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Eschеrichia coli, Staphylococcus aureus, РЕЗИСТЕНТНОСТЬ, ПРОФИЛАКТИЧЕСКАЯ ЭФФЕКТИВНОСТЬ, ЦЫПЛЯТА, ПРЕВАКС 100, КОНТРОЛЬ 
Цель работы – установить профилактическую эффективность добавки «ПреВакс 100» при экспериментальном колибактериозе и стафилококкозе цыплят.
В результате проведенных исследований получены новые данные о профилактическом влиянии добавки «ПреВакс 100»  при экспериментальном заражении Eschеrichia coli и Staphylococcus aureus цыплят-бройлеров кросса «КОББ-500».
СОДЕРЖАНИЕ
	1. Определения, обозначения и сокращения
	5

	2. Введение
	5

	3. Материал и методика исследований
	6

	4. Результаты исследований
	6

	5. Заключение
	12

	6. Список использованных источников
	13

	7. Приложение
	14


1 ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

В настоящем отчете следующие определения, обозначения и сокращения:

	LD50
	-
	полулетальная доза 


	LD100
	-
	летальная доза 


2 ВВЕДЕНИЕ

Колибактериоз (колиэнтерит, колисептицемия, колиперитонит, эшерихиоз) — опасное высоко контагиозное заболевание домашней птицы (кур, гусей, индюков) бактериальной этиологии. Болезнь наносит ущерб фермерским хозяйствам и крупным промышленным комплексам. Вспышки инфекции регистрируют во всех регионах нашей страны. Болезнь характеризуется стремительным развитием и, если не предпринять соответствующих мер, может стать причиной массового падежа поголовья птицы. 

При острой форме инфекции 30–35% молодняка погибает в первые сутки после заражения. Если инфицирована взрослая птица, у нее снижается продуктивность. Поэтому основной задачей является своевременное выявление очагов заболевания, проведение профилактических и лечебных мероприятий.
Стафилококкоз птиц — остро или хронически протекающее инфекционное заболевание, сопровождающееся септицемией, артритами, реже везикулярным дерматитом. Возбудитель – Staphylococcus aureus. Восприимчивы все виды птиц. Источник возбудителя - больная птица. Возбудитель передается при непосредственном контакте, через корма, воду, подстилку, трансовариально. Ворота инфекции – раневые поверхности кожи при травмах конечностей, сережек и гребешков, у только что вылупившихся цыплят - открытый пупок. Инкубационный период короткий - 48-72 часа. Течение болезни острое и хроническое. Экономический ущерб от болезни состоит из: снижения яйценоскости (в среднем на 5-20%, но может быть и выше); потерь от гибели (3-15% среди заболевших); потерь от выбраковки (10-30%). Также к дополнительным расходам можно отнести затраты на лечение птицы и дезинфекцию птичников.
2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ.
 В работе использованы полевые штаммы Eschеrichia coli А-20/О4, Staphylococcus aureus, диагностические сыворотки, питательные среды, реактивы, лабораторная посуда и оборудование, животные: белые мыши, цыплята бройлеры.  В ходе работы применяли эпизоотологические, бактериологические, статистические методы исследований. Эшерихии выделяли согласно Методическим указаниям по бактериологической диагностике колибактериоза (эшерихиоза) животных от 27.07.2000 г. Стафилококки выделяли согласно Методическим указаниям по лабораторной диагностике стафилококкоза животных от 29.07.1987 г.  
3 РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Схема опыта по определению профилактической эффективности добавки      «ПреВакс 100» при экспериментальном эшерихиозе и стафилококкозе цыплят.
1. Подбор полевых культуры Eschеrichia coli (E.coli) и Staphylococcus aureus (S. aureus), выделенных от кур и цыплят из различных птицеводческих хозяйств для экспериментального заражения цыплят и лабораторных мышей.

2.  Определение LD50, LD80  и  LD100  подобранных культур Eschеrichia coli и Staphylococcus aureus для белых лабораторных мышей.

3. Завоз суточных цыплят – бройлеров и формирование  по принципу пар-аналогов 6 групп по 15 цыплят в группе: 
1. Контрольная группа - интактные цыплята, которым выпаивалась водопроводная вода.

2. Опытная группа - цыплята, которым выпаивалась водопроводная вода с добавлением «ПреВакс 100» в дозе 1 см3/л  ( 0,1% концентрация).
3. Контрольная группа - цыплята,  зараженные E.coli А-20/О4,  которым в течение семи суток выпаивалась водопроводная вода.
4. Опытная группа - цыплята, которым выпаивалась водопроводная вода с добавлением «ПреВакс 100» в дозе 1 см3/л, и зараженные E.coli А-20/О4    на седьмые сутки

5. Контрольная группа – цыплята, зараженные на седьмые сутки культурой S. aureus,  которым в течение семи суток выпаивалась водопроводная вода.
6. Опытная группа - цыплята, которым выпаивалась водопроводная вода с добавлением «ПреВакс 100» в дозе 1 см3/л, и зараженные S. aureus на седьмые сутки

4. Карантинирование цыплят, взятых в опыт, продолжалось в течение 7 дней.

5. Определение LD50, LD80  и   LD100  подобранных культур для цыплят-бройлеров.
6. Проведение опыта:  

- выпойка цыплятам опытным группам № 2,4,6  препарата «ПреВакс 100» в дозе 1 см3/л  (по 15 цыплят в группе) в течение 7дней до заражения и 14 дней после заражения;

- экспериментальное заражение цыплят опытных № 4,6 и контрольных № 3,5 групп культурами E.coli А-20/О4  и S. aureus LD80 ;

- наблюдение за зараженными цыплятами в течение 20 дней, клинические наблюдения, изучение патологоанатомической картины, выделение ретрокультур от павших цыплят.
 Из полевых штаммов E.coli А-20/О4  и S. aureus от птиц различных птицеводческих хозяйств было отобрано  по 10 изолятов E.coli и S. aureus, изучены их вирулентные свойства по отношению к белым мышам, определены LD50,  LD50,  и   LD100.   Высоковирулентные культуры  E.coli А-20/О4  и S. aureus (LD50,  в пределах 0,25-0,5 х 109 МТ/мышь) в дальнейшем использовали для экспериментального заражения цыплят.   Клонирование культур было проведено посевами на специфические среды (кровяной агар, Эндо, АГВ), получен типичный рост для E.coli и S. aureus, морфологическая оценка проведена при микроскопии мазков, окрашенных по Граму. Дополнительная идентификация – по результатам определения биохимической активности с использованием  пластин биохимических для дифференциации энтеробактерий и стафилококков. 
В первой серии опытов была изучена вирулентность культур для белых мышей.  По принципу аналогов было отобрано по 12 клинически здоровых белых лабораторных  мышей на каждую культуру:

 4 животных служили контролем (1группа), 4 мышам ввели  внутрибрюшинно - E.coli О4    смыв суточной агаровой культуры в стерильном физиологическом растворе в концентрации 1 млрд./см3 в дозе 0,5 см3 (2группа), и еще 4 - по 0,25 см3  (3 группа).   

4 животных служили контролем (1 группа), 4 мышам ввели  внутрибрюшинно S. aureus -  смыв суточной агаровой культуры в стерильном физиологическом растворе в концентрации 1 млрд./см3 в дозе 0,5 см3 (2группа), и еще 4 - по 0,25 см3  (3 группа).   

Все животные 2 опытных групп пали в течение 3-5 дней, в 3 опытных группах пало по 3 головы на 5-7 день, в контрольной группе падежа не было. При бактериологическом исследовании павших животных была выделены и идентифицирована E.coli и S. aureus, которые на кровяном агаре вызывали β-гемолиз и α-гемолиз, что является одним из признаков патогенности. 
Во второй серии опыта была изучена вирулентность  культур E.coli А-20/О4 и S. aureus    на суточных цыплятах-бройлерах кросса «КОББ-500», для чего было отобрано 18 голов по принципу аналогов, 6 животных служили контролем (1группа), 6 цыплятам вводили внутрибрюшинно  E. coli А-20/О4 -    смыв суточной агаровой культуры в стерильном физиологическом растворе в концентрации 1 млрд./см3 в дозе 1,0 см3 (2группа), и еще 6 - по 0,5 см3  (3 группа).   

Все животные 2 опытной группы пали в течение 5-6  дней, в 3 опытной группе пали 3 головы на 6 – 10 дней, в контрольной группе падежа не было. При бактериологическом исследовании павших цыплят была выделена и идентифицирована ретрокультура E. coli.
Для  E. coli А-20/О4:   

 LD50 =0,75 х 109/голову
LD100 = 1,0 х 109/голову
LD80 =( LD50 + LD100)/2 = 0,875 х 109/голову
 Для определения вирулентности культуры S. aureus  по принципу аналогов было отобрано 18 цыплят, 6 животных служили контролем (1группа), 6 животным ввели внутрибрюшинно  культуру  S. aureus  в дозе 1,5 млрд. микробных клеток/голову,  (2группа), и еще 6 – в дозе 0, 75 млрд. микробных клеток/голову (3 группа).  Все животные 2 опытной группы пали в течение 5-6 дней, в 3 опытной группе пало 4 головы на 6 – 10 дней, в контрольной группе падежа не было. При бактериологическом исследовании павших цыплят была выделена и идентифицирована ретрокультура S. aureus
Для S. aureus
LD50 =1,0 х 109/голову
LD100 = 1,5 х 109/голову
LD80 =( LD50 + LD100)/2 = 1,250 х 109/голову
Данные опытов по изучению вирулентности для цыплят представлены в таблице 1. 
Таблица 1 – Показатели LD50 и LD100 культур E. coli и S. aureus для цыплят-бройлеров
	Величина
	LD50
	LD80
	LD100

	
	E.coli
	S. aureus
	E. coli
	S. aureus
	E. coli
	S. aureus

	микробных клеток 
	0,75 х 109/гол.
	1,0 х 109/гол.

	0,875 х 109/гол.

	1,250 х 109/гол.

	1,0 х 109/гол.

	1,5х 109гол



В ходе третьей серии опыта был изучена эффективность добавки «ПреВакс 100». Испытание провели на суточных цыплятах-бройлерах кросса «КОББ-500», в условиях вивария Краснодарского НИВИ -  обособленного подразделения ФГБНУ КНЦЗВ. 
Для проведения опыта 11.11.2021 г. было отобрано 90 голов суточных цыплят-бройлеров, которые были разделены на 6 группы (по 15 голов в каждой) и содержались в одинаковых условиях. Кормление для всех групп было одинаковым, стандартным: полнорационный сбалансированный комбикорм для бройлеров (производитель «Золотая корона»). 
С 11.11.2021 цыплятам опытных групп №№ 2,4,6 задавалась добавка «ПреВакс 100» в дозировке 1 см3 на группу в сутки. Контрольные группы выпаивались водопроводной водой без добавки. 

С 7 дня (17.11.2021 г.) цыплята опытной группы № 4 и контрольной группы № 3 были заражены  LD80 (Фото 1) А-20/О4; опытной группы № 6 и контрольной группы № 5 - LD80  S. aureus. В опытных группах №№ 2,4,6, продолжали выпаивание добавки «ПреВакс 100»  в дозировке 1 см3 на группу в сутки до 20- го дня опыта. Цыплят контрольных групп №№ 1,3,5, выпаивали водой без добавки.
На 4 день (20.11.2021 г.) после заражения у цыплят в контрольных группах №№ 3,5 появились первые клинические признаки заболеваний: угнетение, малоподвижность, сонливость, перья взъерошены.
На 7 день (23.11.21г.) (Фото 2) был зарегистрирован падеж 5 голов в контрольной группе № 3 и 7 голов в контрольной группе № 5. В опытной группе № 4 зарегистрирован падеж 1 головы, в опытной группе № 6 зарегистрирован падеж 2 голов.
На 10 день (26.11.21г.) (Фото 3) был зарегистрирован падеж 2 голов в контрольной группе № 3 и 3 голов в контрольной группе № 5. В опытных группах №№ 4,6 зарегистрирован падеж по 1 голове.
На 14 день (30.11.21 г.) в контрольных группах №№ 3,5 падеж составил по  2 головы на группу, а в контрольной группе №1 – 1 голова. В опытной группе № 6 падеж составил 1 голову.
Таблица 2 – Данные по динамике падежа цыплят-бройлеров за период опыта (n=90), голов/%
	№
	Дата
	Группа 1
	Группа 2
	Группа 3
	Группа 4
	Группа 5
	Группа 6

	1
	23.11.21г.
	0/0
	0/0
	5/33,3
	1/6,7
	7/46,7
	2/13,3

	2
	26.11.21г.
	0/0
	0/0
	2/13,3
	1/6,7
	3/20,0
	1/6,7

	3
	30.11.21г.
	1/6,7
	0/0
	2/13,3
	0/0
	2/13,3
	1/6,7

	4
	Итого
	1/6,7
	0/0
	9/60,0
	2/13,3
	12/80,0
	4/26,7


Павшие цыплята подверглись микробиологическим исследованиям, при которых была выделены и идентифицированы ретрокультуры культуры (Фото 4-7).
При контрольном убое цыплят опытной группы (3 головы) в конце опыта на 20-ый день были проведены микробиологические исследования, при которых исследуемые культуры не были выделены.

Для определения влияния добавки «ПреВакс 100»  были произведены взвешивания цыплят группы № 1(без добавки) и группы № 2 (с добавкой «ПреВакс 100»). Данные представлены в таблицах №2 и №3
Таблица 3 – Динамика массы тела цыплят-бройлеров контрольной группы №1 по периодам выращивания (n=10)

	№ п/п
	Инв.№ цыпленка
	Возраст птицы, дней

	
	
	7


	17

	Масса, г.

	
	4093
	158
	572

	
	4022
	154
	491

	
	0550
	156
	614

	
	0553
	156
	527

	
	0571
	156
	505

	
	4068
	158
	544

	
	0536
	156
	511

	
	4074
	154
	496

	
	0395
	153
	460

	
	0521
	150
	478

	Среднее
	155,1
	519,8


Таблица 4 – Динамика массы тела цыплят-бройлеров первой опытной группы  №2 по периодам выращивания (n=10)

	№ п/п
	Инв.№ цыпленка
	Возраст птицы, дней

	
	
	7


	17

	Масса, г.

	
	4030
	160
	553

	
	6365
	155
	530

	
	0505
	153
	522

	
	0547
	159
	543

	
	9500
	154
	554

	
	6330
	157
	582

	
	4041
	155
	585

	
	0504
	158
	572

	
	4029
	152
	508

	
	0524
	157
	557

	Среднее
	156,0
	550,6


4. ЗАКЛЮЧЕНИЕ


В результате проведенных опытов по изучению профилактической эффективности добавки «ПреВакс 100»  при экспериментальном эшерихиозе и стафилококкозе (LD80) цыплят – бройлеров было установлено следующее. В группах, где цыплята не подвергались заражению (№№ 1,2) было зафиксировано различие по сохранности: так в опытной группе сохранность составила 100%, в то время как в контрольной группе этот показатель составил 93%.  На 17-ый день опыта было установлено, что прирост живой массы цыплят бройлеров в опытной группе, получавшей добавку «ПреВакс 100», был выше, чем в контрольной группе на 6%.   Установили, что при использовании данной добавки при заражении E.coli А-20/О4, сохранность птицы в опытной группе составила   87%,   в контрольной группе сохранность составила 40%. При заражении S. aureus,  в опытной группе сохранность птицы составила 73%,  в контрольной группе  – 20%. 


Таким образом, даже в условиях массированного заражения  (LD80) профилактическое использование добавки «ПреВакс 100» повышает устойчивость цыплят бройлеров к инфекционным возбудителям в 2,2-3,6 раза. Использование данной добавки при отсутствии заражения снижает общий падеж на 7% и обеспечивает 6% дополнительного привеса
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ПРИЛОЖЕНИЕ
Фото1.  Заражение LD80  E.coli А20О4  и Staphylococcus aureus подопытных цыплят с 7-го дня опыта 
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Фото 2. 7-ой день после заражения падеж в группах № 3 и № 4
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Фото 3. 10-ый день после заражения падеж в группах № 5 и № 6
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Фото 4. Патологоанатомическое вскрытие павших цыплят контрольной группы с последующим микробиологическим исследованием (Staphylococcus aureus)
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Фото 5. Патологоанатомическое вскрытие павших цыплят контрольной группы с последующим микробиологическим исследованием (Eschirichia colli)
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Фото 6. Патологоанатомическое вскрытие павших цыплят опытной группы с последующим микробиологическим исследованием (Staphylococcus aureus)
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Фото 7. Патологоанатомическое вскрытие павших цыплят опытной группы с последующим микробиологическим исследованием (Eschirichia colli)
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