,4 (Р <0, 05). Концентрація альбумінів у сироватці крові птиці порівняно з контролем на 75-ту і 120-ту добу дослідження в 1-й групі була нижчою відповідно на 1,3 і 1,7%, у 2-й - на 1,4 і 3, 3% (Р <0,05), а у гусей 3-ї групи на 75-у добу вища на 1,8%, але до 120-ї доби знижувалася на 0,4%. 

Вміст α-глобулінів у сироватці крові гусей на 75-у добу дослідження в 1 і 3-й групах був нижчим порівняно з контролем на 17,1 і 6,5%, а в 2-й вищим на 5,76%, на 120-а доба знижувалося в 1-й на 9,8%, у 2-й - на 1,7 і в 3-й - на 12,1%. Рівень β-глобулінів на 75-у добу дослідження в сироватці крові гусенят по відношенню до аналогів з контролю був нижчим у всіх групах: в 1-й на 9,2%, у 2-й - на 5,1 в 3-й - на 6,6. На 120-у добу птиця дослідних груп за досліджуваним показником перевищувала аналогів контрольної групи в 1-й на 0,1%, у 2-й на 7,1 (Р <0,05) і в 3-й на 3,4%. Концентрація γ-глобулінів у сироватці крові птиці 1, 2 і 3-ї груп впродовж всього експерименту щодо аналогів з контрольної групи була вищою на 75-у добу дослідження відповідно на 39,8; 10,4 і 10,8%, на 120-у добу - на 18,2; 5,2 і 9,2%.
Рівень сечовини в плазмі крові у гусей 1, 2 і 3-й дослідних груп протягом усього експерименту збільшувався щодо аналогів з контролю на 75-у добу дослідження відповідно на 16,1; 14,5% (Р <0,05) і 22,6% (Р <0,01), на 120-у добу - відповідно на 2,7, 16,2 і 12,2%. Кількість кальцію в крові у гусей у віці 75 діб в 1-й групі була вищою, ніж у контролі, на 2,2%, а в 2-й і в 3-й однаковою і нижчою від контролю на 2,2%. На 120-у добу експерименту у птиці дослідних груп по відношенню до контрольних аналогів відбулося збільшення досліджуваного показника в I-й - на 2,6%, у 2-й - на 1 і в 3-й - на 3,6%. Кількість неорганічного фосфору в крові гусей
 дослідних груп на фоні згодовування їм випробуваних препаратів була нижчою, ніж у контролі, на 75-у добу дослідження: в 1-й - на 11,0%, у 2-й - на 9,4 (Р <0,05), в 3-й - на 9,4, а на 120-у добу вищою: в 1-й на 8,9%, у 2-й - на 5,6, в 3-й - на 8, 9. Концентрація калію в ході досвіду істотно не змінювалася, але в сироватці крові птиці дослідних груп на фоні згодовування їм випробуваних препаратів була нижчою, ніж у контролі, на 75-у добу дослідження була дещо вищою, ніж у контрольних: в 1-й групі на 16 , 0%, у 2-й - на 13,7, в 3-й - на 13,7, а на 120-у добу - вищою: в 1-й - на 2,6%, у 2-й - на 9 , 4, в 3-й - на 5,0. Кількість натрію в крові гусей 1-ї і 2-ї груп порівняно з аналогами з контролю на 75-у добу дослідження незначно знижувався - відповідно на 0,4 і 0,6%, а у птиці 3-ї групи збільшувалася на 0, 7%. На 120-у добу у птиці 1-ї і 3-ї груп відбулося підвищення рівня натрію відповідно на 0,4 і 2,9%, у гусей 2-ї групи знижувався на 0,2%. Вміст глюкози в крові птиці дослідних груп перевищувала контрольні показники на 75-ту і 120-ту добу дослідження: в 1-й групі - на 2,0 і 10,7%, у 2-й - на 17,9 і 18,1 , в 3-й - на 9,1 і 27,0 (Р <0,05). Резервна лужність крові піддослідних гусей у всіх групах знаходилася приблизно на одному рівні, але в дослідних була дещо вище, ніж у контрольній на 75-ту і 120-ту добу дослідження: в 1-й - на 1,2 і 5,0%, у 2-й - на 6,0 і 15,2% і в 3-й - на 2,5 і 10,0%. 

Таким чином, препарат "Авесстимтм" та "Євітселтм", а також їх співвідношення в зазначених вище дозах до кінця досліду викликали у помісних м'ясних гусей невелике підвищення в сироватці крові вмісту загального білка, β- і γ-глобулінів. Концентрація альбумінової фракції від контрольних даних практично не відрізнялася. З урахуванням зростання в межах фізіологічної норми рівня сечовини можна зробити висновок про помірну інтенсифікацію білкового, а беручи до уваги збільшення кількості глюкози - також вуглеводного обмінів у птиці дослідних груп. Для характеристики стану неспецифічного імунного та антиоксидантного захисту організму піддослідних гусей визначали бактерицидну і лізоцимну активність сироватки (БАСК і ЛАСК), антиоксидантну загальну активність (АЗА) плазми крові та вміст у плазмі гідроперекисів ліпідів (ГПЛ). БАСК у 75-добових гусенят 1-3-й дослідних груп була вищою, ніж у контрольних, відповідно на 10,4; 5,0 і 5,0%, у 120-добових - на 8,1; 7,6 і 4,6%. У віці 75 діб активність лізоциму найбільш значно перевершувала контрольний показник у 3-й групі - на 76,6% (Р <0,001), в 1-й і 2-й групах перевищення склало відповідно 17,7 і 12,8%. У 120-добовому віці ЛАСК гусей 2-ї групи підвищувався порівняно з контролем на 2,6%, а в 1-й і 3-й нижче відповідно на 6,8 і 1,7%. Антиоксидантна загальна активність плазми крові гусей з віком підвищувалася. На 75-у добу експерименту вона домінувала над контрольним показником в 1-й групі на 27,3%, у 2-й - на 9,1, в 3-й - на 15,2. На 120-й день від початку досліду АЗА плазми крові птиці у всіх піддослідних групах була найвищою за весь період досліджень, при цьому в 1-й групі вищою, ніж у контрольній, на 39,1%, у 2-й - на 13 , 0 і в 3-й, що одержувала комплекс препаратів, - на 30,4% (табл. 3.153). 
Таблиця 3.153
Динаміка показників неспецифічного імунного та антиоксидантного захисту організму гусей n=50 (M±m)
	 

Показники
	Група

	
	контрольна
	1-а дослідна
	2-а дослідна
	3-я дослідна

	75 діб

	Бактерицидна активність, %
	45,00±2,96
	49,67±2,23
	47,25±2,48
	47,25±1,63

	Лізоцимна активність, %
	23,50±1,35
	27,67±2,33
	26,50±2,49
	41,50±2,08***

	АЗА, %
	8,25±1,43
	10,50±1,48
	9,00±0,82
	9,50±1,15

	ГПЛ, %
	4,03±0,71
	2,43±0,07
	3,50±0,26
	3,60±0,34

	120 діб

	Бактерицидна активність, %
	43,25±1,67
	46,75±3,94
	46,50±2,70
	45,25±2,61

	Лізоцимна активність, %
	29,25±1,85
	27,25±1,56
	30,00±2,37
	28,75±1,98

	АЗА, %
	5,75±0,74
	8,00±1,12
	6,50±0,83
	7,50±1,48

	ГПЛ, %
	5,13±0,36
	3,60±0,53
	4,73±0,29
	4,80±0,19


Протягом усіх досліджень склад ГПЛ в сироватці крові гусей дослідних груп був нижчим, ніж у птиці контрольної групи в межах фізіологічної норми: на 75-ту і 120-ту добу дослідження в 1-й групі відповідно на 39,7 і 29,8% , у 2-й - на 13,2 і 7,8, в 3-й групі - на 10,7 і 6,4%. У наших дослідженнях показники імунного та антиоксидантного статусу організму гусей оптимальними були в 3-й дослідній групі, де птиця отримувала як "Авесстимтм", так і "Євітселтм".

Цей факт можна пояснити синергічною дією зазначених препаратів, кожен з яких у відповідних дозах має як антиоксидантний, так і імуностимулюючий вплив на організм птиці. Це забезпечує високий рівень обміну речовин і в підсумку призводить до підвищення резистентності та інтенсивності росту птиці. Показники зростання визначали як по кожній піддослідній групі в цілому, так і окремо для самок і самців всередині груп. Живу масу в добовому віці у всіх випадках брали вихідну по групах. Дані показників росту наведено в таблиці 3.154. 

Таблиця 3.154
Динаміка показників росту дослідних гусей під впливом препаратів "Авесстимтм" та "Євітселтм", n = 50 (M±m)
	Показники
	Група

	
	контрольна
	I дослідна
	II дослідна
	III дослідна

	Маса тіла, кг у віці 30 діб
	1,67±0,01
	1,68±0,01
	1,67±0,01
	1,68±0,01

	131 діб
	3,65±0,06
	3,99±0,06***
	3,95±0,05***
	4,07±0,06***

	Абсолютний приріст, кг
	1,98±0,05
	2,31±0,06***
	2,28±0,06***
	2,39±0,06***

	Середньодобові прирости, г
	19,60±0,54
	22,87±0,57***
	22,57±0,54***
	23,66±0,56***

	Відносний приріст, %
	74,03±1,09
	81,12±0,83***
	80,83±0,92***
	82,90±0,75***


Позитивний ефект отриманий щодо всієї птиці, яка приймала досліджувані препарати. Так, в 1-й дослідній групі жива маса гусей на кінець досліду перевищувала контрольний показник на 9,3%, абсолютний і середньодобовий прирости живої маси однакова - на 16,7%, відносний приріст - на 9,6%, в усіх випадках Р <0,001. У 2-й групі, що одержувала "Євітселтм", різниця по відношенню до контрольної птиці була виражена меншою мірою: за живою масою - на 8,2% (Р <0,001), за абсолютним і середньодобовим приростом - на 15,2, за відносним - на 9,6%, в усіх випадках Р <0,001. 
Максимальні відмінності з контролем за всіма досліджуваними параметрами спостерігали в 3-й групі, де гуси отримували імуномодулятор у комплексі з "Євітселтм". До кінця досліду середня жива маса птахів цієї групи, абсолютний і середньодобовий прирости були більше, ніж у контрольній, на 11,5; 20,7%, в усіх випадках Р <0,001. Відносний приріст живої маси перевершував контрольний на 12,0% (P <0,001), тобто також виявився вище, ніж в інших дослідних групах. Встановлено, що всі досліджувані препарати надали виражений позитивний вплив на визначувані показники зростання гусей обох статей: жива маса гусей на 131-у добу дослідження порівняно з контролем в 1-й групі була вищою на 8,3% (Р <0,001), у 2-й - на 6,3 (Р <0,01), в 3-й - на 10,6 (Р <0,001). Середньодобовий приріст був вищим, ніж у контрольній групі: у 1-й на 13,8% (Р <0,001), у 2-й - на 11,1 (Р <0,01), в 3-й - на 17, 9 (Р <0,001). За абсолютним і відносним приростом самці контрольної групи також поступалися дослідним: у 1-й групі відповідно на 13,8 (Р <0,001) і 7,3% (Р <0,001); в 2-й - на 11,2 (Р <0,01) і 6,1 (Р <0,01); в 3-й - на 17,9 (Р <0,001) і 9,7% (Р <0,001). При аналізі показників зростання піддослідних гусок картина була аналогічною: жива маса гусок на 131-у добу дослідження порівняно з контролем у 1-й дослідній групі була вищою на 10,5%, у 2-й - на 10,5, в 3-й - на 12,4%, в усіх випадках Р<0,001. Середньодобовий приріст перевершував такий у контрольній групі: у 1-й на 19,7%, у 2-й - на 20,2, в 3-й - на 23,7%, в усіх випадках Р<0,001. За абсолютним і відносним приростом самки контрольної групи також поступалися досвідченим птахам: у 1-й групі - відповідно на 19,7 і 12,1% (Р<0,001); у 2-й - на 20,2 і 12,7 (Р<0,01); в 3-й - на 23,7 і 14,6% (Р<0,001). Слід зазначити, що у дослідних групах відносно ряду показників перевищення контрольних даних більш явним виявилося у гусок. Так, середньодобовий приріст живої маси в 1-й групі у самців був вищим, ніж у контрольних гусей, на 13,8%, а у самок по відношенню до контрольних гусок на 19,7%, тобто вищим, ніж у самців, на 5,4%. Подібна закономірність зберігалася і в інших дослідних групах: у 2-й - на 11,1 і 20,2% (вище на 9,1%); в 3-й
 - на 17,9 і 23,7% (вище на 5,9%). Таким чином, введення помісним м'ясним гусям за вказаними вище схемами препаратів "Авесстимтм" та "Євітселтм" покращує показники зростання птиці. Максимальний ефект отримано при комплексному застосуванні препаратів, що, найімовірніше, обумовлено синергічною взаємодією імуностимулятора і вітаміну "Євітселтм". Ростостимулюючий вплив усіх випробуваних препаратів більш вираженим був стосовно самок, що пов'язано, можливо, з більш високою порівняно з самцями інтенсивністю перебігу в їх організмі обмінних процесів. Ми оцінювали м'ясну продуктивність гусей при забої у віці 131 доба. Гуси дослідних груп перевершували за якістю тушок аналогів з контролю. Більшість тушок птахів дослідних груп було віднесено до 1-ї категорії: в 1-й групі - 90,0%, у 2-й - 85,7, в 3-й - 94,0, що відповідно на 17,1; 12,8 і 21,1% більше порівняно з контролем. Нестандартні тушки в 1-й і 3-й групах були відсутні, у 2-й групі їх кількість склала 2,0% порівняно з 6,3% у контрольній групі. Досліджувані показники у самців дослідних груп були вищі, ніж у контрольних аналогів: маса непатраної тушки в 1-й групі - на 9,4% (P <0,001), у 2-й - на 4,1 (P <0,05) , в 3-й - на 12,7 (Р <0,001); напівпатраної і патраної тушок - відповідно в 1-й групі на 14,5 (P <0,01) і 15,9% (P <0,001), у 2-й - на 10,5 і 9,1% в обох випадках (P <0,01), в 3-й - на 18,6 (P <0,001) і 25,9% (P <0,001). 

Ідентичні показники отримані при анатомічному розділі тушок гусок. У 1, 2 і 3-й групах маса непатраної тушки була більшою, ніж у контролі, відповідно на 12,8 (P <0,01), 12,7 (P <0,001) і 5,9% (P <0,001) ; напівпатроної тушки в 1-й групі вищою на 12,1% (P <0,01), у 2-й - на 9,4 (Р <0,01), в 3-й - на 17,2 (P <0,001); патраної  в 1-й групі більше на 29,6%, у 2-й - на 29,0, в 3-й - на 33,5, у всіх випадках P <0,01. При зважуванні внутрішніх органів самців індичок за масою серця, печінки і м'язового шлунку птиці контрольної групи поступалися дослідним відповідно: по 1-й групі - на 6,3 (Р <0,001), 3,5 (P <0,05) і 7, 5% (Р <0,001); по 2-й - на 7,6; 10,6 і 4,6%; по 3-й - на 19,4 (P <0,01), 5,5 і 10,0%, у всіх випадках P <0,001. У самок дослідних груп маса серця, печінки і м'язового шлунку також була значно вищою, ніж у контролі. Маса серця гусок контрольної групи була нижчою, ніж у дослідних птахів: по 1-й групі - на 18,4%, по 2-й - на 19,1, по 3-й - на 36,4, у всіх випадках Р <0,001; маса печінки і м'язового шлунку була більшою: в 1-й групі відповідно на 2,7 (Р <0,05) і 10,8% (Р <0,001); у 2-й - на 10,0 і 10,0%; в 3-й - на 7,8 і 13,2%, у всіх випадках Р <0,001. Встановлено, що у птиці 3-ї дослідної групи найвищі забійні показники порівняно з аналогами з контролю. Необхідно відзначити, що в дослідних групах відносно ряду показників перевищення ними контрольних даних більш явним виявилося у самок. Отже, симбіотичний комплекс імуностимулятора і вітаміну покращує м'ясні якості гусей більш виражено, ніж кожен з препаратів окремо. Встановлено, що хімічний склад м'язової тканини піддослідних гусей під впливом імуностимулятору і вітаміну змінювався. У зразках м'яса 1, 2 і 3-ї дослідних груп відзначалося підвищення кількості білка на 6,7 (Р <0,05), 1,1 і 9,9%, зменшення вмісту води на 3,2; 0,6 і 1% і збільшення вмісту сухої речовини на 1,9; 1,9 і 9,7% (Р <0,05) порівняно з контролем (табл. 3.155). 
Таблиця 3.155 

Хімічного складу м'яса гусей дослідних груп після застосування препаратів "Авесстимтм" та "Євітселтм", % n = 50 (M±m) 
	Група 
	Білок
	Вода
	Жир
	Зола

	Контрольна
	19,50±0,32
	74,37±0,31
	4,83±0,49
	1,03±0,02

	1-а дослідна
	20,81±0,07*
	71,96±0,66*
	5,54±0,49
	1,05±0,03

	2-а дослідна
	19,71±0,22
	73,91±0,37
	4,41±0,22
	1,05±0,05

	3-я дослідна
	21,43±0,77
	73,65±0,21
	4,91±0,32
	1,13±0,02*


Кількість жиру підвищувалась у 1-й і 3-й групах на 14,7 і 1,7% порівняно з контролем, а у 2-й знижувалась на 8,7%. У золі підвищувався вміст фосфору і заліза в 1-й групі відповідно на 28,6 (Р <0,05) і 26,6% (Р <0,01), у 2-й - на 21,4 і 7,1%.
У 3-й групі фосфору було більше на 28,6% (Р <0,05), а вміст заліза знижувався на 3,9% порівняно з контролем. Вміст кальцію в м'ясі гусей контрольної та дослідних груп залишався на одному рівні. У золі в 1-й групі порівняно з контролем відзначалося підвищення калію на 8,6%, а в 2-й і 3-й зменшення відповідно на 2,4 і 3,4%. У м'ясі гусей 1-й і 2-й груп порівняно з контролем збільшилася кількість натрію відповідно на 5,6 і 11,1%, магнію - на 3,7 в обох випадках, міді - на 28,4 і 56,8%, марганцю - на 20 і 26,7%. У м'ясі 3-ї групи збільшувався вміст натрію, марганцю і міді відповідно на 1,4; 6,7 і 2,3%, а кількість магнію було на одному рівні з контролем. Концентрація цинку в м'ясі 1-ї і 2-ї груп порівняно з контролем була нижчою на 0,6 і 5%, а в 3-й - вищою на 37,7%. У м'язовій тканини гусей 2-ї і 3-ї груп порівняно з контролем зростав вміст селену відповідно на 125,0 (Р <0,01) і 62,50%, а в м'ясі птиці 1-ї групи знижувався на 37,5 %. У хімічному складі зразків м'яса дослідних груп порівняно з контролем відзначалося підвищення вмісту наступних амінокислот: ізолейцин, гліцину, аланіну, глутаміну, проліну і аргініну в 1-й групі відповідно на 16,3; 1,2; 1,9; 2; 3,4 і 18,3%, у 2-й - на 3,8; 0,6; 1; 1; 2,3 і 22,6%, в 3-й - на 8,8; 1,8; 2,8; 2, 5,6 і 27,8% (Р <0,01). Зміст оксипролину в м'язовій тканині контрольної та дослідних груп залишався на одному рівні. У м'ясі 1-ї групи збільшувалася порівняно з контролем кількість триптофану на 11,8%, треоніну - на 6,3%, метіоніну - на 5,9%, комплексу метіонін + цистин - на 6,5%, лейцину - на 6,6%, лізину - на 5%. У 2-й і 3-й групах зменшувалася: триптофану - на 5,9 і 5,9%, треоніну - на 7,6 і 8,7 (Р <0,01), метіоніну - на 8,8 і 8, 8 (Р <0,05), комплексу метіоніну + цистину - на 8,1 (Р <0,05) і 9,7 (Р <0,01), лейцину - на 2,6 і 2,6 (Р> 0,05), лізину - на 8,4 і 10,1% (Р <0,05). Зміст валіну і фенілаланіну в м'язовій тканині 1-ї і 3-ї груп збільшувалася відповідно на 1,1 і 1,3; 3,2 і 2,6%, а в 2-й залишалося на одному рівні з контролем. Кількість серину збільшувалася в м'ясі гусей 1-ї і 2-ї груп на 1,3% в обох випадках, а в 3-й знижувалося на 3,9% порівняно з контролем. Встановлено, що в м'язовій тканині гусей дослідних груп порівняно з контролем вміст вітамінів Е, В1, В3, В5 і В6 незначно коливався в межах фізіологічної норми, без вірогідних відмінностей. У м'ясі 1-ї групи збільшувався вміст вітаміну А на 2,8% (P <0,05) Таким чином, введення до раціону гусей імуностимулятора та вітаміну і їх поєднання призвело до деяких змін хімічного складу м'яса, що виявилися в зниженні вмісту вологи, жиру і збільшенні кількості білка, фосфору, заліза, селену, деяких
 змін амінокислотного складу м'язової тканини, що є позитивним моментом, сприяє поліпшенню споживчих властивостей гусячого м'яса для харчування людини. Зазначений ефект обумовлений, ймовірно, синергічною дією на організм птиці імуностимулятору і вітаміну, що оптимізують склад кишкової мікрофлори і селену. Препарат "Авесстимтм" і вітамін "Євітселтм", а також їх комплекс роблять позитивний вплив на фізіологічний статус організму м'ясних гусей. У одиниці об'єму крові піддослідних гусей з різним ступенем вірогідності збільшується кількість еритроцитів від 0,8 до 15,9%, вміст гемоглобіну - на 0,8-11,4, число лейкоцитів - на 2,9-7,3, рівень гематокриту - на 2,6-16,5%. Встановлено, що біохімічні зміни крові гусей дослідних груп були в межах фізіологічної норми і характеризувалися збільшенням рівня загального білка від 2,4 до 7,4%, вміст альфа-глобулінів був нижчим у всіх дослідних групах від 1 до 12,1%, бета - глобулінів - вище відповідно від 5,2 до 39,8%. Застосування імуностимулятору і вітаміну, а також їх комплексу надає моделюючу дію на антиоксидантну систему організму гусей. При цьому загальна антиоксидантна активність плазми крові була вищою у птиці дослідних груп по відношенню до аналогів контрольної групи на 9,1-39,1%, рівень гідроперекисів ліпідів знижувався на 6,4-39,7%. Досліджувані препарати та їх комплекс при застосуванні з 30-добового віку помісним м'ясним гусям підвищують рівень неспецифічної резистентності, не змінюючи фізіологічної закономірності відбуваються в організмі біохімічних процесів. Бактерицидна активність сироватки крові зростала від 4,6 до 10,4% (Р <0,05), лізоцимна - від 2,6 до 6,6% з різним ступенем вірогідності. Інтенсивність росту гусей збільшується при застосуванні препарату "Авесстимтм" і композіції "Євітселтм" а також їх комплексу за наведеними вище схемами. Максимальний ефект отримано при комплексному використанні препаратів, при цьому жива маса птиці 3-ї дослідної групи на кінець експерименту порівняно з контролем була вище на 11,5%, абсолютний і середньодобовий прирости живої маси однаковою мірою на 20,7%, відносний приріст на 12,0%, в усіх випадках P <0,001. Зміни фізіологічних показників росту і розвитку помісних м'ясних гусей були в межах норм, відповідних до віку і породи. Включення до раціону м'ясних гусей імуностімулятора і вітаміну, а також їх поєднання за пропонованими схемами сприяє підвищенню якості продукції. У дослідних групах вихід тушок був вищим між у аналогів з контролю від 12,8 до 21,1%. Нестандартні були відсутні. У зразках м'яса 3 - групи кількість білка підвищувалася на 9,9%, сухої речовини - на 9,7%, фосфору - на 28,6% (Р <0,05), селену - на 62,5%, а вміст води знизився на 1,0% порівняно з контролем. Для профілактики бактеріальних захворювань, підвищення продуктивності гусенят-бройлерів, одержання екологічно безпечної продукції пропонуємо застосовувати імуностимулятор "Авесстимтм" і вітамін "Євітселтм".

3.3.12. Вплив препарату "Авесстимтм" і вітамінного препарату "Євітселтм" на резистентність індиків 
На наступному етапі метою нашої роботи було вивчення впливу імуностимулятору "Авесстимтм" і комплексного вітамінного препарату "Євітселтм", як окремо, так і в комплексі, на гематологічні та біохімічні показники крові та лейкоцитарну формулу індичок. За гематологічними показниками можна характеризувати життєздатність птиці. Залежно від досліджуваних препаратів склад крові піддослідних індиків змінювався неоднозначно. У дослідних групах відбулося підвищення кількості еритроцитів у крові птахів дослідної групи I - на 2,8%; дослідної групи II - 5,6%; дослідної групи III - 9,7% в 210-денному віці порівняно з аналогами контрольної групи.

Аналогічна закономірність спостерігалася наприкінці яйцекладки. Кількість еритроцитів збільшилася стасовно до контролю у дослідній групі I - на 6,1%; в дослідній групі II - на 3,0%; в дослідній групі III - на 11,2%. Виходячи з отриманих результатів, можна зробити висновок, що кількість еритроцитів з віком знижується. Так порівняно з показниками індичок 210-денного віку (на початку періоду несучості) в контрольній групі у крові птиці наприкінці яйцекладки еритроцитів було на 8,3% менше; в дослідній групі I - на 5,4%; в дослідній групі II - на 5,3%; в дослідній групі III - на 7,1%. Аналогічна картина спостерігалася і за вмістом гемоглобіну (табл. 3.156). Наприкінці циклу яйцекладки показник гемоглобіну в контрольній групі знизився на 6,8%; в дослідній групі I - на 3,9%; в дослідній групі II - на 3,8%; в дослідній групі III - на 1,8%. Залежно від препаратів, які споживали індички дослідних груп порівняно з птахами контрольної групи в їх крові відбулося збільшення гемоглобіну.
Таблиця 3.156
Гематологічні показники дослідних індичат під впливом препаратів "Авесстимтм" та "Євітселтм", n = 10 (M±m)

	Показники
	120 днів
	Контрольна
	Дослідна група I
	Дослідна група II
	Дослідна група III

	
	
	210 днів
	370 днів
	210 днів
	370 днів
	210

днів
	370 днів
	210

днів
	370 днів

	Еритроцити, Г/ л
	3,0 ± 0,04
	3,6 ± 0,3
	3,3 ± 0,3
	3,7 ± 0,2
	3,5 ± 0,4
	3,8 ± 0,2
	3,4 ± 0,3
	3,95 ± 0,4
	3,67 ± 0,3

	Гемоглобін, Г/ л
	102,0 ± 1,9
	103,0 ± 1,6
	96,0 ± 1,3
	104,1 ± 1,8
	100,1 ± 1,4
	106 ± 1,9
	102,0 ± 1,3
	107,0 ± 1,7
	105,1 ± 1,7

	Лейкоцити, 109  Г/ л
	22,0 ± 0,7
	26,2 ± 1,3
	26,0 ± 1,1
	25,2 ± 1,3
	25,5 ± 1,4
	25,0 ± 1,1
	25,4 ± 1,0
	26,3 ± 1,0
	26,7 ± 1,1


Так, у 210-денному віці у дослідній групі I цей показник збільшився на 1,1%; в дослідній групі II - на 2,9%; в дослідній групі III - на 3,9%. А в 370-денному віці на 4,3%, 6,3% і 9,5% відповідно. Препарат не мав істотного впливу на вміст лейкоцитів крові. Відбувалося деяке їх зниження у зв'язку з віком. Зниження гематологічних показників у індиків у зв'язку з віком, ймовірно, відбувалося за рахунок закінчення періоду яйцекладки. Організм як самок, так і самців витратив поживні речовини на утворення яєць у несучок і сперми у індиків. Таким чином, застосування імуностимулятору і вітаміну підвищує окислювально-відновні реакції організму індичок, що в підсумку призводить до інтенсивності росту. Слід зазначити, що всі гематологічні показники відповідали фізіологічній нормі. Включення до схеми профілактики хвороб індичок імуностимулятора і вітаміну вплинуло на лейкоцитарну формулу крові індичок. У крові птиці дослідних груп спостерігалося підвищення вмісту базофілів, еозинофілів, моноцитів і невелике зниження лімфоцитів і нейтрофілів порівняно з цими показниками в крові птиці контрольної групи. Слід зазначити, що зниження лімфоцитів і нейтрофілів у крові також відбувається у зв'язку з віком індичок всіх піддослідних груп (табл. 3.157). 

Таблиця 3.157 

Лейкоцитарна формула дослідних індиків під впливом препаратів "Авесстимтм" та "Євітселтм", % n = 10

	Показники
	Сім місяців
	Дванадцять місяців

	
	контроль
	дослід I
	дослід II
	дослід III
	контроль
	дослід I
	дослід II
	дослід III

	Лімфоцити
	53,2
	53,0
	51,8
	52,5
	52,4
	51,4
	50,5
	50,4

	Базофіл
	2,8
	3,0
	3,0
	3,0
	3,3
	3,5
	3,6
	3,5

	Еозинофіли
	6,8
	7,0
	7,7
	7,5
	7,6
	8,2
	8,9
	9,1

	Моноцити
	7,3
	7,4
	7,7
	8,2
	8,1
	8,8
	9,0
	9,0

	Тромбоцити, тис/мкл
	36,9
	31,2
	33,0
	34,0
	28,5
	26,4
	26,2
	25,4


Так, у крові індичок дослідних груп у віці 210 днів базофілів містилося більше на 0,2%, еозинофілів - в I дослідній групі - на 0,2%; в дослідній групі II - на 0,9%; в дослідній групі III - на 0,7%; моноцитів - на 0,1; 0,4; 0,9% відповідно. Аналогічна закономірність спостерігалася і у віці 370 днів (наприкінці яйцекладки). Так, порівняно з показниками в контрольній групі в крові індиків дослідної групи I базофілів, еозинофілів і моноцитів було більше на 0,2; 0,6; 0,7%; в дослідній групі II - на 0,3; 1,3; 0,9%; в дослідній групі III - 0,2; 1,5; 0,9% відповідно. Зниження лімфоцитів у крові індичок дослідних груп у віці 210 днів склало 0,2; 1,4; 0,7% відповідно; у віці 370 днів -1,0; 2,2; 2,0% відповідно. Кількість нейтрофілів знизилася в 210-денному віці на 0,3; 0,1; 1,1%; в 370-денному віці -на 0,5; 0,6; 0,6%, відповідно розташовуючись уздовж стінок кровоносних судин, тромбоцити є своєрідним бар'єром. При зіткненні з сторонніми тілами жорсткою поверхнею, вони злипаються, розпадаються на уламки і виділяють тромбоцитарні фактори; серотонін, який звужує судини; речовини, необхідні для ущільнення кров'яного згустку (ретрактозіми). У крові індичок дослідних груп спостерігалося зниження тромбоцитів як у зв'язку з віком, так і при включенні в комбікорм досліджуваних препаратів. При цьому у віці 210 днів вміст тромбоцитів у крові індичок дослідної групи I був меншим на 5,7%; в дослідній групі II - на 3,9%; в дослідній групі III - 2,9%; в 370-денному віці - на 2,1; 2,3; 3,1% відповідно. Отримані дані лейкоцитарної формули крові піддослідних індиків підтверджують активні процеси обміну речовин і неспецифічної активності. Отримані результати свідчать про те, що в усі вікові періоди гематологічні показники і біохімічний склад крові індичок, які одержували препарат "Авесстимтм" і комплексний вітамінний препарат "Євітселтм", як окремо, так і в комплексі, були більш вираженими, ніж у контрольній групі. Кращими гематологічними показниками характеризувалися індики дослідної групи № 3. 

Таким чином, експериментальними дослідженнями в лабораторних та виробничих умовах доведено ефективність препарату "Авесстимтм" як імуномодулятора. Гістоморфологічні дослідження показують, що введення субстанції морфоліній 2-(5-(4-піридил)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату не викликало патоморфологічних змін у всіх досліджуваних органах, що свідчить про нешкідливість дослідженої речовини, так при внутрішньовенному введенні належить до помірнотоксичних, при внутрішньочеревному - малотоксичним, а при внутрішньошлунковому введенні до практично нетоксичних сполук; препарат не має здатності до хронічної токсичності та кумулятивної токсичності; препарат в ефективній дозі не має ембріотоксичного ефекту; не викликає каліцтва і загибелі ембріонів у дозах, які не впливають на організм (відсутня негативна тератогенна дія);не володіє мутагенною і цитогенетичною дією. Доведено, що вже через 12 годин після введення препарату "Авесстимтм" у досліджуваних дозах, як після першого, так і після наступних введень, не встановлено залишкових концентрацій діючої 
речовини сполуки у сироватці крові, м’ясі та деяких органах птиці. Оптимальна доза препарату "Авесстимтм" у кількості 5 мг/ кг маси тіла (за АДВ) підвищує відсоток імунної птиці та показники: збереженості, інтенсивності росту, витрат кормів, позитивно впливає на загальну резистентність птиці (лізоцимна активність, бактерицидна активність, ШЗЕ). Ефективність препарату "Авесстимтм" підвищується при комплексному використанні з вітамінним препаратом "Євітселтм".

За результатами проведених досліджень було створено реєстраційне досьє та листівка-вкладка, на основі яких рішенням фармакологічної ради Державної фітосанітарної та ветеринарної служби України було видано  розроблено ТУ - Препарат ветеринарний Авесстим: ТУ У 24.4-14332579-064:2012. Чинний від 5.10.2012 - К. : Укрметртестстандарт України, 2012.- 4с та розпочате серійне виробництво препарату "Авесстим" (додатки Б, В). 
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3.4. Дослідження імуностимулюючих засобів для включення їх у схеми ротації
3.4.1. Результати клінічних досліджень імуномоделюючої (антистресової) кормової добавки "Фід-Фуд Меджик Антистрес Мікс"
Стреси призводять до зниження імунного захисту у птиці та підвищують реакції організму на дію бактеріальних агентів. Тому на наступному етапі ми провели серію дослідів з підвищення адаптаційної здатності птиці в умовах стресів. Умови утримання та годівля курчат здійснювалися повнораціонними збалансованими комбікормами, згідно з рекомендаціями з використання фірми "Фід-Фуд". Випоювання антистресового препарату проводили згідно з рекомендаціями компанії "Фід-Фуд", у перші дні вирощування курчат. До складу препарату входить: вітамін А-10000000 МО, вітамін D3-10000 мкг, вітамін Е-2000 мг, вітамін К-5000 мг, вітамін В1-1000мг, вітамін В2-2000 мг, вітамін В5-6000 мг, вітамін В6-2300 мг, вітамін В- 9250 мг, вітамін В12-11000 мкг, аскорбінова кислота-12000 мг, L-Карнітин-2500 мг, бетаїн-2500 мг, лимонна кислота-5000 мг, мурашина кислота-12500 мг, пропіонова кислота-12500 мг, калію сорбат-5000 мг, натрію глютамат-10000 мг, магнію сульфат- 250 мг, селен-100 мг, натрію бікарбонат-50000 мг, натрію хлорид-02000мг, марганець (у вигляді сульфату)-3950 мг, калію хлорид-87800 мг, цинк (у вигляді сульфату)-2500мг, L-Лізин-15000мг, DL-Метіонін-7500 мг.

Як видно з даних, наведених у таблиці 3.158, вирощування курчат у експериментальних умовах було успішним при високому збереженні (у контрольній групі загинуло одне курча, а в дослідній групі загибелі не реєструвалося). Стосовно конверсії корму, яка була дещо вищою від очікуваних показників, то це можна пояснити використанням промислового раціону, який був розрахований за мінімальною вартістю. Доведено, що випоювання антистресового препарату сприяло приросту живої маси курчат усіх вікових груп. Так, в 7-добовому віці різниця живої маси була мінімальною і складала лише близько 1 %.
Таблиця 3.158
Показники живої маси птиці дослідних груп при випоюванні "Фід- Фуд Меджик Антистрес Мікс" (n=75) (M±m)
	

	Показники живої маси у віці, діб:
	Дослідна група
	Контрольна група

	7
	149,7±10,1
	143,9±9,8

	14
	363,8±9,3
	349,5±10,4

	21
	785,7±8,9
	732,3±9,9

	28
	1281,0±11,5
	1210,0±11,8

	35
	1805,0±12,3
	1762,0±12,9

	42
	2381,0±13,1
	2254,0±13,6

	Середньодобовий приріст м. т., г
	55,7±3,9
	52,7±4,1

	Збереженість, %
	100
	98.6

	Конверсія корму
	1,75
	1,88


До 3-тижневого віку ця різниця збільшилася до 7,3 % і до кінця вирощування склала 5,6 %. Таким чином, можна констатувати, що згодовування антистресового препарату курчатам сприяло збільшенню їх живої маси в середньому на 127 грамів. При цьому істотно покращилась конверсія корму.
Було встановлено, що включення до раціону курчат органічних кислот, включаючи пропіонову і мурашину, сприяє утворенню гомогенної мікрофлори і сприяє збільшенню кількості лактобактерій у клубовій кишці. При цьому включення до раціону курчат суміші органічних кислот, що містять пропіонову і мурашину кислоту, поліпшило конверсію корму та середньодобові прирости курчат. Добавка суміші пропіонової і мурашиної кислот до раціону курчат в 3-денному віці, одночасно з їх зараженням S. pullorum вірогідно знижувало колонізацію Sallmonel у волі та сліпих відростках кишечника, знижуючи виділення сальмонел з послідом, одночасно знижуючи загибель курчат. Слід прийняти до уваги можливу позитивну дію лимонної кислоти, що виходить за межі підтримання pH кишечника. Внесення до раціону курчат лимонної кислоти сприяє поліпшенню конверсії корму. При цьому відмічається позитивний вплив на середньодобові прирости та імунокомпетентність курчат; третім можливим механізмом є специфічна позитивна дія гепатопротектору карнітину. Так, було показано, що жива маса курчат, що споживали з водою карнітин або ж суміш карнітину та ніацину, була вірогідно збільшена в перші три тижні. Добавка карнітину в корм курчатам призвела до вірогідного збільшення їх живої маси в перший і другий тижні експерименту; четвертим можливим механізмом позитивної дії препарату на ріст та розвиток курчат є специфічні імуномодуляторні властивості препарату, які будуть розглянуті нижче. В цілому, за рахунок підтримки оптимального стану імунної системи вдається уникнути зайвої активізації фагоцитів і лімфоцитів, що зберігає енергію та протеїн, спрямовуючи їх на ріст і розвиток курчат. При цьому підвищення ефективності вакцинацій також є позитивним чинником, сприяє кращому росту і розвитку курчат. Як вказують одержані дані (табл.3.159), з віком курчат лізоцимна активність їх крові істотно збільшується і це відбувається у птиці як контрольної, так і дослідних груп. Слід підкреслити, що випоювання антистресового препарату призвело до збільшення на 34 % лізоцимної активності крові в 10-денному віці. При цьому позитивний вплив препарату на лізоцимну активність відмічався впродовж всього періоду вирощування курчат, так, у 20-, 30- і 42-денному віці різниця склала відповідно 16, 26 і 6,5 %.
Таблиця 3.159
Порівняльна оцінка лізоцимної активності крові курчат дослідних груп, мкг/л (n=10) (M±m)
	Доба
	
	Дослідна група
	Контрольна групи

	
	
	абсол. числа
	%
	

	10
	
	0,47±0,07
	34,0
	0,35±0,02

	20
	
	0,51±0,04
	16,0
	0,44±0,07

	30
	
	0,78±0,02
	26,0
	0,62±0,05

	42
	
	0,82±0,07
	6,5
	0,77±0,03


Лізоцим за своєю природою є ферментом (ацетилмурамідаза) і міститься майже у всіх органах і тканинах тварин. Вміст його в сироватці крові звичайно корелює з бактерицидною активністю. Лізоцим стимулює фагоцитоз нейтрофілів і макрофагів, синтез антитіл, а також здатний руйнувати ліпополісахаридні поверхневі шари клітинних стінок більшості бактерій. Підвищення лізоцимної активності крові вказує на підвищення резистентності до інфекційних хвороб. Лізоцим декретується, головним чином, фагоцитами і є неспецифічним ефектором імунної системи. Відомо, що гранули гетерофілів містять лізоцим, який разом з катіонними пептидами і кислою фосфатазою відповідає за їх бактерицидні властивості. Було переконливо доведено, що екстракт з гранул гетерофілів птиці вбиває E. coli, S. marcescensі, S. albus in vitro в концентраціях від 20 до 35 мг/мл. Підвищена активність лізоциму в дослідній групі курчат вказує на те, що більша активація фагоцитів виявлена у курчат дослідної групи і, отже, був підвищений неспецифічний
імунний захист. Підвищена лізоцимна активність вказує на те, що цей фермент може зруйнувати полідісахаридну стінку багатьох типів бактерій і, таким чином, забезпечити додатковий захист проти бактерій. 
Таким чином, на підставі одержаних даних можна зазначити, що випоювання антистресового препарату призводить до збільшення лізоцимної активності крові, що вказує про підвищення резистентності курчат дослідної групи до інфекційних захворювань. У дослідженнях було показано, що добавка екзогенного лізоциму до раціону курчат, заражених Clostridium perfringens, дозволила вірогідно знизити кількість клостридій в кишечнику, поліпшити його структуру і збільшити конверсію корму курчат. Як видно з даних, наведених в таблиці 3.160, величини ШЗЕ в крові курчат контрольної і дослідної групи знаходяться в межах фізіологічної норми і, практично, не відрізняються. Це вказує проте, що і в контролі і в досліді курчата були здоровими і в їх організмі не були присутні будь-які запальні процеси.

Таблиця 3.160
Порівняльна оцінка показників швидкісті зсідання еритроцитів крові курчат дослідних груп, мм/год. (n=10) (M±m)
	Доба
	Дослідна група
	Контрольна група

	10
	2,8±0,09
	2,8±0,07

	20
	3,0±0,08
	3,5±0,04

	30
	3,0±0,03
	3,7±0,04

	42
	3,3±0,04
	4,5±0,05


Одним з найважливіших механізмів імуномодуляції є запобігання пошкодженню рецепторів імунних клітин в умовах стресу. В цілому, комуні-кацію між імунними клітинами в спрощеному вигляді можна уявити як спілкування за допомогою мобільних телефонів, якими виступають своєрідні рецептори. В умовах різних стресів утворення вільних радикалів у клітинах істотно зростає і вони здатні пошкоджувати рецептори. В результаті, зв'язок між імунними клітинами порушується та імунокомпетентність різко знижується. За сучасним уявленням, головним механізмом високої імунокомпетентності є ефективна взаємодія між всіма типами імунних клітин. Така взаємодія неможлива при пошкодженні рецепторів. У даному експерименті була підібрана оптимальна комбінація природних антиоксидантів – вітамінів Е і С, а також всі елементи, необхідні для ефективної рециклізації вітаміну Е, тобто перетворення окисленої форми вітаміну Е на його активну відновлену форму. Таким чином, у даній роботі було підтверджено позитивний вплив антистресового препарату "Фід-Фуд Меджик Антистрес Мікс" за вирощуваня курчат бройлерів. При цьому встановлено позитивний вплив препарату "Фід-Фуд Меджик Антистрес Мікс" на ріст, розвиток, збереженість курчат і конверсію корму. 

Зміни вмісту вільних амінокислот крові у курок-несучок, після використання антистресової добавки наведені у таблиці 3.161. 
Було відзначено, що протягом експерименту сума вільних амінокислот крові у курей дослідних груп була більшою за контроль. Так, на 60-й день експерименту загальна сума амінокислот крові у дослідних несучок була більшою на 2,5 % ніж у контрольних, але на 90-й день ця перевага вже становила 28,7 %. Вміст замінних амінокислот у крові курей дослідних груп порівняно з контрольними на 60-й день був вищий на 15,2 %, а незамінних – на 7,8 % менший. Дещо по-іншому змінилось співвідношення замінних та незамінних амінокислот на 90-й день досліджень. Концентрація замінних амінокислот збільшилась у крові дослідних несучок на 35,7 % порівняно з контрольними, а сума незамінних амінокислот вже була більшою за контроль на 20,6 %. Таким чином, встановлено в цілому позитивний вплив випоювання антистресової добавки на амінокислотний склад крові у дослідних курей-несучок. 

Аналізуючи зміни рівня окремих замінних амінокислот, встановлено збільшення в крові дослідних курей гліцину та серину. Гліцин є однією з амінокислот, які легко синтезуються в організмі дорослих птахів з гліоксилової кислоти шляхом переамінування, але в організмі молодняку він не синтезується. Важливим джерелом утворення гліцину в організмі є серин.

Таблиця 3.161
Вміст вільних амінокислот крові курей-несучок дослідних груп, нмоль/л 
(M ± m; n = 10)

	Назва амінокислоти
	60-й день досліду
	90-й день досліду

	
	контроль
	дослід
	контроль
	дослід

	Аспарагінова  кислота
	54,0974±9,93
	52,5034±5,49
	38,1391±4,45
	41,6508±5,22

	Треонін
	52,1090±14,66
	49,2805±6,75
	32,4849±4,58
	40,5590±2,23*

	Серин
	103,4433±24,3
	124,8260±3,0*
	91,2760±11,0
	107,0763±9,91*

	Глютамінова кислота
	51,6855±8,31
	76,7350±6,45*
	46,5579±5,11
	63,0334±8,28**

	Гліцин
	136,8833±22,3
	139,9566±6,85
	86,1574±12,3
	125,7533±5,78**

	Аланін
	113,9566±19,88
	112,6768±10,60
	80,0873±9,83
	112,1977±9,57*

	Валін
	75,6577±23,27
	92,3514±21,74*
	42,4341±7,72
	59,3878±15,23*

	Ізолейцин
	43,5422±24,54
	49,1202±21,97
	17,5176±4,07
	36,3226±20,97**

	Лейцин
	84,6704±39,00
	51,1148±6,58*
	34,2969±6,52
	35,5266±4,24

	Тирозин
	40,2763±18,81
	35,6368±10,64
	20,9746±3,32
	28,8478±9,03*

	Фенілаланін
	36,3463±18,44
	23,9385±4,16*
	15,5758±1,67
	14,6886±1,30

	Гістидин
	172,8100+82,54
	106,5777±6,50*
	69,6435±4,39
	93,7670±10,8**

	Лізин
	50,2400±14,53
	96,9361±19,89*
	32,4722±3,97
	58,9166±4,31**

	Орнітин
	50,6975±18,23
	81,4658±23,78*
	27,5770±3,01
	52,2760±13,9**

	Аргінін
	74,8914±10,36
	76,5210±4,2863
	53,0037±5,73
	74,7779±4,61*

	Сума замінних амінокислот
	510,7636
	588,1630
	369,7967
	501,9839

	Сума незамінних амінокислот
	630,4891
	581,450
	318,3818
	383,9793

	Загальна сума амінокислот
	1141,2527
	1169,6140
	688,1785
	885,9632


Примітка. * – р<0,05; ** – p<0,01.
При синтезі гліцину з серину важливу роль відіграють фолієва кислота та аніони марганцю, гліцин також легко синтезується з бензойної кислоти. В організмі птиці він бере участь у синтезі мурашиної та оцтової кислот, холіну, жовчних кислот, похідних пурину та порфірину. Гліцин через оцтову кислоту зв’язаний з обміном вуглеводів та жирів, через похідні пурину – з обміном нуклеотидів та нуклеїнових кислот, через порфірин – з синтезом гемоглобіну.
Серин тісно пов’язаний з обміном гліцину і ці амінокислоти можуть утворюватися з 3-фосфогліцеринової кислоти. Дезамінування серину призводить до утворення ПВК, що зв’язує його з обміном аланіну, який утворюється внаслідок амінування ПВК, а через аланін, серин зв’язується з обміном жирів та вуглеводів. Вміст аланіну в крові дослідних курей, порівняно з контролем, у кінці експерименту був більший. Ця амінокислота синтезується в організмі птахів з ПВК і у великій кількості входить до складу пантотенової кислоти. Аспарагінова та глутамінова кислоти в організмі птиці відіграють важливу роль в азотистому обміні та беруть участь у процесах переамінування, зв’язуючи між собою обмін азоту та обмін вуглеводів.

Як було вже відмічене, сума незамінних амінокислот змінювалась у крові дослідних курей неоднаково. На початку досліджень концентрація незамінних амінокислот крові дослідних курей зменшилась порівняно з контролем, а в кінці експерименту – зросла. Аналізуючи зміни вмісту окремих незамінних амінокислот зазначимо вірогідне зростання рівня треоніну крові дослідних груп несучок. Ця амінокислота в їх організмі не може синтезуватись, а тому має надходити з кормом. В організмі треонін може перетворюватися на гліцин та оцтовий альдегід, а також використовується для синтезу холестерину, жирних кислот, вуглеводів і його нестача в раціоні курей приводить до жирової інфільтрації печінки. Валін - одна з незамінних амінокислот, яка має розгалужений вуглецевий ланцюг. Відсутність або нестача цієї амінокислоти в раціоні курей призводить до порушень нормальної функції нервової системи та роботи органів травлення і, зокрема, підшлункової залози й печінки. В експерименті із додаванням антистресової добавки несучкам, ми встановили вірогідно вищий рівень валіну на 22,06-39,95 % (р < 0,05) у крові курей дослідних груп. Амінокислоти лейцин та ізолейцин також не можуть синтезуватись в організмі птиці. Лейцин має виражені кетогенні властивості, з нього утворюється ацетооцтова кислота та ацетон, а ізолейцин розщеплюється до пропіонової та оцтової кислот. У свою чергу, пропіонова кислота використовується в синтезі глюкози, а оцтова – в синтезі кетонових тіл, отже ізолейцин має гліко- та
 кетопластичні властивості одночасно, що необхідно для птиці. На початку експерименту встановили вірогідне зменшення вмісту лейцину в крові дослідних несучок, а у кінці – зростання його рівня; вміст ізолейцину протягом експерименту у дослідних курей був вищий, ніж у контролі. Лізин - одна з найважливіших незамінних амінокислот, яка входить до складу всіх білків тваринного та рослинного походження. У процесі катаболізму він зазнає дезамінування або метилування, внаслідок чого утворюються важливі проміжні сполуки, які використовуються макроорганізмами. Лізин активує гемопоез та синтез гемоглобіну, він сприяє всмоктуванню кальцію, а його нестача знижує використання азоту корму, що призводить до зменшення продуктивності курей. Встановлено, що випоювання антистресової добавки сприяло збільшенню вмісту лізину в крові дослідних курей порівняно з контролем. Аргінін майже не синтезується в організмі птахів. Він бере участь у знешкодженні кінцевих продуктів азотного обміну і входить до складу протамінів та білків пера. З аргініну може синтезуватись орнітин, який в організмі птиці в основному використовується для нейтралізації надлишків бензойної кислоти. Вміст аргініну та орнітину в крові дослідних птиці протягом досліджень був вищий порівняно з контрольними. Амінокислота гістидин у своєму складі має імідазольне кільце і входить до складу протаминів та гістонів. Вона стимулює синтез гемоглобіну та еритропоез. При декарбоксилуванні гістидину в організмі птиці утворюється гістамін, який стимулює секрецію соляної кислоти у шлунку та підвищує моторику гладкої мускулатури органів травлення. На нашу думку вірогідне збільшення рівня гістидину в крові дослідних курей сприяло інтенсивнішому перебігу процесів, у яких бере участь ця амінокислота. Фенілаланін та тирозин мають у своєму складі ароматичне кільце, крім того, тирозин має ще одну гідроксильну групу. Нестача цих важливих амінокислот призводить до важких розладів обміну речовин, зниження продуктивності та загибелі птиці. Ці амінокислоти також є попередниками гормонів щитовидної залози та наднирникових залоз. На початку експерименту ми встановили зниження рівня фенілаланіну та тирозину в крові дослідних курей, а в кінці експерименту концентрація фенілаланіну була майже однакова у контрольних та дослідних несучок.

Отже, виявлені нами коливання вмісту вільних амінокислот крові у дослідних курей, ймовірно, можна пояснити особливостями живлення та наявністю в раціоні антистресової добавки. Підсумовуючи одержані результати, можна припустити, що завдяки випоюванню антистресової добавки відбувається збільшення вмісту амінокислот у крові курей дослідних груп, це можна розглядати як резерв, що певною мірою використовується їх організмом у процесі яйцеутворення та сприяє підвищенню несучості на 7,0-8,5 %. Результати дослідження крові свідчать, що показники клітинного та гуморального імунітету курей-несучок порівнюваних груп знаходилися в межах фізіологічної норми, але при цьому спостерігалась істотна міжгрупова відмінність у них.
При споживанні курами корму, обробленого препаратом, у них активізувалися механізми клітинного та гуморального імунітету. Загальний вміст лейкоцитів, які відіграють найважливішу роль у захисних процесах організму, і на піку та на спаді яйцекладки перевищував їх кількість у курей-несучок контрольних груп.

Додатковим показником клітинного імунітету, що характеризує агресивність і активність лейкоцитів, є фагоцитарне число (кількість поглинених мікробних клітин), яке у курей, що споживали антистресову добавку, було 5,73 (Р <0,001). Це на 18,63% більше, ніж у контрольних. Вміст циркулюючих імунних комплексів (ЦІК) в сироватці крові несучок дослідної групи був меншим (Р <0,001) на піку яйцекладки на 15,48% і на її спаді на 21,23%, що свідчить про зниження антигенного і ксенобіотичного навантаження на їх організм (табл. 3.162). 
Найважливішим критерієм діагностики стану імунної системи є кількість імуноглобуліні у крові. У несучок, яким згодовували комбікорм, що містить антистрес, відбулося підвищення на піку і спаді яйцекладки кількості імуноглобулінів lg А на 0,29 і 0,85 г / л (Р <0,05); lg М - 0,30 і 0,27г / л; lg G на 0,55 і 0,48г / л (Р <0,05), що також свідчить про активізацію імунітету їх організму.

Таблиця 3.162
Імунологічні показники крові кур-несучок дослідних груп під впливом 
"Фід-Фуд Меджик Антистрес Мікс" (n=10) (M±m)

	Показники

	Групи

	
	контроль
	дослід
	контроль
	дослід

	
	на піку яйцекладки
	на спаді яйцекладки

	Лейкоцити, 109 / л
	32,79±0,711
	37,32±0,380х
	26,250±0,479
	31,000±0,408

	Фагоцитарне число, мкр.част
	6,35±0,144
	6,97±0,155*
	4,83±0,023
	5,72±0,025*

	Імуноглобуліни (lg), 
г/л
	
	
	
	

	A
	2,13±0,097
	2,42±0,090
	2,10±0,239
	2,96±0,184*

	
	
	
	
	

	M
	2,46±0,154
	2,76±0,119
	2,87±0,049
	3,14±0,106****

	G
	5,14±0,334
	5,69±0,371*
	3,650±0,155
	4,13±0,075*

	ЦІК, одиниць
	107,25±9,479
	90,65±1,88****
	58,87±0,718
	46,37±0,375+


Примітка: Р( 0,01*; Р( 0,05**; Р( 0,001***
Таким чином, у контрольних курей, що зазнають значного антигенного і ксенобіотичного навантаження, в сироватці крові спостерігається підвищений рівень ЦВК і знижений вміст лейкоцитів, глобулінів та імуноглобулінів, що вказує на імунодефіцит в їх організмі.

Водночас, імунний статус курей дослідної групи вірогідно є кращим, що обумовлено біологічними властивостями використовуваного в їх раціонах препарату зниженим токсикологічним навантаженням на організм (табл.3. 163).
Дисперсійним аналізом встановлено, що відмінності між групами несучок у їх білковому й імунному статусі на 84,06 - 99,15% обумовлені впливом препарату, що підтверджується вірогідністю за Фішером (0,999- 1,000) і величиною кореляційних відносин (0,917- 0,996) У забезпеченні неспецифічного імунітету організму велику роль відіграють клітини лейкоцитарного профілю. 
У піддослідних курей лейкограма перебувала в межах фізіологічної норми. В ній переважали лімфоцити і нейтрофіли, однак, між курми порівнюваних груп є вірогідні відмінності в її показниках.
Так, у курей дослідної групи вміст сегментоядерних нейтрофілів, які володіють максимальною фагоцитарної активністю, склав 36,25 і 33,00%, а це більше, ніж у курей контрольних груп (34,75 і 31,75%).
Таблиця 3.163
Дисперсійний аналіз сили впливу препарату та випадкові 

фактори на білковий та імунний статус кур-несучок (n=10) (M±m)

	Показники
	Фактори

	
	утворені, %
	випадкові, %
	вірогідність

(за Фішером)
	кореляційні відносини

	пік яйцекладки

	Лейкоцити
	84,06
	15,94
	0,999
	0,917

	Загальний білок
	98,19
	1,81
	1,000
	0,991

	у т.ч. альбуміни
	94,18
	5,82
	1,000
	0,970

	          глобуліни
	97,75
	2,25
	1,000
	0,989

	Фагоцитарне число
	85,04
	14,96
	0,999
	0,922

	ЦІК
	93,71
	6,29
	1,000
	0,968

	падіння яйцекладки

	Лейкоцити
	90,48
	0,85
	1,000
	0,996

	Загальний білок
	98,33
	1,67
	1,000
	0,992

	у т.ч.     альбуміни
	94,18
	5,82
	1,000
	0,970

	              глобуліни
	96,66
	3,34
	1,000
	0,983

	Фагоцитарне число
	99,15
	9,52
	1,000
	0,951

	ЦІК
	97,54
	2,46
	1,000
	0,988


Що стосується лімфоцитів як найбільшої частини лейкоцитів, то їх абсолютний вміст у лейкограмі курей дослідної групи, як на піку, так і на спаді яйцекладки, на 13,85 і 20,8% більший, ніж у контрольних. Лімфоцити відіграють особливу і основну
роль у специфічних захисних реакціях - формування клітинного та гуморального імунітету (таблиця 3.164). 

Таблиця 3.164
Лейкограма кур-несучок дослідних груп на фоні використання
"Фід-Фуд Меджик Антистрес Мікс" (n=10) (M±m)

	Показники
	Групи

	
	контроль
	дослід
	контроль
	дослід

	
	на піку яйцекладки
	на спаді яйцекладки

	відносна кількість, %

	Еозинофіли
	2,00±0,408
	2,75±0,629
	7,50±0,289
	4,250±0,250

	Моноцити
	4,00±1,080
	2,00±0,707
	5,75±0,250
	6,250±0,479

	Лімфоцити
	57,50±3,708
	57,50±4,213
	54,00±1,683
	55,25±0,250

	Базофіли
	1,75±0,479
	1,50±0,289
	1,00±0,00
	1,25±0,250

	абсолютна кількість, 109/л

	Еозинофіли
	0,662±0,144
	1,03±0,237
	1,970±0,093
	1,32±0,079

	Моноцити
	1,385±0,379
	0,75±0,263
	1,508±0,058
	1,93±0,142

	Лімфоцити
	18,00±1,584
	21,46±1,522
	14,180±0,54
	17,13±0,294

	Базофіли
	0,570±0,163
	0,56±0,105
	0,263±0,005
	0,39±0,078


Р( 0,01; *Р( 0,05; +Р( 0,001

Кури дослідної групи відрізнялися від контрольних значно більшими показниками відносного і абсолютного вмісту моноцитів і базофілів. Збільшення числа моноцитів (з 5,75 до 6,25 і з 4,5 до 5%) є морфологічним виразом захисної реакції ретикуло-ендотеліальної системи.

Обумовлені годуванням відмінності в активності імунологічної системи курей порівнюваних груп, безсумнівно, позначилися і на прояві їх спадково зумовленої життєздатності, тобто на здатності їх організму опиратися несприятливим впливам навколишнього середовища. Одним з показників, що характеризують життєздатність курей, є їх збереженість. Збереженість поголів'я на рівні 94,0% була досягнута у птиці, якій згодовували комбікорм з антистресом, тоді як у контролі вона 
була на рівні 86%. Загибель відповідно склала 6 і 14%. Дані показники свідчать про підвищення імунологічної резистентності організму птиці, що отримала корми, попередньо збагачені препаратом. Цей ефект корелює у них зі зниженням токсичного навантаження на організм, оптимізацією травлення, обміну і використання поживних речовин.
Отже, споживання курми-несучками комбікормів, що містять антистрес, сприяє поліпшенню природної резистентності як найважливішого біоресурсного потенціалу, що визначає як їх життєздатність, так і рівень продуктивності. 

На наступному етапі ми вивчили вплив "Фід-Фуд Меджик Антистрес Мікс" на природну резистентність каченят. У результаті проведених досліджень було доведено позитивний вплив антистресового препарату "Фід-Фуд Меджик Антістрес Мікс" на природну резистентність каченят. При цьому бактерицидна активність сироватки крові вірогідно збільшилася як в 10-так і в 40-денному віці, таким чином було створено додатковий захист птиці від можливих захворювань. Збільшення концентрації імуноглобулінів у сироватці крові під впливом антистресового препарату свідчить про те, що не тільки елементи природного імунітету посилюються під впливом антистресового препарату, а й набутий імунітет також працює більш ефективно. Як видно з отриманих даних (таблиця 3.165), в 5-денному віці у каченят спостерігалася тенденція до підвищення бактерицидної активності сироватки та її лізоцимної активності, а також концентрації імуноглобулінів. У 10-денному віці бактерицидна активність підвищилася на 22% (P <0.01). Незважаючи на те, що лізоцимна активність підвищилася на 13%, різниця в даному віці не досягала вірогідного рівня. Найбільший позитивний ефект на досліджувані показники антистресовий препарат показав наприкінці вирощування каченят. Так, у 40-денному віці бактерицидна активність сироватки крові зросла на 32,4% (P <0.01), лізоцимна активність сироватки крові зросла на 41,3% (P <0,001) і концентрація імуноглобулінів у крові підвищилася на 27,9 % (P <0,001). Розглядаючи можливі механізми позитивної 
дії комплексного антистресового препарату на показники
 природної резистентності каченят, можна припустити, що захисна дія препарату на рецептори імунної системи є провідним механізмом.
Таблиця 3.165
Показники природної резистентності каченят під впливом препарату 
"Фід-Фуд Меджик Антистрес Мікс" (n=10) (M±m)
	Показники
	Контрольна група
	Дослідна група

	5-денний вік

	БАСК, %
	54,80±1,27
	60,10±1,24

	ЛАСК, %
	7,93±0,32
	8,40±0,26

	Імуноглобуліни, г/л
	32,30±1,10
	36,20±0,78

	10-денний вік

	БАСК, %
	43,20±1,13
	52,60±0,65 ***

	ЛАСК, %
	7,60±0,37
	8,60±0,49

	Імуноглобуліни, г/л
	18,40±0,38
	22,40±0,24 **

	40-денний вік

	БАСК, %
	37,50±0,81
	49,70±1,10 **

	ЛАСК, %
	5,38±0,16
	7,60±0,12 ***

	Імуноглобуліни, г/л3
	14,70±0,22
	18,80±0,32 ***


Примітка: * Р<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001 по відношенню до контролю.
У стрес-умовах утворення вільних радикалів збільшується і вони здатні пошкоджувати різні рецептори за рахунок окислення білків. При цьому порушується система комунікації між імунними клітинами і знижується імунокомпетентність організму. В умовах випоювання антистресового препарату в критичні періоди онтогенезу каченят вдається запобігти вищевказаним порушенням, що покращує ефективність роботи імунної системи.

Таким чином, випоювання зростаючим каченятам антистресового препарату "Фід-Фуд Меджик Антистрес Мікс" дозволяє підвищити їх природну резистентність і забезпечити додатковий захист від можливих захворювань. Крім того, встановлено збільшення концентрації імуноглобулінів у сироватці крові під впливом антистресового препарату що свідчить про те, що не тільки елементи природного імунітету посилюються під впливом даного препарату, а й набутий імунітет також працює більш ефективно.

На основі проведених досліджень ми розробили програму з профілактики стресів з метою запобігання бактеріальних інфекцій птиці. 

Для бройлерів та молодняку птиці ( кури, індики, каченята, гусенята):

· перші п’ять днів з метою підтримки росту, розвитку та імунітету;

· тепловий стрес – 2 доби до стресу, в період стресу та два дні після стресу;

· прорідження: три дні до, в день прорідження та три дні після;
· при підвищенні рівня загальної мікробної напруги у пташнику 3-7 днів до отримання нормативних показників;

· п’ять діб після використання антибактеріальних препаратів.

Дорослій птиці при виході на пік несучості 90% протягом 10 днів (через день).

Використання антистресової кормової добавки за запропонованою схемою сприяло збільшенню концентрації амінокислот у крові курей-несучок, їх кращому засвоєнню, активному використанню в обмінних процесах та утворенні яйця. Внаслідок використання її як добавки до раціону курей збільшення їх несучості становило 7,0-8,5 % порівняно з контролем. У бройлерів та молодняку птиці використання антистресу підвищує їх природну резистентність і забезпечує додатковий захист від можливих захворювань (додаток Е). 
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3.4.2. Визначення ефективності кормової добавки "Мікростимулін" для захисту організму курчат від потенційних збудників бактеріальних інфекцій птиці

Наступним етапом наших досліджень було випробувати та оцінити новий препарат "Мікростимулін", який товариства НВФ "Бровафарма" та "Наноматеріали і нанотехнлогії" спільно готують до серійного виробництва. Препарат "Мікростимулін" являє собою розчин з вмістом наноаквахелатів мікроелементів кобальту, магнію, магнату, міді, молібдену, цинку тощо синтезованих на основі сучасної нанотехнології. У ході проведення даного експерименту було з’ясовано, що дослідний препарат "Мікростимулін" проявив виражені профілактичні властивості при експериментальному ешерихіозі птиці, який був обумовлений E.сoli О78 (табл.3. 166). 
При аналізі даних таблиці встановлено, що курчата контрольних груп А та Б перехворіли на ешерихіоз з високим рівнем летальності – 60-80%. Загибель була вищою в групі, де зараження культурою ешерихій було інтранозальним. Також така закономірність простежувалась і в аналогічній підгрупі дослідної групи № 1. Водночас, курчата контролю із підгрупи В, яких до початку інфікування підгруп А і Б перемістили в окремо ізольоване приміщення, залишалися здоровими.
Таблиця 3. 166
Ефективність використання препарату "Мікростимулін" при експериментальному ешерихіозі курчат
	Показники
	Контрольна

група
	Дослідна група №1
	Дослідна

група №2

	
	А
	Б
	В
	А
	Б
	А
	Б

	Кількість курчат у групі, гол.
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10

	Кількість загиблих, гол.
	6
	8
	0
	1
	2
	0
	0

	Кількість живих, гол.
	4
	2
	10
	9
	8
	10
	10

	Збереженість, %
	40
	20
	100
	90
	80
	100
	100


Курчата із дослідної групи № 2, що були експериментально інфіковані збудником ешерихіозу, яким з лікувальною метою застосовували розчин експериментального препарату "Мікростимуліну", були надійно захищені застосованою схемою терапії, котра забезпечила 100 % збереженість поголів’я в обох підгрупах, незалежно від методу інфікування. В дослідній групі № 1, де експериментальний препарат застосували з профілактичною метою курсом, що закінчився за 5 діб до інфікування курчат, збереженість становила 90 та 80 % в підгрупах А та Б відповідно, яких було інфіковано однаковою дозою збудника, але різними способами введення (внутрішньочеревне та інтранозальне відповідно). У підгрупах А і Б, що слугували контролем, збереженість становила 40 та 20 % відповідно. При розтині трупів загиблих курчат було відмічене зміни, переважно в органах дихання, слизові оболонки яких були гіперемійовані, вкриті пластівцями фібрину, фібринозний перикардит, фібринозний перигепатит, плевра й очеревина вкриті фібринозними плівками та нашаруваннями. Таким чином, було з’ясовано, що новий екологічно безпечний препарат є достатньо ефективним для профілактики ешерихіозу. 

В ході проведення наступного експерименту було з’ясовано, що дослідний препарат "Мікростимулін" проявив виражені профілактичні властивості при експериментальному мікоплазмозі птиці, що був обумовлений M. synoivae. Як видно з даних, наведених у таблиці 3.167, що курчата контрольних підгруп А і Б, після їх експериментального інфікування M. synoivae, теж, як і у попередньому досліді, перехворіли з високим рівнем летальності (90 та 100%). При цьому 100% загибелі відзначено в підгрупі Б, курчатам якої культуру мікоплазм ввели інтранозальне. Загибель курчат із дослідної групи №2, що були експериментально інфіковані збудниками мікоплазмозі яким з профілактичною метою застосовували розчин експериментального препарату "Мікростимулін", не була зареєстрована в обох підгрупах. Була 100% збереженість поголів’я незалежно від методу інфікування.
Таблиця 3.167
Ефективність використання препарату "Мікростимулін" при експериментальному мікоплазмозі курчат

	Показники
	Контрольна

група
	Дослідна група №1
	Дослідна

група №2

	
	А
	Б
	В
	А
	Б
	А
	Б

	Кількість курчат у групі, гол.
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10

	Кількість загиблих, гол.
	9
	10
	0
	1
	1
	0
	0

	Кількість живих, гол.
	1
	0
	10
	9
	9
	10
	10

	Збереженість, %
	10
	0
	100
	90
	90
	100
	100


У дослідній групі №1, якій експериментальний препарат застосували з профілактичною метою курсом, що закінчився за 5 діб до інфікування курчат, збереженість становила 90 % в підгрупах А та Б, яких було інфіковано однаковою дозою збудника, але різними способами введення (внутрішньочеревно та інтранозально відповідно). В підгрупах А і Б, що слугували контролем, збереженість становила лише 10% в групі курчат, яких інфікували внутрішньочеревно.

При розтині трупів загиблих курчат були відмічені зміни переважно в органах дихання, слизові оболонки яких були гіперемійовані. Порожнини носа і трахеї заповнені слизисто-серозним і гнійно-фібринозним ексудатом та казеозною масою. Стінки повітроносних мішків потовщені, вкриті блідо-жовтим клейким ексудатом. Виявлена серозно-фібринозна пневмонія. Виявлені зміни є характерними для мікоплазмозу птиці.

Таким чином з’ясовано, що новий препарат "Мікростимулін" може забезпечувати достатньо високий терапевтичний ефект при інфекційному синовіті птиці. Його дія ґрунтується на тому, що мікроелементи формують інтенсивність всіх видів обміну речовин. Як коферменти і активні центри вони впливають на активність переважної більшості ферментів і гормонів, котрі регулюють обмін речовин в організмі птиці. При цьому активується імуностимулююча діяльність: зростає реактивність клітинного імунітету, прискорюється дозрівання лімфоцитів, підвищується рівень тиміну та наростає протимікробна активність нейтрофілів, макрофагів та продукування антитіл. Все це відбувається досить швидко, оскільки, на відміну від тих мікроелементів, що є у кормі переважно у виді сульфатів, діючі складові препарату "Мікростимулін" містяться у формі халатних сполук, котрі забезпечують високу біодоступність, засвоюваність та ефективність. 

Крім того, було проведено серію дослідів щодо впливу препарату "Мікростимулін" на масу тіла бройлерів у дослідній групі було – 27280 голів, а в контролі 27230 голів. Дані щодо динаміки живої маси наведені в таблиці 3.168.
З даних таблиці бачимо, що середня жива маса бройлерів протягом 36 днів вирощування була вищою на 9,3% порівняно з контролем. Динаміку збереженості поголів’я також враховували у цьому ж віці, було встановлено, що збереженість поголів’я на 36 день вирощували в дослідній групі склала 98,7 %, а в контрольній 97,3  %.
Таблиця 3.168
Динаміка живої маси бройлерів при випробуванні препарату "Мікростимулін" (M±m)

	Група
	Вік / маса

	
	10
	20
	30
	36

	Контроль
	382,4±10,2
	750,6±9,8
	1250,4±11,8
	1770,1±10,2

	Дослід
	402,6±12,1
	780,1±8,4
	1270,8±10,6
	1890,5±9,8

	Різниця, г
	+20,2±1,2
	+20,5±0,9
	+20,4±1,7
	+20,4±1,2

	Різниця, %
	+9,4
	+9,6
	+9,6
	+9,3


Таким чином, було встановлено, що новий експериментальний препарат "Мікростимілін" проявив високу терапевтичну ефективність (100%) при застосуванні під час перебігу ешерихіозу та мікоплазмозу та значну профілактичну здатність при попередній корекційній обробці курчат. Крім того, застосування препарату підвищує живу масу бройлерів у 36-денному віці на 9,3%, а збереженість - на 1,4 % (додаток Ж). Отримані результати були рекомендовані до внесення у проект листівки-вкладки препарату, досьє якого готується до реєстрації. 
1. Berezjvskiy A. V. Determination of protective capacity Microstimulinin experimental infectious synovitis chickens / A. V. Berezjvskiy, H. A. Fotina, A. V. Kovalenko // Аграрний вісник Причорномор’я: збірн. наук. праць «Ветеринарні науки». – О., 2013. – Вип. 68. – С. 14 – 20. 
2. Березовський А. В. Наноаквахелати мікроелементів – як альтернатива антибіотикам у системі профілактики бактеріозів птиці / А. В. Березовський, Г. А. Фотіна, А. В. Коваленко // Птахівництво: міжвід. темат. наук. зб.– Х., 2012. – Вип. 68. – С. 22 – 28. 
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5. Березовський А. В. Визначення захисної спроможності препарату "Мікростимулін" при експериментальному інфекційному синовіті курчат / А. В. Березовський, Г. А. Фотіна, А. В. Коваленко // «Актуальні проблеми ветеринарної медицини в Україні»: Всеукр. наук.- прак. конф.,19 вересня 2012 р.: тези допов. – Полтава, 2012. – С.3 – 4. 
3.4.3. Схеми засобів для ротації імуностимуляторів у птахівництві та принципи її проведення
На основі проведених досліджень ми розробили програму з профілактики бактеріальних хвороб з використанням схеми ротації імуностимуляторів (додаток  М):
·  під час виведення молодняку аерозольно використовували препарат "Авесстимтм" із розрахунку 4 см3 на 1м2 вивідних шаф;

· перші п’ять днів життя, з метою підтримки росту, розвитку та імунітету кормова добавка "Мікростимулін"; 
· за 2 доби до вакцинації та дві доби після вакцинації з метою підвищення імунного статусу препарат "Авесстимтм" з водою у розведенні 1:1000;

· при профілактиці теплового стресу – 2 доби до стресу, в період стресу та два дні після стресу препарат "Фід-Фуд Меджик Антистрес Мікс";

·  при підвищенні рівня загальної мікробної напруги у пташнику 3-7 днів до отримання нормативних показників препарат "Авесстимтм"; 
· під час проріджування три дні до, в день проріджування та три дні після препарат "Фід-Фуд Меджик Антистрес Мікс". Цей же препарат призначали п’ять діб після використання антибактеріальних препаратів; 
дорослій птиці при виході на пік несучості 90% протягом 10 днів (через день) використовували препарат "Авесстимтм". 
Таблиця 3.169

Порівняння показників ефективності використання ротаційної схеми імуномодуляторів та антистресів у птахівництві
	Показники
	Групи курчат

	
	контрольна
	дослідна

	Кількість птиці, гол.
	40220
	41090

	Загибель всього, %
	5,1
	0,7

	у тому числі від бактеріальних хвороб
	3,8
	-

	Збереженість до 110 діб, %
	94,9
	99,3

	Маса тіла, г
	1108±0,05
	1139±0,06


Як видно з таблиці 3.169, при використанні ротаційної схеми імуномодуляторів та антистресів у птахівничому господарстві збереженість була на 4,4% вища, ніж у контрольних пташниках. Загибель від бактеріальних інфекцій не було зареєстрована.
3.5. Економічне обґрунтування перспективи застосування спроектованих препаратів у технологіях промислового птахівництва для зменшення імпортозалежності галузі 

Підсумовуючи зміст підрозділів (3.1-3.4) розділу 3, можна зробити узагальнюючий висновок, що два новостворені комплексні антибактеріальні препарати ("ТімТіл 250" і "Бровасептол-концентраттм"), одноосновний антибіотик "Цефтіокур" та мийно-дезінфікуючий засіб "Бі-дезтм", за своїми фармако-токсикологічними параметрами відповідають кращим іноземним зразкам, що є нині офіційно наявні на вітчизняному ринку. Тому ми зважили за необхідне здійснити ще й їх економічне обґрунтування. Проте враховуючи оригінальність рецептур комплексних препаратів, на ринку відсутні їхні іноземні аналоги. Тому за основу розрахунків для препарату "ТімТіл 250" були взяті два окремі препарати, що містять АДР даної комбінації, а саме: на основі тілозин тартрату – препарат "Тилан водорозчинний" з вмістом 100% АДВ, від компанії Еланко Енімал Хелз, Австрія; а на основі тіамулін гідроген фумарату – препарат "Тіамвет 45 %" у вигляді водорозчинного грануляту, від компанії Сева Санте Анімал, Франція. Як "ТімТіл- 250", так і обидва названі препарати, рекомендовано для птиці випоювати з водою щоденно курсом 3-5 діб. Тому за основний показник прийняли вартість препаратів на 1000 дм3 води для птиці. 

Ціни на іноземні препарати брали з прайс-листів їх офіційних дилерів, всі відповідно на однакову дату. Як випливає з показників табл. 3.170, для птахівничих господарств вітчизняний препарат обходиться значно дешевше, ніж подібні засоби іноземного виробництва (на 41,6 та 85,3% відповідно).

Таблиця 3.170

Аналіз затрат для приготування 1000 дм3 водно-лікарських розчинів на основі порівнюваних препаратів 
	Назва препарату
	Ціна за 1 дм3 (кг) / грн.,
	Доза на 1000 дм3 води (л, кг)
	Вартість дози на 1000 дм3води, грн.
	До ціни базового препарату, %

	ТімТіл 250
	879,36
	1,0
	879,36
	100

	Тіамвет 45 %
	2 962,92
	0,55
	1629,61
	141,6

	Тилан водорозчинний
	2468,76
	0,5
	1244,38
	185,3


За основу розрахунків для препарату "Бровасептол-концентраттм" було взято також два окремі препарати, що містять поєднання АДР водорозчинних сульфаніламідів та триметоприму у загальновизнаному співвідношенні 5 : 1. А саме: перший - це препарат "Інтертрим-480 орал" з вмістом 48 % сумарної кількості АДВ, у вигляді суспензії для орального застосування від компанії Інтерхемі веркен "Де Аделаар" Есті АС, Естонія; а другий – препарат "Триметосул 48 % орал", також у вигляді суспензії для орального застосування, від компанії Генера Інк., Хорватія. Як "Бровасептол-концентраттм", так і обидва названі сульфаніламідні препарати рекомендовано випоювати птиці з водою щоденно курсом 3-5 діб.

Таблиця 3.171
Аналіз затрат для приготування 1000 дм3 водно-лікарських розчинів на основі сульфаніламідних препаратів порівняння
	Назва препарату
	Ціна за 1 дм3 (кг) / грн.
	Доза на 1000 м3 води (дм3 /кг)
	Вартість дози на 1000 м2 води, грн.
	До ціни базового препарату (%)

	Бровасептол-концентрат
	1049,45
	0,33
	345,0
	100

	Інтертрим-48 орал
	734,0
	1,5
	1101,0
	319,1

	Триметосул 48 %
	860,0
	1,5
	1290,0
	373,9


При аналогічному порівнянні комплексного препарату "Бровасептол-концентраттм" з подібними композиціями іноземного виробництва, що є значно меншої концентрації. З’ясовано, що цей запропонований засіб суттєво дешевший за імпортні аналоги в частині створення аналогічних концентрацій робочих розчинів (табл. 3.171).
Як свідчать  наведені розрахунки на приготування кожної тонни водно-лікарських розчинів, затрати на придбання аналогічних засобів іноземного виробництва більше більше ніж втричі перевищують вартість вітчизняного препарату.

При порівнянні ціни одноосновних препаратів "Цефтіокур" від вітчизняного виробника та "Ексенель стерильний порошок", від компанії Файзер Ейч.Сі.Рі. Корпорейшир, США, що містять аналогічну АДР – цефтіокуру натрієву сіль у флаконах по 1 та 4 г, також з’ясовано, що реалізаційна вірність їх суттєво різниться. Однограмовий флакон препарату "Цефтіокур" коштує 113,46 грн., а порівнюваного препарату – 177,5 грн., або на 156,4% вище.

При порівнянні комплексного мийно-дезінфікуючого засобу "Бі-дезтм" також виходили з того, що він має оригінальну рецептуру, аналогів якій, на ринку не існує. Тому для порівняння підібрали два композиційних дезінфектанти, в настановах яких є чітке посилання на можливість використання їх в умовах промислового птахівництва, а саме: "Віроцид" у формі розчину з вмістом 3-х АДВ: алкілдиметилбензиламонію хлориду (17,06 %), дидецилдиметиламонію хлориду (7,8%) та глютаральдегіду (10,72 %) від компанії СІД Лайнс НВ, Бельгія; та другий засіб для порівняння – препарат "Інтерсід" у вигляді рідини з вмістом двох АДВ: глутарового альдегіду (10 %) та формальдегіду (14 %), від компанії Інтергігієна ГмбХ, Німеччина. 

А основою для розрахунків слугувала вартість препаратів для виготовлення робочого розчину в кількості, що є достатньою для обробки 1000 м2 площі. З даних, наведених у таблиці 3.172, випливає, що запропонований засіб "Бі-дезтм" також є 
суттєво дешевший (82 та 72,6% відповідно) за імпортні аналоги в частині створення концентрацій робочих розчинів для обробки рівнозначних площ приміщень.

Таблиця 3.172
Аналіз затрат для приготування робочих розчинів дезінфектантів у кількостях, що покривають обробку приміщення розміром 1000 м2

	Назва дезінфектанту
	Ціна за1 дм3(кг) / грн.
	% засобу в робочому розчині
	Норма витрати на 1000 м2, дм3
	Вартість для 1000 м2, грн.
	До ціни базового засобу, %

	Бі-дезтм
	107,4
	1,0
	350
	375,9
	100

	Віроцид
	342,0
	0,5
	400
	684,0
	182,0

	Інтерсід
	236,1
	1,0
	275
	649,3
	172,6


Така цінова політика дозволяє не лише здешевлювати собівартість птахопродукції для вітчизняних виробників, а й конкурувати на міжнародних ринках.
РОЗДІЛ 4

УЗАГАЛЬНЕННЯ, АНІЛІЗ ТА ОБГОВОРЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ

Антибіотикорезистентність основних збудників інфекційних захворювань є однією з найбільших проблем сучасної гуманної та ветеринарної медицини [1, 2]. Виділяють наступні причини антибіотикорезистентності: загальнобіологічні – фармакологічні, соціальні, економічні, ветеринарні, медичні та біоетичні [3]. Швидкість, з якою формується і розповсюджується стійкість мікроорганізмів до антибактеріальних препаратів, вражає. Препарати, які ще декілька років тому були ефективними, сьогодні втрачають свої позиції і їх використання вимушено обмежується. Згідно з даними Всесвітньої Організації Охорони Здоров'я, швидке підвищення стійкості мікроорганізмів до антибактеріальних препаратів загрожує підірвати основи охорони здоров'я, закладені ветеринарною та медичною наукою протягом останніх 50 років. Виходів із ситуації, що склалася, на даний момент є два: інтенсифікувати розробку і впровадження нових антибактеріальних препаратів або знаходити методи контролю розповсюдження резистентності мікроорганізмів до препаратів, що вже існують і використовуються. 
Хоч контроль розповсюдження резистентності мікроорганізмів до препаратів дозволяє вживати заходів вже сьогодні, що надзвичайно актуально, однак він є надзвичайно складним і потребує розробки та використання програм зі зменшення і контролю рівня резистентності мікроорганізмів до існуючих антимікробних засобів. Тому сьогодні загальновизнаною є ідея, що кардинально підвищити ефективність антибіотикотерапії можна лише впровадивши в клініку нові антибіотики тих класів, які раніше не використовувалися, або тих, що використовувалися дуже рідко. Тому пошук нових антибіотиків і модифікація відомих з метою їх удосконалення залишається одним із головних напрямів сучасної медицини [5, 559 -561]. На жаль, після 50-літнього періоду успіху, фармацевтична індустрія значно скоротила виробництво антибіотиків, особливо, ефективних стосовно грамнегативних мікроорганізмів. Хоча описано більше 6 тисяч природних і десятки тисяч напівсинтетичних похідних антибіотиків, однак найбільше значення у ветеринарній та медичній практиці мають близько 50 антибіотиків, що випускаються в різноманітних лікарських формах і призначені для різних цілей. Для ряду антибіотиків розроблені методи повного хімічного синтезу, які, однак, складні й економічно не обґрунтовані. Тому основний напрямок створення нових антибіотиків - хімічна й мікробіологічна модифікації природних антибіотиків і одержання так званих напівсинтетичних антибіотиків, яких вже отримано близько 100 тисяч, однак лише деякі з них застосовуються. Пошук і розробка нових антибіотиків – процес тривалий, кропіткий і дорогий. У ході подібних досліджень вивчаються й вибраковуються сотні, а то й тисячі культур мікроорганізмів. Одночасно виявляються все нові збудники інфекційних хвороб, а спектр активності існуючих препаратів стає недостатнім для боротьби з ними. Стрімко росте резистентність бактерій. Тому, поряд з пошуком природних антибіотиків, активно ведуться роботи з вивчення структури існуючих речовин для того, щоб, модифікуючи їх, одержувати нові й нові, більш ефективні й безпечні препарати. Таким чином, наступним етапом отримання антибіотиків стало створення напівсинтетичних речовин, що подібні за будовою й за дією з природними антибіотиками [562]. Поряд з розвитком традиційних способів створення нових антибіотиків (пошук мікроорганізмів-продуцентів, модифікації природних антибіотиків) усе важливішу роль у розв'язанні цього завдання відіграють методи генетичної інженерії й сучасної біотехнології. Наприклад, антибактеріальні речовини можна одержувати, вбудовуючи гени "потрібного" антибіотика в геном бактерій - у процесі життєдіяльності такі бактерії напрацьовують бажану лікарську речовину, перетворюючись на своєрідну фармацевтичну фабрику з виробництва антибіотиків. Тому процес створення нових антимікробних засобів потребує тісної кооперації висококваліфікованих фахівців багатьох галузей: фармацевтичних технологій, біотехнології, генетики, біоорганічної хімії, експериментальної й клінічної хіміотерапії та ін. [12]. Також слід зазначити, що існує й безліч причин, що перешкоджають розробці нових антибіотиків. Одна з них – наукова, оскільки необхідно створювати нові лікарські засоби із принципово новими механізмами дії. Друга причина – комерційна, оскільки інвестиції в розробку антибактеріальних препаратів приносять невисокий прибуток, тому що вони призначені для короткотермінового лікування певних гострих захворювань. Лікарські засоби для терапії хронічних захворювань призначають на довготривалий період. Враховуючи це, більшість великих фармацевтичних компаній віддає перевагу розвитку ринку більш прибуткових препаратів для лікування хронічної патології. Таким чином, проблема резистентності збудників інфекційних захворювань до антимікробних засобів є багатогранною і важкою для вирішення. Причини виникнення і швидкого розповсюдження резистентності мікроорганізмів на даний час не до кінця визначені. Феномен бактеріальної стійкості вимагає розробки й впровадження нових і нових ефективних препаратів. Тому пошук нових антибіотиків, і, особливо, модифікація відомих з метою їх удосконалення, є одним із головних напрямів сучасної ветеринарної фармакології, а впровадження у ветеринарну практику нових антибіотиків у найближчі десятиліття повинно стати одним із пріоритетних напрямків вітчизняної науки й технології [3, 5, 6, 8, 10, 563 - 567]. Доцільним є компонування використання антибактеріальних препаратів з імуномодуляторами та вітамінними комплексами в системі високого ветеринарно-санітарного рівня птахівничих господарств.

Концентрація птиці на невеликих площах, зміна еволюційно і господарсько сформованого характеру їх утримання і годівлі сприяють значному поширенню шлунково-кишкових і респіраторних захворювань, зниження загальної неспецифічної і специфічної резистентності, а нераціональна терапія - появи і поширення лікарсько-стійких популяцій мікроорганізмів - збудників хвороби. Все це врешті-решт сприяє значній захворюваності та загибелі, в першу чергу, молодняку птиці. Вітчизняні та іноземні вчені довели, що великі економічні збитки птахівничим господарствам завдають бактеріальні хвороби, що негативно позначається не тільки на економіці підприємства, а й на епізоотичній ситуації. Зниження рівня природної резистентності та імунобіологічної реактивності, на тлі якої проявляє свою дію умовно-патогенна мікрофлора, ускладнює проведення заходів профілактики інфекційних хвороб. За даними російських вчених у птахівничих господарствах найчастіше виділяють культури ешерихій, стафілококів, синьогнійної палички, мікоплазм, пастерел з ослабленою вірулентністю, орнітобактерії [2, 19]. Ці дані підтверджують і результати досліджень іноземних авторів [15, 568]. Ми, при проведенні мікробіологічного моніторингу в птахівничих господарствах України, встановили, що потенційні збудники хвороб бактеріальної етіології мають широке розповсюдження. Найчастіше циркулюють у птахогосподарствах різного технологічного спрямування і серед всіх вікових груп птиці S. aureus, S. faecalis, C. fetus, C. jejuni, C. perfringens, E. agglomerans, E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis, P. vulgaris, S. enteritidis, S. pullorum-gallinarum, Y. enterocolitica [23]. У зв’язку з цим необхідно проводити строгий контроль з виявлення загроз спалахів інфекцій, обумовлених збудниками бактеріальної етіології на всіх критичних точках виробництва продукції птахівництва з метою їх своєчасної профілактики. За останні роки в птахогосподарствах зросла циркуляція умовно патогенної мікрофлори, яка є причиною появи токсикоінфекцій людини. Досить згадати про виділення в ряді господарств Е.  сoli з антигеном 0157 Н:7, які викликає у людей геморагічний коліт [21, 568], S. enleritidis - одного з основних патогенів при сальмонельозної інфекції [569] і С. jeuni - збудника кампілобактеріозу, що є причиною кишкових хвороб у дітей [570].  Все це ставить проблему бактеріальних хвороб птиці на рівень не тільки ветеринарний, а й медико-екологічний. У даній роботі теж було підтверджено цей факт, так було доведено, що питома вага S. enleritidis серед інших сероварів сальмонел склала 46,9%. Значна питома вага припадає на Е. сoli  О157 та С. jeuni. 
Тому вивчення етіології та патогенезу цих захворювань, розробка ефективних способів терапії та профілактики має важливе народногосподарське значення у забезпеченні населення країни продуктами птахівництва [571 - 575]. Все це передбачає значне використання профілактичних і лікувальних засобів, циклічність і ротацію при їх застосуванні, розробку нових схем лікувально-профілактичних обробок птиці, створення на їх основі нових резистентностійких сполук з потенційованою, синергідною антимікробною дією, звикання до яких стане малоймовірним, а лікувально - профілактичний ефект значно вищий, оскільки індивідуальними, навіть найсучаснішими високоефективними препаратами широкого спектра буває важко згубно впливати на різночутливу, стійку до хіміотерапевтичних препаратів мікрофлору. Одним з основних напрямів створення нових фармакологічних засобів є конструювання комплексних препаратів. Цей напрямок являє собою основу ветеринарної фармакології [135, 577, 578].

Однією з основних перешкод успішного застосування антибактеріальних препаратів є розвиток стійкості збудників, і в результаті - зниження ефективності обробок, збільшення кратності їх проведення, а це - додаткові витрати [579]. Безумовно, пристосувальні властивості мікроорганізмів вражаючі. Але, як показує практика, найчастіша причина розвитку резистентності - це неправильне застосування препаратів: скорочення курсу обробки, зниження дози, некоректне введення препарату і т. п. Зниження дози препарату може стати невстановленим, якщо препарат погано розчиняється у питній воді або втрачає активність у процесі випоювання (випадає в осад або розкладається, окислюється на повітрі або під дією світла і т.п.). В результаті, птиця не отримує необхідну дозу активного антибактеріального засобу, в органах та тканинах птиці створюється концентрація антибіотика, недостатня для повного знищення бактерій, та забезпечує розвиток стійких клонів. Зрозуміло, така обробка призводить до розвитку резистентності. Другою важливою частиною стосовно запобігання розвитку резистентності є правильна і своєчасна ротація препаратів. Її основне завдання - знищити ті стійкі штами мікроорганізмів, які вже сформувалися в попередні цикли антибактеріальних обробок. Тому для ротації використовують препарати з різним механізмом дії, що належать до різних груп. А тривалість циклів визначається, виходячи з даних про швидкість формування та розповсюдження резистентності [118, 146, 187, 580 - 582]. 
Стійкість мікроорганізмів може бути мікробіологічною (збереження життєздатності штамів при концентрації препаратів, домінуючій основну популяцію даного мікроорганізма) або клінічною (відсутність клінічного ефекту при лікуванні інфекційної хвороби). Слід чітко диференціювати природну і придбану резистентність. Справжня природна резистентність - вкрай рідкісний феномен, на сьогоднішній день єдиний приклад її - відсутність мішеней до β-лактамів у мікоплазм. В інших випадках ми маємо справу з відносною набутою резистентністю, яка проявляється зниженням чутливості до антибіотиків у певних мікроорганізмів і може бути подолана підвищенням концентрації препарату, хоча іноді таку концентрацію неможливо створити в організмі птиці. Ця резистентність досить легко прогнозується. Є три способи формування резистентності - це провідні біохімічні механізми, такі як: ферментативна інактивація, модифікація мішеней дії і активне виведення антибіотика; зниження проникнення зовнішніх структур бактеріальної клітини; захист мішеней дії (нещодавно відкритий механізм формування резистентності, раніше описаний тільки для деяких тетрациклінів і не нещодавно виявлений по відношенню до фторхінолонів). З метою запобігання резистентності необхідно обов′язково проводити мікробіологічний моніторинг мікрофлори, яка циркулює в птахівничих господарствах з визначенням їх чутливості до антибактеріальних препаратів. Про актуальність проведення цих досліджень говорять і інші дослідники. Серед стандартизованих методів визначення чутливості мікроорганізмів до антибактеріальних препаратів розрізняють методи серійних розведень та дифузійні [532, 546]. Визначення чутливості бактерій до антибіотиків дифузійним методом проводиться з використанням дисків з антибіотиками або за допомогою Е-тестів, а методи розведення передбачають розведення в рідкому живильному середовищі (бульйоні) або розведення в агарі [178]. Залежно від об'єму використаного бульйону, розрізняють макрометод (пробірочний) і мікрометод (кінцевий об'єм 0,2 см3 і менше). Макрометод може використовуватись для оцінки чутливості одиничних штамів, оскільки має низьку продуктивність. Тестування за мікрометодом дозволяє значно скоротити кількість витратних матеріалів. Його перевагами є також висока продуктивність і можливість тривалого зберігання заздалегідь приготованих планшет. Методика не має технічних відмінностей від макрометоду, але вимагає оснащення лабораторії багатоканальними піпетками, стерильними 96-лунковими планшетами з кришками для імунологічних досліджень (з плоским дном). 
Метод серійних розведень і Е-тести дозволяють кількісно оцінити чутливість виділеного мікроба до даних ліків і визначити мінімальну концентрацію препарату, що пригнічує ріст виділеного штаму збудника. Диско-дифузійний метод дає можливість одержати тільки якісний результат (збудник є чутливим, помірно чутливим або стійким до даного антибіотика), однак він найпростіший і широко використовується в рутинній клінічній ветеринарній практиці. При реєстрації діаметра зон затримки росту мікробів навколо паперових дисків з антибіотиком диско-дифузійний метод у ряді випадків дозволяє побічно судити про величину мінімальної пригнічуючої концентрації, тобто наближається до кількісних методів.
Безсумнівною перевагою дифузійних методів є простота тестування й доступність виконання в будь-якій бактеріологічній лабораторії. Однак з урахуванням високої вартості Е-тестів для рутинної роботи зазвичай використовують диско-дифузійний метод.

Методи серійних розведень є найточнішими і найінформативнішими, проте їх постановка в практичних лабораторіях пов’язана зі значними методичним труднощами: необхідність використання субстанцій антибіотиків з відомим рівнем активності, суворого дотримання режимів зберігання, ретельного виконання контролю якості поживних середовищ, трудомісткості приготування робочих розчинів антибіотиків. Використання тест-систем на основі методу мікророзведень дозволяє уникати трудомістких процедур стандартизації підготовчих етапів, і при цьому забезпечує отримання достовірних кількісних результатів щодо рівня антибіотикорезистентності [547]. Стандартні методи визначення чутливості мікроорганізмів до антибактеріальних препаратів (диско-дифузійних та серійних розведень) були розроблені у другій половині XX століття і відтоді принципово не змінилися. У даний час все більшого розповсюдження набувають автоматичні методи [539, 542]. Для ідентифікації і тестування чутливості мікроорганізмів до антибіотиків все частіше використовуються мікробіологічні аналізатори.

Вибір між диско-дифузійним і автоматичним методами можна зробити відповідно до таких критеріїв, як: кількість антибіотикограм, які треба здійснити; види бактерій, що підлягають тестуванню; затрачений час та вартість. Обидва методи мають порівнювані результати при правильному використанні. Кожен із зазначених методів має свої сильні та слабкі сторони [576 - 578]. Сильними сторонами автоматичного методу є економія часу та зменшення кількості маніпуляцій, можливість комп’ютерної обробки результатів, стандартизація, відтворюваність, простота у використанні та швидке отримання результатів. Слабкими сторонами автоматичного методу є висока вартість, відсутність візуальної перевірки, недостатня гнучкість при виборі антибіотиків, його ефективність змінюється залежно від організму (особливо для бактерій, що повільно ростуть), недостатня візуалізація синергії та антагонізмів, ризик виходу з ладу і залежність від одного постачальника. Водночас, сильними сторонами ручного методу є можливість тестування повного діапазону антибіотиків, гнучкість і можливість адаптації при використанні, виявлення нових механізмів, контроль чистоти (легко виявляти контамінанти), детекція синергізму та антагонізму і низька вартість. Слабкими сторонами ручного методу є повільність в одержанні результатів, тривалість, погана дифузія деяких антибіотиків, потребує ретельних, точних маніпуляцій, стандартизація варіює, недостатня відтворюваність. Хотілося б відзначити, що на сьогоднішній день не існує методів, які дозволили б з абсолютною вірогідністю прогнозувати клінічний ефект антибіотиків при лікуванні інфекційних хвороб птиці. Однак, дані результатів визначення чутливості можуть служити гарним орієнтиром клініцистам для вибору й корекції антибактеріальної терапії [579 - 581].

У своїх дослідженнях ми використовували всі перераховані методи, було встановлено, що у ізольованих культур відмічається полірезістентність до декількох лікарських препаратів, яку пов’язуємо з горизонтальною передачою резистентності плазмідами, що може забруднювати продукти птахівництва і надходити в довкілля. Із 12 активнодіючих речовин, що досліджували, жодна діюча основа не забезпечувала високої актимікробної дієвості щодо всіх бактеріальних культур. При визначенні мінімальних бактерицидних концентрацій препаратів, що широко використовуются у птахівництві, встановлено, що бактерицидну активність по відношенню до S. aureus, S. faecalis, C.  jejuni, C. diversus, E. аgglomerans, K. рneumoniae, P. vulgaris, S. pullorum-gallinarum, E. coli, P. multocida, S. enteritidis, Y. еnterocolitica, C. perfringens мають апраміцин, енрофлоксацин, колістин, полімиксин, триметоприм, тілазин, тіамулін, сульфадиазин, P. aeruginosa була високочутлива до апраміцину, тілазину та полімиксину.
При чому, спостерігалась вибіркова чутливість до окремих препаратів у межах однієї групи. Таку відмінність чутливості тест-культур і ізолятів можна пояснити розвитком резистентних форм збудників захворювань у зв’язку з широким застосуванням антибіотиків у птахівничих господарствах. Більшість дослідників визнають, що антибіотикорезистентність досягла вже критичного рівня і має тенденцію до подальшого поширення, в тому числі і на нові антибактеріальні препарати, тобто вона стала глобальною проблемою [504 - 511]. Особливу небезпеку становить полірезистентність бактерій до антибактеріальних препаратів [517]. 

Головним критерієм зростання резистентності бактерій до антибактеріальних препаратів служать не стільки клінічні дані, скільки мінімальна переважна концентрація і режим дозування препаратів: його доза і тривалість курсу лікування [582, 583]. Ерадикація мікроорганізму стає ефективною тільки тоді, коли доза антибактеріального препарату перевищує МПК в 2-3 рази. У цих умовах ймовірність кілингу (знищення) бактерій дуже велика [584]. Ще один важливий фактор ефективності антибактеріального препарату - наявність у нього постантибіотичного дії. Цей показник визначається часом, протягом якого відсутній ріст бактерій після скасування антибактеріального препарату [585 - 587]. Планову ротацію антибактеріального препарату або їх поєднане застосування рекомендують виходячи з того, що заміна одного препарату на інший повинна забезпечити підвищення селективного впливу на мікроорганізм [588 - 590]. Безумовно, має значення і якість антибактеріального препарату (наприклад, низька якість деяких дженериків - їх субстандартних, фальсифікація ліків та ін.) [591]. Рекомендуємо раціональний підхід щодо антибіотикотерапії із використанням різних груп антибіотичних препаратів на різних етапах вирощування птиці, задля зниження ризиків швидкого утворення резистентних форм збудників хвороби. З цією метою було розроблено новий антибактеріальний препарат "ТімТіл 250" - це комбінований препарат, 1 мл якого містить активнодіючої речовини – тіамулін гідроген фумарату – 145 мг та тілозину тартрату – 105 мг. На підставі проведених досліджень комплексного антибактеріального препарату було розроблено ряд показників і вимог, що висуваються до лікарського засобу При дослідженні чутливості мікроорганізмів, які були ізольовані в умовах птахогосподарств, до складових препарату "ТімТіл 250" у співвідношенні 3:2 встановлено, що дана комбінація активнодіючих субстанцій тіамуліну гідроген фумарат та тілозину тартат є найбільш вдалою. При вивченні фармакокінетики тілозіну та тіамуліну в дослідах на курчатах після одноразового введення комплексного антибактеріального препарату "ТімТіл 250" в терапевтичній дозі 1 см3 на 1 дм3 води доведено, що антибіотики швидко всмоктуються в шлунково-кишковому тракті і надходять в усі органи і тканини птиці. При визначенні залишкових кількостей препарату "ТімТіл  250" в органах і тканинах птиці встановлено, що тілозин і тіамулін не акумулювались у високих концентраціях у тканинах і досить швидко виводились із організму. Через 3 доби після курсового п'ятиденного застосування комплексного антибактеріального препарату з водою, кількість антибіотиків у тканинах птиці починала знижуватися і до 4 доби тілозин реєструвався лише у м'язах, печінці та шкірі на рівні 0,025-0,07 мкг/г, а тіамулін на рівні 0,03-0,17 мкг / г. На 5-ту добу дослідження тіамулін не був виявлений в органах і тканинах, а тілозин реєструвався на рівні чутливості методу 0,01-0,11 мкг/г тільки в нирках і шкірі. Через 6 діб після останнього застосування препарату залишки препарату "ТімТіл 250" в органах і тканинах птиці не виявляли, це дає підставу рекомендувати використовувати продукцію птахівництва в їжу людини після закінчення цього терміну.

Результати вивчення терапевтичної ефективності антибактеріального препарату "ТімТіл 250" в умовах птахофабрик показали його високу ефективність при колібактеріозі курчат, збереженість поголів'я склала 97,6%. При сальмонельозі курчат в умовах птахофабрик комплексний антибактеріальний препарат забезпечив збереження 98% птиці.

Комплексний антибактеріальний препарат з терапевтичної ефективності при колібактеріозі на 1,7% перевершував, а при сальмонельозі не поступався аналогічному лікарському засобу енрофлоксацину. При цьому середньодобові прирости при лікуванні комплексним антибактеріальних препаратом були відповідно на 4,6 і 0,85 г вищі, ніж при використанні препарату порівняння. Запобіганню розвитку резистентності є обґрунтована і своєчасна ротація препаратів. Її основне завдання - знищити ті стійкі штами мікроорганізмів, які вже сформувалися в попередні цикли антибактеріальних обробок. Тому для ротації використовують препарати з різним механізмом дії, що належать до різних груп. А тривалість циклів визначається, виходячи з даних про швидкість формування та розповсюдження резистентності [13, 36, 592].

У зв’язку з цим з метою ротації антибактеріальних засобів було розроблено ще один комплексний препарат, до складу якого увійшли сульфадиметоксин натрієва сіль - 300,0 мг, сульфадіазин натрієва сіль – 300,0 мг та тримітоприм – 120 мг. При визначенні антимікробної дії препарату "Бровасептол-концентрат" було доведено, що усі ізольовані  з птахівничих господарств мікроорганізми були чутливі до нього. Експериментально доведено, що механізм дії сульфаніламідів і триметоприму полягає у блокуванні ферментів двох послідовних етапів біосинтезу фолієвої кислоти у бактеріальній клітині. Це призводить до пригнічення росту бактерій, припинення їх розмноження та загибелі. Комбінація двох сульфаніламідів та похідного диамінопіримідину (триметоприму) дає синергічний ефект, що розширює антимікробний спектр дії препарату проти грампозитивних та грамнегативних бактерій. За результатами експериментів з визначення гострої токсичності для різних видів лабораторних тварин при різних способах введення встановлено, що препарат "Бровасептол-концентрат" згідно з класифікацією речовин за токсичністю належить до IV класу токсичності - малотоксичні речовини. 

Ще одним препаратом, який можна застосовувати у схемі ротації антибактеріальних препаратів, є "Цефтіокур", активнодіючою речовиною якого є цефтіофур натрію. Встановлено, що мінімальна інгібуюча концентрація АДР (цефтіофура гідрохлориду) препарату "Цефтіокур" для всіх досліджуваних штамів мікроорганізмів при кратності розведення 1:10 складала 0, 049 мкг/см3. У результаті вивчення гострої токсичності препарату на лабораторних тварин і птиці, встановлено, що відповідно за ГОСТ 12.1.007-76 лікарський засіб належить до IV класу небезпеки - речовини мало небезпечні. При визначенні термінів виведення залишкових кількостей препарату "Цефтіокур" встановлено, що антибіотик не акумулюється в органах і тканинах і швидко виводиться з організму. Через добу після закінчення застосування препарату його залишки виявлялися тільки в шкірі, жировій тканині, печінці та легенях в концентрації 0,2 - 0,3 мкг / г. На другу добу після останнього введення препарату залишки реєстрували в залишкових кількостях тільки в печінці. На 3 добу після закінчення застосування препарату "Цефтіокур" його залишкові кількості, що реєстрували в органах, були нижчими межі від кількісного визначення (0,1 мкг / г), що дає підставу рекомендувати забій птиці на м'ясо після закінчення цього терміну. Лікарський засіб добре переноситься птицею, в тому числі і при призначенні повторних курсів, не викликало ускладнень при застосуванні у поєднанні із засобами специфічної профілактики. Тому можна рекомендувати використовувати його з профілактичною метою під час вакцинації добового молодняку птиці проти хвороби Марека. Для порівняння було вивчено антимікробні властивості препарату "ВетОкс-1000" діючую речовиною якого є натрію гіпохлорит. У процесі його використання утворюється атомарний кисень, який є сильним окислителем. 1 мл препарату містить 1,1 – 1,3 мг натрію гіпохлориту, 16-18 мг натрію хлориду та до 1 см3 вода апирогенна. За аналізом результатів досліджень встановлено, що препарат "ВетОкс-1000" проявляє бактерицидну дію до усього спектра мікроорганізмів, які були ізольовані у птахівничих господарствах. Отримані нами дані обґрунтовують доцільність використання даного препарату при бактеріальних хворобах птиці. Це дало змогу вивчити сануючу дії  препарату "ВетОкс-1000" та визначити його вплив на респіраторну систему курчат при його аерозольному застосуванні. Після застосування препарату "ВетОкс-1000" рівень загальної бактеріальної забрудненості знизився в 3,35 раза, а санітарно-показової мікрофлори в 2,83 раза.
 На основі отриманих даних було розроблено схему ротації антибактеріальних препаратів у птахівничих господарствах. При респіраторному синдромі, спричиненому S. aureus, S. pneumoniae, C.  perfringens, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, P. mirabilis, P. vulgaris, S.  enteritidis, M. gallisepticum, P. multocida, A. fumigatus, пропонуємо наступну схему ротації: ТімТіл 250 – Цефтіокур – Бі- септим. При кишковому синдромі, спричиненому S. aureus, S. faecalis, C. fetus, C.  jejuni, C. perfringens, E. agglomerans, E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis, P.  vulgaris, S. enteritidis, S. pullorum-gallinarum, більш ефективною є ротація наступних препаратів - Бровасептол-концентрат – Бровафом-новий – ВетОкс -1000.

При підвищенні рівня бактеріальної напруги у птахівничих господарствах необхідним є підвищення природної резистентності із застосуванням з профілактичною метою імуномодуляторів. Відомо, що імуномодулятори підсилюють функціональні властивості імунокомпетентної системи та можуть нейтралізувати імунодепресивну дію. Загрозу інфекційних захворювань можна попередити шляхом застосування імуномодуляторів різного походження та різних форм. З цією метою застосовується великий арсенал рослинних, тваринних і синтетичних імуностимуляторів різних модифікацій за різних способів застосування [245, 593]. За даними іноземних та вітчизняних вчених доведено, що успішною профілактика бактеріальних інфекцій може бути за умови використання імуномодуляторів та антистресів [246, 594, 595]. З метою підвищення імунних властивостей птиці було запропоновано антистрес "Фід-Фуд Меджик Антистрес Мікс". Розглядаючи можливі механізми стимулюючого впливу антистресового препарату на ріст і розвиток курчат, можна вказати на декілька механізмів: по-перше, комплекс жиро- і водорозчинних вітамінів, включаючи антиоксидантні вітаміни Е і С, сприяє зниженню стресів, пов'язаних з вирощуванням курчат, включаючи стреси від вакцинацій. Це дозволяє отримати оптимальні прирости у курчат протягом всього періоду вирощування. Сюди ж можна віднести і присутність у препараті найважливіших мікроелементів - цинку, марганцю і селену, що входять до складу простетичних груп антиоксидантних ферментів. Враховуючи, що групи курчат були невеликими, то цей механізм, ймовірно, буде другорядним; іншим можливим механізмом було поліпшення розвитку та підтримання структури кишечника, що забезпечує ефективне всмоктування та використання поживних речовин корму. Цьому сприяють органічні кислоти - пропіонова, мурашина, аскорбінова, лимонна і сорбінова, що входять до складу антистресового препарату. В даному випадку органічні кислоти підтримують оптимальний рН кишечника і сприяють оптимізації мікрофлори в ньому, що у свою чергу підтримує ворсинки кишечника в активному стані [219, 596 -598]. Бактеріальні стреси призводять до зниження імунного захисту у птиці та підвищують реакції організму на дію бактеріальних агентів. Було встановлено, що включення до раціону курчат органічних кислот, у тому числі пропіонової і мурашиної, сприяє утворенню гомогенної мікрофлори і сприяє збільшенню кількості лактобактерій у клубовій кишці. При цьому включення до раціону курчат суміші органічних кислот, що містять пропіонову і мурашину кислоту, поліпшило конверсію корму та середньодобові прирости курчат. Додавання суміші пропіонової і мурашиної кислот до раціону курчат у 3-денному віці, одночасно з їх зараженням S. pullorum вірогідно знижувало колонізацію Sallmonel у волі та сліпих відростках кишечника, знижуючи виділення сальмонел з послідом, одночасно знижуючи загибель курчат. Слід взяти до уваги можливу позитивну дію лимонної кислоти, що виходить за межі підтримання pH кишечника. Додавання до раціону курчат лимонної кислоти сприяє поліпшенню конверсії корму. При цьому відмічається позитивний вплив на середньодобові прирости та імунокомпетентність курчат; третім можливим механізмом є специфічна позитивна дія гепатопротектора карнітину. Так, було показано, що жива маса курчат, які споживали з водою карнітин або ж суміш карнітину та ніацину вірогідно збільшувалася в перші три тижні. Додавання карнітину до корму курчатам призвело до вірогідного збільшення їх живої маси в перший і другий тижні експерименту; четвертим можливим механізмом позитивної дії препарату на ріст та розвиток курчат є специфічні імуномодуляторні властивості препарату, які будуть розглянуті нижче. В цілому, за рахунок підтримки оптимального стану імунної системи вдається уникнути зайвої активації фагоцитів і лімфоцитів, що зберігає енергію та протеїн, спрямовуючи їх на ріст і розвиток курчат. Випоювання антистресового препарату призвело до збільшення на 34 % лізоцимної активності крові у 10-денному віці. При цьому позитивний вплив препарату на лізоцимну активність відмічався впродовж усього періоду вирощування курчат. Так, у 20-ти, 30- і 42-денному віці різниця склала відповідно 16, 26 і 6,5 %. Лізоцим за своєю природою є ферментом (ацетилмурамідаза) і міститься майже у всіх органах і тканинах тварин. Вміст його в сироватці крові зазвичай корелює з бактерицидною активністю. Лізоцим стимулює фагоцитоз нейтрофілів і макрофагів, синтез антитіл, а також здатний руйнувати ліпополісахаридні поверхневі шари клітинних стінок більшості бактерій. Підвищення лізоцимної активності крові вказує на підвищення резистентності до інфекційних хвороб. Лізоцим декретується, головним чином, фагоцитами і є неспецифічним ефектором імунної системи. Відомо, що гранули гетерофілів містять лізоцим, який разом з катіонними пептидами і кислою фосфатазою відповідає за їх бактерицидні властивості. Було переконливо доведено, що екстракт з гранул гетерофілів птиці вбиває E. coli, Serratia marcescensі, Staphylococcus albus in vitro в концентраціях від 20 до 35 мг/ см3. Підвищена активність лізоциму в дослідній групі курчат вказує на те, що більша активація фагоцитів виявлена у курчат дослідної групи і, отже, був підвищений неспецифічний імунний захист. На підставі одержаних даних можна зазначити, що випоювання антистресового препарату призводить до збільшення лізоцимної активності крові, що вказує на підвищення резистентності курчат дослідної групи до інфекційних захворювань. При споживанні птицею корму, обробленого "Фід-Фуд Меджик Антистрес Мікс", у них активізувалися механізми клітинного та гуморального імунітету. На основі проведених досліджень ми розробили програму профілактики стресів для запобігання бактеріальних інфекцій птиці. Дану теорію підтверджують дослідження професора Сурая П.Ф. [219].
У зв’язку з запобіганням утворення резистентних штамів мікроорганізмів рекомендуємо проводити ротацію імуномоделюючих препаратів. Препарат "Мікростимулін" являє собою розчин з вмістом наноаквахелатів мікроелементів кобальту, магнію, магнату, міді, молібдену, цинку тощо синтезованих на основі сучасної нанотехнології. Встановлено, що новий препарат "Мікростимулін" проявив високу терапевтичну ефективність (100%) при застосуванні під час перебігу ешерихіозу та мікоплазмозу та значну профілактичну здатність при попередній корекційній обробці курчат. Крім того застосування препарату підвищує живу масу бройлерів у 36-денному віці на 9,3%, а збереженість на 1,4 %. 

Доведено, що в систему ротації необхідно включати не менше трьох препаратів. І тому третім імуномодулятором, який ми пропонуємо, є препарат "Авесстимтм", до його складу як АДР (активнодіючої речовини) включено – морфоліній 2-[5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо] ацетат, в кількості 1%, апірогенна вода та допоміжні речовини. Діюча речовина препарату "Авесстимтм" у концентрації 0,01 мг/ см3, при пероральному введенні птиці з питною водою, є нетоксичною сполукою, вона стимулює розвиток імунокомпетентних органів птиці, що позитивно впливає на імуномоделюючу активність препарату. Доведено, що вже через 12 годин після введення препарату "Авесстимтм" у випробуванних дозах, як після першого, так і після наступних введень, не встановлено залишкових концентрацій діючої речовини сполуки у сироватці крові, м’ясі та внутрішніх органах птиці. Обґрунтовано позитивний вплив імуностимулятора "Авесстимтм" на продуктивність курчат. Приріст живої маси піддослідних курчат корелював зі збільшенням дози застосованого імуностимулятора. Аналогічні дані були отримані й іншими вченими при дослідженні імуномодуляторів [599 - 601]. Використання  препарату "Авесстимтм" збільшує у курчат кількість В-лімфоцитів, що відповідають за гуморальний імунітет, на 29% порівняно з контролем, стимулює клітинний імунітет, підвищуючи загальну кількість Т-лімфоцитів на 32-34% (в основному за рахунок Т-хелперів на 26-27 % ) і фагоцитарну активність на 0,013 – 0,015 од.о.п., або 65% по відношенню до контролю. Дію імуномодуляторів підсилюють вітаміни [602 - 605]. Максимальний ефект було отримано при комплексному застосуванні препаратів, що, найімовірніше, обумовлено синергічною взаємодією імуностимулятора і вітаміну "Євітселтм". На позитивний вплив імуностимуляторів та вітамінів вказують також інші дослідники. Включення до схеми профілактики бактеріальних хвороб птиці імуностимулятора і вітаміну вплинуло на лейкоцитарну формулу крові. У крові птиці спостерігалося підвищення вмісту базофілів, еозинофілів, моноцитів і зниження лімфоцитів і нейтрофілів, що позитивно впливає на загальну резистентність птиці. На основі отриманих даних була розроблена схема ротації імуномодуляторів: "Фід-Фуд Меджик Антистрес Мікс" – "Мікростимулін" – "Авесстимтм". 
Підвищення імунітету безумовно важливе в системі профілактики бактеріальних інфекцій птиці, але без якісної та екологічно безпечної дезінфекції неможливо надійно захистити птицю від інфекційних хвороб [439, 442]. Аналіз офіційного ринку ветеринарних деззасобів провели за матеріалами реєстрації препаратів для ветеринарної медицини на 01.07.2013 р. Встановлено, що для птахівництва запропоновано 67 дезінфектантів (93% від загального числа). Половина з них (50,8%) - це засоби, пропоновані по експорту, проте асортимент з 33 дезінфектантів від вітчизняної фарміндустрії свідчить про високий потенціал українських виробників засобів захисту тварин. Водночас, при всьому різноманітті дезінфікуючих засобів, перелік активнодіючих речовин, які входять до їх складу досить, обмежений. Це альдегіди, четвертинні аміни, кислоти, кисень-, хлор -, йод - і срібловмістні сполуки. В цілому, серед дезінфектантів, запропонованих для використання у птахівництві, 32 найменування (47,8%) складають засоби на основі четвертинно-амонійних сполук (ЧАС), альдегідів та їх комбінацій. У зв'язку з усе активнішим впровадженням у практику для дезінфекції засобів на основі ЧАС і альдегіду, проблема можливого формування до них стійкості бактерій стає все більш актуальною. Оскільки ріст резистентності до деяких груп дезінфікуючих засобів може набувати вибухового характеру, тому періодично потрібно проводити ротацію дезінфектантів. Ми раніше розробили та запропоновали для виробництва препарат "Бровадез-плюс". Як засіб ротації ми запропонували препарат " Бі-дезтм", до якого, окрім ПГМГ-гідрохлориду, що є біоцидом, додатково ввели: триамін (додецил діпропілен триамін), кокамідопропіл бетаїн, глютамінову кислоту та демінералізовану воду у наступному співвідношенні речовин, мас.% за ДР: ПГМГ-гідрохлорид – 6 – 8; триамін – 6 – 8; кокамідопропіл бетаїн –  6,5 – 8,5; глутамінова кислота – 1,5 – 2,5; вода демінералізована – до 100. Триамін – біоцид з чудовими антимікробними, антивірусними, фунгіцидними, альгіцидними та дезодоруючими властивостями. Поєднання цих ДР, у зазначеному співвідношенні, забезпечує їх синергетичну дію та суттєво відтермінує можливість розвитку резистентності мікроорганізмів до даної композиції. Обидві АДР повністю зберігають свої властивості після замерзання та відтаювання. Кокамідопропіл бетаїн – амфолітна нетоксична ПАР (поверхнево активна речовина), очищувач, стабілізатор піни. Глутамінова кислота – комплексоутворювач, з високою здатністю посилення активності дезінфектантів. Значно активізує мийну здатність ПАР, очисник і піноутворювач. Забезпечує стабільність композиції при зберіганні. Обидва допоміжні компоненти – повністю біорозкладні. Поєднання даних АДР із застосованими допоміжними компонентами додатково забезпечує високу мийну здатність робочих розчинів. ПГМГ-гідрохлорид і тріаміно, а також допоміжні речовини - кокамідопропіл-бетаїн і глютамінову кислоту, завдяки яким дана фармацевтична комбінація володіє миючим ефектом. За ступенем впливу на організм дезінфектант належить до малонебезпечних речовин (4-й клас небезпеки за ГОСТ 12.1.007 - 76), в рекомендованих концентраціях не чинить подразнюючої та алергічного дії, не токсичний, без гострого запаху, не викликає корозії металевих предметів, не руйнує вироби з гуми, пластмас і тканин. 
Таким чином, на основі аналізу діючих речовин існуючих дезінфектантів, які використовуються у птахівництві, та порівнянні показників бактерицидного розведення відносно тест-культур і врахування вартості компонентів, у препарат "Бі-дезтм" включено синергічно діючі речовини з пролонгованою дією. Повний дезінфікуючий ефект відносно S. faecalis, C. fetus, C. jejuni, C. perfringens, E. agglomerans, P. aeruginosa, E.  сoli, P. vulgaris, S. enteritidis, A. fumigatus, Y. еnterocolitica, S. pullorum-gallinarum, P. mirabilis досягається при застосуванні 0,25 - 1 %-ного розчину препарату "Бі – дезтм". Експериментально доведено, що деззасіб "Бі-дезтм" у концентрації 2 % за АДР при експозиції 5-24 год у нормі витрат 1 дм3/м2 знезаражує тест-об’єкти (батист, дерево, кахель, метал, скло), контаміновані збудниками туберкульозу М. bovis і M. avium та атиповими мікобактеріями, а контамінований мікобактеріями ґрунт препарат знезаражує за норми витрат 5  дм3/м2. Керуючись показниками класифікації токсичності згідно з ГОСТ 12.1.007-76, препарат "Бі-дезтм" належить до IV класу небезпеки, тобто до малонебезпечних сполук, а за ДОСТ 12.1.07 – до ІІІ класу небезпечності речовин і може застосовуватися для дезінфекції приміщень для утримання тварин та птиці. Безпечність використання препарату "Бі-дезтм" у пташниках в присутності птиці доведена за гематологічними та біохімічними показниками курей дослідної групи, в приміщенні яких проводили дезінфекцію. На основі проведених досліджень було доведено доцільність схем ротації антибактеріальних, імуномоделюючих та дезінфікуючих препаратів за умови вивчення чутливості ізольованих в птахівничих господарствах України потенційних збудників бактеріальних хвороб до цих засобів і науково обґрунтована доцільність використання їх з метою профілактики бактеріальних інфекцій птиці [5, 17, 23, 52 - 64, 106, 114, 135, 180, 244 – 246, 513, 532  ]. 
ВИСНОВКИ
У  дисертаційній роботі науково-теоретичне обґрунтована доцільність розробки вітчизняних препаратів неспецифічної профілактики бактеріозів птиці. Проведена фармако-токсикологічна оцінка створених антимікробних, дезінфікуючих та імуномоделюючих засобів, розроблені технічні умови по їх використанню. Експериментально-теоретично розроблені та наведені схеми ротації досліджених засобів за умови з’ясування чутливості ізольованих, потенційних збудників бактеріальних інфекцій птиці. Економічно аргументовано перспективу застосування сконструйованих препаратів у технологіях промислового птахівництва для скорочення імпортозалежності галузі.
1. Створено новий антимікробний препарат "ТімТіл 250" на основі комбінації двох антибіотиків: тіамулін гідроген фумарату та тілозин тартрату, взятих в оригінальному співвідношенні 58 до 42%. Така комбінація діє синергічно та забезпечує широкий антимікробний спектр дії щодо збудників основних бактеріозів, мікоплазмозів, рикетсіозів, спірохетозів тощо. Встановлено, що за параметрами гострої токсичності і ступенем впливу на організм, "ТімТіл 250" належить до мало небезпечних речовин (IV клас небезпеки за ГОСТ 12.1.007-76). ДЛ50 для білих мишей, при введенні в шлунок становило понад 5000 мг / кг 
м. т. 
2. Використання препарату "ТімТіл 250" в умовах виробництва, порівняно з енрофлоксацином, забезпечувало підвищення збереженості птиці на 1,7 % за ешерихіозу, на 0,3 % – за сальмонельозу, а при асоційованого їх перебігу – на 3,4 %.
3. Створено новий антимікробний препарат "Бровасептол-концентрат" на основі комбінації натрієвих солей двох сульфаніламідів (сульфадіазину й сульфадиметоксину) та триметоприму, взятих у співвідношенні 2:2:1. Така комбінація діє синергічно та забезпечує широкий спектр антимікробної дії щодо  грампозитивних і грамнегативних бактерій та ряду видів найпростіших. За параметрами гострої токсичності і ступенем впливу на організм "Бровасептол-концентрат" належить до мало небезпечних речовин (IV клас небезпеки за ГОСТ 12.1.007-76). При підшкірному введенні білим мишам щоденно, 14 діб поспіль, у терапевтичній дозі та 1/50 DL50, препарат не спричиняв суттєвих змін загального стану, маси тіла, морфологічних та біохімічних показників крові. Коефіцієнт кумуляції препарату "Бровасептол-концентрат" становив 5,6. Індекс захисту у дозах 0,05 та 0,1 см3/кг маси тварин, при лікуванні білих мишей, заражених культурами S. pullorum, S. aureus, P. vulgaris, E. coli, Y.enterocolitica, C. perfringens, був у межах 70-100 %, що вказувало на його високу терапевтичну ефективність. 
4. Доведено доцільність використання антимікробного препарату "Цефтіокур" з метою профілактики бактеріальних інфекцій птиці. Встановлено, що мінімальна інгібуюча концентрація АДР (цефтіофура гідрохлориду) до S. aureus, S. fecalis, S. pullorum, S. typhimurium, S. enteritidis, Е. coli, P. vulgaris, P. mirabilis, P. aeruginosa, K. pneumoniae, C. perfringens, Y. еnterocolitica, C. jejuni, C. diversus, E. agglomerans при кратності розведення 1:10 склала 0, 049 мкг/см3. "Цефтіокур" за параметрами гострої токсичності належить до малонебезпечних речовин (IV клас небезпеки за ГОСТ 12.1.007-76). Для білих мишей ДЛ50 становить 34628 мг/кг, не володіє кумулятивними властивостями (Ккум – 2,36) та має велику терапевтичну широту (терапевтичний індекс = 128,5).
5.  Доведено, що при експериментальному ешерихіозі і сальмонельозі курчат застосування препарату "Цефтіокур" забезпечило високу збереженість птиці, яка на 2,5 - 4,5 % перевищувала ефективність препаратів порівняння (доксициклін і енрофлоксацин), що сприяє зменшенню загибелі курчат в 1,5 - 3,5 раза. 
6. Водні розчини препарату "ВетОкс-1000" діють бактерицидно щодо всього ізольованого спектра мікрофлори. Застосування їх для санації повітряного середовища забезпечувало зниження рівня загальної бактеріальної забрудненості в 1,5 раза, а санація інкубаційних яєць сприяла зростанню виведення та виводимості курчат на 1,4 - 3,0 % та 2,2 - 3,1 % відповідно. При токсикоінфекції курчат ешерихіозного походження, додавання препарату "ВетОкс-1000" до питної води забезпечувало підвищення збереженості молодняку на 1,4%.

7. Мікробіологічний моніторинг ряду птахівничих господарств України свідчить, що збудники хвороб бактеріальної етіології широко розповсюдженні. Поміж ізольованої мікрофлори найбільшу кількість становили ешерихії (62,3 %) та кокова мікрофлора (24,2 %). Сальмонели різних серологічних груп становили 3,6 %. Решту (9,9 %) становили ізольовані культури протею, синьогнійної палички, клебсієл, ієрсиній, кампілобактерій, ентеробактерій, цитробактерій та клостридій. Це вказує на необхідність систематичного контролю за наявністю збудників бактеріальних інфекцій на всіх критичних точках виробництва продукції птахівництва.
8. Поміж тест-культур мікроорганізмів і ізолятів, які були виділені від хворої птиці та з об’єктів птахівництва, виявили відмінності в їх чутливості до протимікробних засобів з числа АДР хіміотерапевтичних засобів, офіційно зареєстрованих у нашій країні. Бактерицидну активність щодо ізольованих культур виявили: апраміцин, енрофлоксацин, колістин, поліміксин, триметоприм, тілазин, тіамулін, сульфадіазин. P. aeruginosa була високочутлива до апраміцину, тілозину та поліміксину. Польові ізоляти S. aureus, S. pullorum, C. jejuni, E. coli О2 виявляли вибіркову чутливість лише до антибіотиків з класу хінолонів та цефалоспоринів третього покоління. 
9. Створено дезінфектант "Бі-дезтм" на основі оригінальної комбінації двох АДР (ПГМГ-гідрохлорид та додецил діпропілен триамін), які разом з допоміжними компонентами забезпечують: бактерицидну і спороцидну дію на грампозитивні і грамнегативні бактерії; туберкулоцидну – на M. bovis, M. аvium, M. fortuitum, фунгіцидну – на гриби (Aspergillus spp.); а також високий мийний ефект та дезодоруючу здатність. За ступенем впливу на організм дезінфектант належить до мало небезпечних речовин (IV клас небезпеки за ГОСТ 12.1.007-76), для білих мишей ЛД50 при введенні в шлунок > 5000 мг/кг. Дезінфектант, в рекомендованих робочих концентраціях, не чинить подразнюючої та алергічної дії, не токсичний, без гострого запаху, не викликає корозії металевих предметів, не руйнує вироби з гуми, пластмас і тканин. Безпечність використання розчинів 2 % концентрації дезінфектанту "Бі-дезтм" у присутності птиці доведена за гематологічними та біохімічними показниками. При цьому маса тіла та збереженість дослідних бройлерів перевищувала аналогічні показники у контролі на 2,4 та 4,5 % відповідно.

10. Створено новий імуномодулятор "Авесстимтм" на основі морфоліній 2-[5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо] ацетату, що належить до похідних триазолу. Він виявляє комбіновану дію на організм птиці шляхом активізації біохімічних процесів у клітинах, антиоксидантного впливу, нормалізації обміну речовин, протизапальної, гепатопротекторної та детоксикантної активності. Визначено оптимальноефективну дозу препарату "Авесстимтм", що для курчат становить 5 мг/ кг маси тіла та запропоновано схему застосування даного засобу шляхом випоювання з питною водою. За параметрами гострої токсичності ( ЛД 50 5733 мг/кг) і ступенем впливу на організм препарат належить до мало небезпечних речовин (IV клас небезпеки за ГОСТ 12.1.007-76). 
11. Доведено, що запропонована доза й схема застосування "Авесстимутм" у дослідних курчат стимулює розвиток імунокомпетентних органів, підвищуючи відносну масу тимуса на 0,14 - 0,17 %, фабрицієвої сумки – на 0,05 - 0,07 %. Під його впливом, порівняно з контролем, у сироватці крові вірогідно підвищується кількість загального білка (на 22 %), альбумінів (на 14 %), γ - глобулінів (на 35 %), бактерицидна активність (на 13 %); зростає кількість еритроцитів – на 38 %; гемоглобіну – на 17 %; В-лімфоцитів – на 29 %. Відсоток імунної птиці підвищується на 4 %, збереженість - на 1,2 % та отримання однорідності ділової молодки - на 1,3%. 

12. Препарат "Авесстимтм" в комплексі з препаратом "Євітсел" позитивно впливає на фізіологічний статус організму м'ясних гусей. При цьому вірогідно збільшується кількість еритроцитів (15,9 %), вміст гемоглобіну (на 11,4 %), число лейкоцитів (на 7,3 %), рівень гематокриту (на 16,5 %), рівень загального білка (на 7,4 %), загальна антиоксидантна активність (на 9,1 %), бактерицидна активність (на 10,4 %), лизоцимна – (на 6,6 %). Абсолютний приріст маси тіла на 20,7 % вірогідно перевищував контроль.

13. Використання антистресової кормової добавки "Фід Фуд Меджик Антистрес Мікс" у раціонах бройлерів та молодняку яйценосної птиці забезпечувало зростання показників їх природної резистентності та підвищувало збереженість птиці дослідних груп на 4,5 %. Включення даної добавки до раціону курей-несучок сприяло збільшенню концентрації амінокислот у крові та кращому засвоєнню і використанню їх в обмінних процесах та утворенні яйця. Це забезпечувало в пік несучості додаткове зростання продуктивності у дослідних курей (на 7,0 - 8,5 %) порівняно з контролем. 
14. Встановлено, що експериментальна мікроелементна кормова добавка "Мікростимулін" забезпечувала високу ефективність (100 %) при перебігу експериментального ешерихіозу та мікоплазмозу у курчат та значну профілактичну здатність (90 %) при попередньому (корекційному) застосуванні. 

15. Створені комплексні антибактеріальні препарати "ТімТіл 250" і "Бровасептол-концентраттм", одноосновний антибіотик "Цефтіокур" та мийно-дезінфікуючий засіб "Бі-дезтм", за своїми фармако-токсикологічними параметрами відповідають кращим іноземним зразкам, які офіційно представлені на вітчизняному ринку. Водночас, порівнюючи вартість дози препарату "ТімТіл 250", рекомендованої птиці для випоювання із 1м3 води, подібними засобами іноземного виробництва, з’ясували, що ціни препаратів порівняння є вищими на 141,6-185,3 %. При цьому, брендові лікарські форми, що аналогічні препарату "Бровасептол-концентраттм", переважають його вартість в 3,2-3,7 раза. Ціна флакону препарату порівняння вища за аналогічну кількість "Цефтіокуру" на 156,4 %. Аналіз затрат для приготування робочих розчинів дезінфектантів відповідно до норм витрат на 1000 м2 площі пташника свідчать, що ціна іноземних засобів порівняння вища за вартість "Бі-дезутм" на 172,6-182 %. Така цінова відмінність дозволяє не лише здешевлювати
 собівартість продукції птахівництва для вітчизняних виробників, а й конкурувати на міжнародних ринках.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
1. За результатами досліджень розроблено технічні умови, настанови із застосування та іншу нормативно-технічну документацію для реєстраційного досьє, що дало можливість отримати реєстраційні посвідчення на наступні препарати та розпочати їх серійне виробництво в НВФ "Бровафарма": "ТімТіл 250"; "Бровасептол-концентрат"; "Бі-дезтм"; "Авестимтм".
Названі розробки дозволили не лише створити ротаційні схеми для промислового птахівництва з вітчизняних засобів, а й становлять значний експортний потенціал і в даний час вже активно експортуються до 6 країн світу.

2. Для профілактики бактеріальних хвороб птиці з респіраторним комплексом, який обумовлено видами S. aureus, S. pneumoniae, C. perfringens, E. coli, K.  pneumoniae, P. aeruginosa, P. mirabilis, P. vulgaris, S. enteritidis, M.  gallisepticum, P. multocida, A. fumigatus, пропонуємо наступну схему ротації: "ТімТіл 250" – "Цефтіокур" – "Бі-септим".
3. Для профілактики бактеріальних хвороб при кишковому синдромі, який обумовлений S. aureus, S. faecalis, C. fetus, C. jejuni, C. perfringens, E.  agglomerans, E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis, P. vulgaris, S. enteritidis, S. pullorum-gallinarum, більш ефективною є ротація наступних препаратів - "Бровасептол-концентрат" –Бровафом-новий" – "ВетОкс 1000".
4. Для проведення дезінфекції в птахівничих господарствах пропонуємо наступну схему ротації дезінфіктантів: "Бровадез-плюстм" – "Бі-дезтм" – "Бровадез-20".
5. З метою підвищення природної резистентності птиці та підвищення ефективності профілактичних заходів при бактеріальних інфекціях птиці запропонована схема ротації імуномодуляторів: "Фід Фуд Меджик Антистрес Мікс" – "Мікростимулін" – "Авесстимтм". 
6. Теоретичні дані роботи рекомендуємо використовувати для вивчення курсів "Ветеринарна фармакологія", "Ветеринарна мікробіологія" для студентів вищих навчальних закладів ветеринарного профілю різних рівнів акредитації.
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Етапи досліджень








I етап





Перший напрямок. Створення та фармако-токсикологічна оцінка антимікробних препаратів з різних хімічних груп та формування потенціалу засобів для ротації 











II етап





Розробка схем ротації антимікробних препаратів у птахівництві та принципи їх проведення





III етап





Другий напрямок. Створення та фармако-токсикологічна оцінка мийно-дезінфікуючого препарату "Бі-дезтм" та формування засобів для забезпечення схем ротації їх у системі профілактики бактеріальних інфекцій








IV


етап





Розробка схем ротації дезінфектантів у птахівництві та принципи їх проведення 





V


етап





Третій напрямок. Створення та фармако-тосикологічна оцінка препарату "Авесстимтм", результати впровадження у виробництво і формування потенціалу зразків для ротації імуностимулюючих засобів








VI етап





Дослідження відомих імуностимулюючих засобів для включення їх в схеми ротації








VII етап





Розробка схем ротації імуностимуляторів у птахівництві та принципи їх проведення





Токсикологічний контроль ветеринарних лікарських засобів





1. Шкірно-резорбтивна (місцево-подразнююча)





2. Алергенна





Методи досліджень





4. Біохімічні





Хіміко-токсикологічні





3. Гематологічні





2. Клінічні





3. Пірогенна





Токсикокінетика (фармакокінетика)





Хронічна токсичність





Гостра токсичністть





Кумуляція





Віддалені наслідки





Побічна дія





Ембріотоксичність





2. Тератогенність





3. Мутагенність з прогнозом канцерогенності





Нешкідливість





Альтернативні методи





5. Патоморфологічні





ПАТОЛОГІЧНИЙ МАТЕРІАЛ

















Мікроскопія


























Посів на МПБ з попереднім прогріванням до 80°С – 20 хв. Первинні ізоляти змішаних спорових аеробних культур, дробний посів на кров’яний агар





Первинні ізоляти, змішані аеробні культури на МПБ, дробний посів на кров’яний агар





Посів на МППБ попереднім прогріванням до 80°С – 20 хв. Первинні ізоляти змішаних спорових анаеробних культур, дробний посів на кров’яний агар,анаеростат





Посів на МПАБ, первинні ізоляти змішаних анаеробних культур, дробний посів на кров’яний агар, анаеростат





Мікроскопія



































Посів на елективні та диференційно-діагностичні середовища, отримання вторинних ізолятів (чистих культур). Зараження лабораторних тварин





Мікроскопія














Вивчення біологічних властивостей
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