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1. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАКОIЫ 
А|утуяльиость темы. Массовые желудочно-кишечные кк'нтена 

ния новорожденных тсляг, сопровох^оющиеся иысокой ;icia;ibii(n.ibK., 
продолжают оставаться проблемной болезнью молоанйка л »( мношч 
животноводческих хозяйств страны, особенно на крупных мхишчнмк 
фермах, нанося нм значительный жономический ущерб (И.Л.Царс-
градскаяИ 976; О АЛояякова,! 976;ЮЕ.ПолоцкийВ.М.Вонда1)сико, 19Я6; 
С.В.Гриненко,!987; Л.Я.Ставцсва,'Г.Н.Грязнсв;1.199|; Ш.Селоусов » 
др., 1994; Л.С.Ка8рук,1994; А.Н.Курил1енко,»996; M.A.CHAopoa l̂Wd; 
Э.АШепадевич и др.,1998). 

О большинстве случаев данные гшболсвания имеют ннфеканон 
ную природу, обусловлены разнообразными агентами и протекают н 
форме смешанной инфекции. Среди daicrepHiUiMiux згенюв, RUJUHII-

юшнх инфекционную диарею телят, особое место занимают Н1*елс1а-
внтели условно-патогенной микрофлоры (энтеробактерии родов I'sclie 
richta, Citrobacler, Klebsiella, Proteus, Morganella, Providencia, Yersinia »i 
др.), многие и 1 которых посгоянно или часто ирисутсгвуюг а помеще­
ниях репродукторных отделений молочных ферм, попхчая в них с же 
крементами клинически здоровых короа-бактерионосигеле!!, гры lynou, 
с контамннированнымн кормами и другими путями. Однако оснонным 
источником контаминации этих помсшений указанными микроор!.!-
ннзмами являются больные и переболевшие диареей) теля га, выделяю­
щие их с фекалиями в окружающую среду в огромных колимесгва.ч. 
Накопление патогенных энтеробактерии в помещениях профилактория 
приводит к заражению здоровых роднвижхси телят через разные пред­
меты и возникновению энзоотической вспышки диареи 
<Э.А Светоч. 1972; И.Ф.Брусннгнна и др.,1988; Г.Г.Вартапяп,1991, J[.(:. 
КаврукЛ994;Е.С.Воропннндр.,1994;М.А.Сидоров,В.В.Суббо1ни,1999, 



l).S.Joon,YiLKaura,1993; S.PMcDonough,«tfd.,1994), чему способствуют 

различные факторы, снн)«:аюшие имм)'нофизнопогическую резистент­

ность организма новорожденного молодняка. 

CymecrDyioiiuJe средства специфической профилактики бактери­

альных кишечных инфекций молодняка направлены против ограни-

чснного числа возбудителей болезни (зшерихиоза, сальмонеллеза, ана­

эробной энтеротоЕссмнн), тогда как данные заболевания мотуг вызы> 

вать ешс и другие виды условно-патогенных и пато1«нных бактерий, 

1Н1ркулнрую1цие ив молочных фермах, в отношении которых иммун­

ные препараты о1С>тстгу!От. Указанное обстоятельство во многом спо-

собствова10 широкому внедрению в ветеринарную практику последне­

го десятилетия многих новых экологически безопасных и безвредных 

для животных препаратов, содержащих разные виды микробов антаго-

нисгов ~ пробиотиков. В нашей стране нашли применение такие пре­

параты как Бифидобахтерин, Бифацндобактерин, Лактобактерин, Спо-

робактерин, Пропиацид, Лактицид, Стрептобнфид, Субалин, Ветом-

1.1, Ромакол и др. с целью профилактики и лечения диарейиых забо­

леваний телят (В.А.Антмпов,Т.И.Ермакова,1990; Е.П.Наймытенко и 

др.,1990; В.В.Смирнов,С,Р.Резник и др.,1993; Е.С.Воронин и др..1994; 

А.Н.Паиин.Н.И.Серых,1992,1996; Шегидевич кдр.,1998). 

Недостатком почти всех названных препаратов является сравни­

тельно узкий спектр их действия в отношении разных родов и видов 

патогенных бактерии семейства Enlerobacteriaceae - возбудителей 

кишечных заболеваний молодняка, а также необходимость 

многократного, ежедневного или через сутки применения в течение 10-

15 и более дней, «по по техническим н экономическим соображениям 

не может устраивать практических ве-фаботников. 
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Ввиду ЭТ01Х} большую актуальность tipHoopcutei i> xiju'c 
юыскания пр<)6иотичсского препарата широкого а»тнпаыер\1;>ч11'1 го 
спектра с пролонгированным действием, способного при мн1П1м;и1ыи>м 
чиою аплнкаций эффективно профиликтир1>ват1. ннфекпжпчо*!! 
диарею башернальноЯ этиологнн и тем самым влия1>, ни 
формирование благонрнятного мнкробноиеноча помещений и !ь)»! м 
выращивания новороясценных телят, 

Цель и задачи нсс^туд^ваний. Цель работы сводилась к ра*[и-
ботке и обоснованию режима применения пробиотического препарата 
широкою антибактериального спектра с пролонгированным дейсгвн-
см, обладающего способностью профилакгпровать бактериальные ки­
шечные инфекцип новорожденных телят Й оптимизировать мпкробио-
ценоз помещений профилакториеи молочных ферм. Для осуществле­
ния намеченной цели перед нами были поставлены следующие ?<1дачн: 

1. Провести сравнительную оценку активности н спектра дейс г-
ВИЯ штаммов-антагонистов, входящих и ив входящих « некоторые 
коммерческие ветеринарные пробиотическнс препараты. 

2. Изыскать илт^мы микробов-антагонистов, действуюи1нх на 
paiHue роды и виды патогенных энтеробактернй, определить их анш-
микробный спектр, провести клонирование и селекцию перспектив-
ных щтаммов-антагоннстов, определить их безвредность лля лабора­
торных животных и новорожденных телят. 

3. Установить сроки персистнрования изысканных штаммов мнк-
робов-аитагонистоп в кишечнике новорожденных телягг при скармлн 
пании разных доз прс>б1Юптов. 

4. Разработать пробнотнческнй препарат широкого аигнбак1ери-
аииогс спектра и пролоптрованного действия в отношении разных 
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1Ч1Д01! патогенных энтеробактерий - возбудителей кишечных инфекций 
мопорожденных телят. 

5. 0111>еделить видовой состав и биологические свойства 
•5нгеро<)актериЙ в кишечнике телят и циркулирующих в помещениях 
профилактория до и после применения разработанного пробиотика. 

6. Определить профилактическую эффективность разработанного 
комбинированного пробиотика на фермах, неблагополучных по массо­
вым диарсйным заболеваниям телят бактериальной этнологии, и разра­
ботать оптимальный режим его применения. 

7. PaspaooToTb .».4етоаические рекомендации по .неспецифической 
[(рофилактике бактериальных кишечных инфекций новоролсдснных те­
лят на основе оптимизации микробиоценоэа желудочно-кишечного 
тракта и помещений профилактория молочных ферм. 

Научная новизна. Получены данные, характеризующие антаго­
нистическую активность и антибактериальный спектр действия неко­
торых иггзммов микробов, входящих и не входящих в коммерческие 
бациллярные пробиотические препараты. 

Разработан новый комбинированный пробиотический препарат 
Колифирм, содержащий два штамма пробионтов: Е. соИ М-17р74 и Ba­
cillus firmus «СК» для профилактики бактериальных кишечных инфек­
ций новорожденных телят, обладающий широким антибактериальным 
спектром в отношении разных родов и видов патогенных э»ггеробакте-
рий и пролонгированным действием. 

На основании экспериментальных данных по определению сроков 
лерсистирования и концентрации в кишечнике телят популяций мар­
кированных ипаммов-пробнонтов Е.соН М-17р74 и Bac.firmus «СК» 
предложен режим применения Колифирма, обеспечивающий высокую 
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профилактнческ)'1о эффективность препарата, 
Разработан новый способ определения мнкробно10 антагонизма, 

зарегистрированный как рационализаторское предложение. 
Практическое значение рабозы. Для профилакзики инфекцион­

ной диареи новорожденных телят и оптимизации микробионеноза по­
мещений профилакториев молочных ферм разработан и рекомендован 
пробиотический препарат широкого антибактериадьного спектра с ира-
лонгироваиным действием в отношении разных родов и видов паюген-
ных энтеробактерий -"Колнфирм".На основе положительных рез}.)н.Т!»-
TOD пронзводсгвенного испытания указанного препарата разработаны 
методические рекомендаиии по его применению, которые одобрены и 
утверждены Отделением ветеринарной медицины РАСХН (1999 г.) 

Апробация работы, Основные результаты исследований доложе­
ны на ветеринарной секции Всероссийской конференции с междуна­
родным участием "Пробнотики и пробиотичсские продукты в профи­
лактике и лечении наиболее распространенных заболеваний челове-
ка"(1999 г.). Международной конференции, посвященной 80-летню 
МГАВМиБ им. К.И.Скрябина (1999 г.), Международной научной кон­
ференции "Проблемы ветеринарной санитарии, гишены и экологии'" 
(ВНИИВСГЭ, 1999 г.) и на межлабораторном совещании сотрудников 
ВИИИВС1Э(1999г.). 

Основные положения, выносимые на защиту: 
1. Данные, характеризующие антагонистическую активность и 
спектр действия штаммов микробов-пробиоетов, входящих и не 
входящих в бациллярные коммерческие препараты. 
2. Материалы по экспериментальному обоснованию ноног(» 
пробиотического препарата для неспецифической профилактики 
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кишечных инфекций новорождеиньгх телят и оптимизации 
микробиоценоза профилакториев молочных ферм. 
3. Результаты производственного испытания нового пробиотичсс-
кого препарата "Колифирм". 
Внедрение результатов исследований. Мероприятия по профи-

лактнке инфекционной диареи новорожденных телят и оптимизации 
микробиоценоза в профилакториях молочных ферм внедрены в двух 
хозяйствах Московской области. 

Публикации. По теме диссертации опубликованы 4 научные 
статьи и рацномализаторское предложение. 

Объем и структура диссертации. Диссертация изложена на 135 
стр. машинописного текста и включает: введение, обзор литературы, 
собственные исследования с обсуждением полученных результатов, 
выводами и преддожениями для практики; список литературы, содер­
жащий 165 отечественных и 61 иностранный источник, приложение. 

Работа иллюстрирована 16 таблицами и 11 рисунками. 

2, СОБСТВЕННЫЕ ИСЛЕДОВАНИЯ 
2.1. Материалы и методы исследований 

Работу выполняли в период 1997-1999 гг. в лаборатории 
санитарной микробиологии ВНИИВСГЭ, а также на базе двух хозяйств 
Московской области: АОЗТ плеизавода «Заря Подмосковья» Домоде­
довского района и колхоза им. Владимира Ильича Ленинского района. 

Выделение и идентификацию культур энтеробактерий из проб 
фекалий телят и соскобов с полов помещений профилакториев молоч­
ных ферм осуществляли в соответствии с "Методическими указаниями 
по бактериологической диагностике колибактериоза. (зшерихиоза) 



животных" (1991), а также "Методическими указаниями по бактерно-
логаческой днапюстнке смешанной кишечной инфекции молодняка 
животных, вызываемой патогсиыми энтеробаоернями" (1991). 

Определение культур эшерихнй с адгезивными aHTHitHavn IC88, 
К99, 987Р, А20, F41 проводили в соответствии с "Методическими 
указаниями по ускоренной иидикацнн морганелл, сальмонелл п энтер</-
патогенных эшерихнй с адгезивными антигенами в обьектах внешней 
среды, кормах и патологическом материале при помощи реакции ко-
агглклгинации", утвержденными ГУВ Госагропрома СССР 18 января 
1989 г. Антигенные свойства выделенных культур Morganella morganii 
определяли согласно "Наставлению по применению набора сывороток 
нативных морганеллезных агглютинирующих серогругпювых", утвер-
жденгюму Департаментом ветеринарии МСХиП РФ 26 апреля 1997 г. 

Для сравнительной оценки ак1И81Юсти и спектра антимикробного 
действия пробионтов на различные виды энтеробактериЯ нспользова/т 
паспортизированные штаммы микробов-антагонистов: Bacsubtilis КМ 
МГУ-20, Bac.brevis КМ МГУ-3, Bac.polymyxa f̂s34, а таклзв штаммы ба­
цилл, входяише в коммерческие гфобиотические препараты - Ветом-1.1, 
Бактисубтил и Споробак1ч;рин. 

При изучении антагонистичсскоЯ[ активности штаммов-пробнои-
тов в качестве тестов использовали 90 штаммов разных видов энтеро-
бактерий 8 родов: Escherichia, Citrobacter, Salmonella, Yersinia, Klebsiel­
la, Proteus, Morganella,Providencla. Определение активности и антибакте­
риального спектра микробов-антагонистов проводили по методикам 
Е.И.Басюк и соавт. (1994), И.Б.Павловой и соавт. (1994), а также по 
разработанному нами способу определения микробного антагонизма 
бактерий рода Bacillus (Рац. предложение №137 от 21 сентября 1998 г, 
принятое к внедрению ВНИИВСГЭ). 



Выделение микробов-антагонистов рода Bacillus проводили из 
проб фекалий клинически здоровых телят первых дней жизни и почвы 
нутем прогревания их суспензий в водяной бане при 80° С в течение 20 
мин с последующим высевом на пластинчатый МПА для получения 
отдельных колоний, у которых изучали антагописгические свойства. 

Идентификацию выделенного штамма-пробионта Bacillus firmus 
((СК» осуществляли по методике J.M. Ралу, Р.С.Б. TumbuU and J.R. 
Gibson (1991) на оснопе изучения его морфологических, тинкториаль-
!:мх, культуральных и ферментативных свойств. 

Безвредность штамма Bac.firmus «СК» устаггавлиналн в биопробе 
на белых мышах и клиничесю! здоровых новорожденных телятах. Доза 
микробов, вводимая мышам внутрибрюшннно, составляла 1,3 млрд. 
м.к. Телятам суспензию бацилл вводили per os с первой выпойкой 
молозива в дозе 70 млрд м.к,. •* • 

Определение сроко.в персистнровапия в кишечнике новорожден-
• ных телят штамма-антагониста E.coli М-17р74 и выделенного нами 
нового штамма Bac.firmus «СК» проводили на клинически здоровых 

, телятах. Наличие н концентрацию клеток штамма-антагониста E.coli 
М-17р74 в кишечнике телят после дачи препарата устанавливали по 
маркеру антигенной структуры штамма 02:К1 с помощью гомоло-
1ичной кроличьей агглютинирующей сыворотки в реакции агглюти-
11ации на стекле, исследуя по 10-12 колоний эшерихий, полученных на 

: агаре Э'ндо и Плоски рева росле посева каждой пробы фекалий телят. 
Определение сроков персистирования Bac.firmus «СК» в кишечнике те­
лят проводили со штаммом этих бацилл, маркированным путем геино-
инженерного вживления плазмиды, определяющей устойчивость штам­
ма к рйфампнцину. Для выделения маркированного штамма Bac.firmus 
«СК» Rif-100 из проб фекалий телят использовали МПА, содержащий 



рифампнцин в коицснтрации 50 и 100 мкг/см'. До начала опыгоо ис­
следовали пробы фекалий телят и соскобов с пола помещений профи­
лактория с целью определения возможности циркулирования на ферме 
полевых штаммов с аналогичными маркерами. В оиитах с рлшыми 
штаммами антагонистов пробы фекалиП телят брали ежедневно в тече­
ние 7-8 сут. 

Производственные испытания разработанного нами комбиниро­
ванного пробиотического препарата Колифнрм проводили в периоды 
массовых заболеваний иоворохзенных телят инфекционной диареей. 
Во всех производственных опытах учитывали эпизоотическою обста­
новку на ферме в последние два года, уровень заболеваемости теляг 
диареей и их сохранносгь, условия содержания и режим кормлишя 
новорожденных телят и рационы глубокостельных коров, технологию 
получения н выраиигвання новорожденных животных, клиническое 
сосгояние телят, а гаюке ветерннарио-санитарные, зоогнгненическне н 
протнвоэпизоотические мероприятия, проводимые в родильном отде­
лении и профилактории. 

До начала и после применения Колифирма определяли видовой 
состав и биологические свойства микрофлоры, циркулирующее в 
репродукториых отделениях ферм. 

В разных опытах нами было использовано 2S6 новорожденных 
телят, бактериологическому исследованию подвергнута 151 проба 
фекалий телят и соскобов с полов, изучены морфологические, 
тникториальные и культурально-биохимическне свойства 73 культур 
бактерий, штн^нные свойства 668 культур, антагонистическая 
активность 117 культур ра.гных видов и клонов микробов. 
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2.2. Результа11>| исследований 

2.2.1. OueHKs активное! и и антибакгсрмальиого 
ciKKipa некоторых штаммов мнкробов-янтагоннстрв, 
входйщнж и не входящих в коммерческие препараты 

При изыскании перспективного пробиотика была проведена срав-

iiHieiibfjax оценка активности и спектра антимикробного действия 3-х 

HJ rйм^̂ (1в-â т̂aгoннcтoв, входящих в коммерческие препараты: 

Uac.sublilis ВКПМ В-7095 (Ветом-КЦ Bac.subtiIis-534 (Споробаетернн). 

Bac.subtiiis 1Р-5832 (Бактисубтол) и 3-х паспорггизированных штаммов 

Сацилг,, tit .используемых для изготовления таких препаратов: Bac.sub-

lilis KM M]T-20,Bac.brevis KM МГУ-3 и Bac.polymyxa-34 в отношснкк 

86 тест-цпаммов патогенных энтеробахтерий 8 родов, наиболее часто 

вызывающих инфекцмониую диарею телят: Escherichia, Klebsiella, Yer­

sinia, Citrobacter, ^organella, Providencia, Proteus. Salmonella. 

Полученные результаты исследований представлены в таблице I, 

огкула следует, что из числа изученных шгаммов-антагоннстов Вас. 

•subtjlis КМ МГУ-20 обладал наиболее широким спектром действия, ин-

гибируя рост преобладающего большинства тест-культур энтеробакте-

рий, за исключением прсвидеиций и одного шта.мма иерсиний. Вас. 

ро1утуха-34 был высокоактивен в отношении всех исполк-юванных 

и]таммов эшерихий, цитробактерий, кпебсиелл, сальмонелл и иерсиний 

и не действовал на штаммы протея, морганелл и провиденций. Bacbre-

vis KM МГУ-3 ингабировал рост клебсиелл и цитробактерий, половину 

использованных штаммов протея и провиденщ^й, отдельные штаммы 

морганелл и иерсиний и не действовал на эшерихий и сальмонелл. 

Из числа испытанных штаммов-пробионтов, входящих в коммер­

ческие пробиотпки, наибольшую активность проявлял штамм 

препарата Ветом-1.1, имевший наиболее широкий спектр действия в 
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отношении всех рс»дов энтеробакгерий, за исключением сальмонсп.ч, 
однако он ивгибнровая лишь небольшую часть тест-культур протея, 
Mopi-анелл и провиденций. и[таммы проб»юшов, входящие в препа­
раты Споробакгернн и Бактисубтил, не инп<бнропш1Н рост всех или 
больишиства тест-культур использованюах родов энтеробакгерий. 

Таким образом, из изученных нами бацнлл-антгоннсгов 
наиболее широкий спектр действия и высокую активность имел штамм 
Bac.subtilis КМ МГУ-20. Штамм Bac.polymyxa-34 и пробиоит препара­
та ВетЬм-1Л, обладая сравнительно высокой активностью, нме;»» более 
уткий спектр действия. 

Таблица 1 
Антагонистическая активность штаммоа-антагонистов 

рода Bacillus в оттюшенни различных р̂ що» знтеробаотерий 

Роды 
airrepo-

бактерий 

Штаммы-атагоиисты 

1Л « ^ ;3?» 

ш б 

•г 

иг f; 
69 р 

•1^» 

1 

<^ b 

« 

Proteua 
Morganeila 
Providencia 
Escherichia 
Citrobacter 
Klebsiella 
Salmonella 
Yersinia 

6/3 
4/1 
4/2 
2/0 
2/2 
2/2 
3/0 
4/1 

14/14 
13/13 
6/1 
3/3 
2/2 
3/3 
3/3 
4/3 

24/1 
23/0 
6/0 
7/7 
3/3 
4/4 
5/5 
4/4 

8/3 
12/4 
6/2 
2/2 
1/1 
2/2 
3/0 
4/4 

8/0 
12/0 
6/0 
2 /0 
1/1 
2/1 
3/0 
4/2 

8/1 
12/1 
6/0 
2/0 
1/0 
2/1 
3/0 
4/2 

Обозначения: числитель - общее количество использованные тест-
штаммов; знаменатель - количество тестчитаммов, на которые микроб-
антагонист оказывал действие. 

В ходе работы нами был усовершенствован способ определения 
микробного антагонизма, принятый к внедрению ВНИИВСГЭ как 
рационализаторское предложение, который является наиболее на1ляд-
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1П.1М, Mitd.(трудоемким n позволяет колнчесгвеиио оценивать степень 
a»iiaii))iii»va юю или другого испытуемого микроба по величине 
рациусн зоны »1нгн6мрования тест-культуры. 

2.2.2. Определение сроков колонизация штамма 
E.coii М-17р74 о кишечнике новорожденных телят в 

зависимости от применяемой дозы бактерий 
11о ланиым ЭЛ Шегндсвнча и др. (1996,1998), ЛСЛ<аврука и лр. (I997X 

и последние годы в ветеринарной практике наи1ел широкое примененме 
пробиогик Ромакол. содержащий генно-инженерный штамм E.coli М-
17р7'1 н продуиирующиЛ микроцииы фуппы С, которые ингибируют 
рост патогенных э>пгеробактерий родов Escherichia, Citrobacter, Saimo-
neila. Yersinia и некоторых штаммов Klebsiella, но не действуют на эн-
теробакгсрии родов Proteus, Morganella, Providencia, также являющихся 
ио:>6удн1 елями кишечных инфекций животных. В исследованиях 
Jl.CJKaBpyKa, АЬКононенко, СВ.Бритовой (1997) было установлено, что 
назпанный штамм после однократного скармливания новорожденным 
поросятам в профилактической дозе может персистировать в их ки­
шечнике при высокой концентрации до 7-8 сух. 

Исходя нз свойств этого штамма, он был выбран нами в качестве 
есповы для создания нового пробиотического препарата пролонгиро­
ванного действия. Ввиду того, что экспериментальные дшнше о време­
ни его персистировання в кишечнике телят отсутствовали, нами были 
проведены опыты на 19 клинически здоровых телятах по определению 
сроков персистировання Е.соИ М-17р74 в их кишечнике при разных до-
lax скармлииаиня этих бактерий. Предварительно до начала опытов ис­
следовали пробы фекалий телят и соскобов с полов профилактория на 
иа11ичие и.г1И отсутствие в репродукторном отделении фермы 
juiepnxHft, имеющих идентичную со штаммом-пробнонтом антиген-
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ную структуру. Эти исспедованкя покаг1али, что в рспр^гаукюрмом 
отделении фермы циркулировали полевые штаммы E.coii с ндситнч-
имм антигенным строением, но уровень их а обшей популяции зм(ери-
хнй был весьма незначительным и они пстречались лишь в елнничных 
пробах, что не могло влиять на результаты изучения поставленного во­
проса. 

В опытах по изучению сроков перснстирования штамма-пробион-
та E.coii М-17р74 в кишечнике новорожденных телят установлено, тго 
при скармливании им с первой выпойкой молозива суспензии бактерий 
в дозе 50 млрд м.к. высокая концентрация клеток пробионта в фекали­
ях сохранялась в течение 4 сут(х> 50% колонии эшернхий в первичных 
культурах на вгаре Эндо и Плоскирева после засена фекалий давали 
положительную реакцию с гомологичной агглютинирующей сыворот­
кой 0Ж1ХНа5-6сут число клеток штамма-пробионта в пробах фекалий 
опытных телят значительно уменьшалось или они полностью отсут­
ствовали. При скармливании дозы 70 млрд м.к. высокая концентрация 
клеток штамма-пробионта в фекалиях телят сохранялась в течение 5, а 
у некоторых животных до б суг. Однако такая большая доза лробионта 
в экономическом отношении не могла быть оправданной, ввиду чего в 
последующей работе мы ее не использовали, 

На основании полученных данных был предложен режим 
применения коммерческого пробиотика Ромакол для профилактики 
инфекционной диареи новорожденных телят, который вошел в 
действующее наставление по его применению. -Этот режим 
предусматривает применение препарата двукратно в дозах по 40-50 
млрд м.к. (в зависимости от массы теленка) на 1 прием в первые часы 
жизни животного с первой выпойкой молозива и на 4-е сутки с 
модюком или кипяченой водой. 
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2.13. Изыскание микробов-аитагонистов рода ВвсШая, 
расширяющих спектр антимикробного действия ппамма 

. Е-соН М-17р74 
Учитывая многообразие видов патогенных экгеробактсрий, 

нызывающнх инфекционную диарею телят, одной ич основных наших 

1адач являлось |<'<ыскание штамма-антагоииета, способного расширить 

спектр ангагонистического действия штамма Е. coli М-17р74 и прежде 

всего найти такой антагонист, который мог бы э4)фектчьно действовать 

на эт^еробактернн родов Proteus а Morganella. Наиболее перспектив­

ным сред;; !;ред»п.рительмо изученных нами штаммов бацшш являлся 

Bacsubiilis КМ VffV-20, однако он ингибировал рост ба|ггерий рода Es­

cherichia, а том числе пробионта E.coli М-17р74. Кроме того, срок его 

перс11Стирован1(я в кишечнике новорожденных телят в опыте с маркн-

рованным штаммом не превышал двух cyt. По этим причинам в 

дшанейшем мы отказались от нсполь-юв&ния данного штамма. 

При изыскании нового штамма-антагоннста было выделено из 

фека;шй телят и почвы tS штаммов бацилл, нэ числа которых только 

один, обозначенный нами «СК>>, отвечал предъявляемым требованиям. 

Данный штамм ингибировал рост всех или преобладающего 

большинства тест-культур э1Ггеробактерий родов Proteus, Morganella, 

Providencia, часть культур Yersinia (таблица 2) В частности, в опытах с 

использованием 87 различных тест-штаммов энтеробактерий 8 родок 

он задерживал рост- всех 25 тест-штаммов протея (P.vulgaris И; 

P,mirabilis), всех 6 штаммов провиденций (P.tettgeri), 17 (72%) т числа \ 

24 штаммов моргш1елл (M.morganii) и 3 из числа 5 штаммов мерсиннй 

(Y.enterocolitica и Y.pseudotub«rculosi$); в отношении тест-штаммов 

остальных родов (Escherichia, Klebsiella, Citrobacter, Salmonella) не 

обладал активностью. 
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Радиус зон задержки роста разных видов тест-бакгерий составлял от 5-

7 до 18-21 мм, а средний радиус юны ингибирования роста бил равен 

для протея П,вмм,моргш1елл-12мм,лроа)1лен1шН-14,?мм, нсрсиний 

~ 11,3мм. 

Таблица 2 
Аитагоннстическая активность и спектр дейа вня штамма Bacillus «СК» 

Роды 
тест-

бактернй 

Количество тест-штаммов рода Средний 
радиус зоны 

ингибировання, 
мм 

Роды 
тест-

бактернй общее 
в т.ч. угнетаемых 

ангагоннстом 
«СК» 

Средний 
радиус зоны 

ингибировання, 
мм 

Escherichia 10 0 -
Citrobacter 4 0 -
Salmonella 9 0 — 
Klebsiella 4 0 -
Yersinia 5 3 11,3 
Proteus 25 25 11.8 
Morganella 
Providencia 

24 
6 

17 
б 

12 
14,3 

Morganella 
Providencia 

итого 87 

17 
б 

12 
14,3 

Штамм Bacillus «СК» и пробиомт Е.соИ М-17р74 не оказывали 

антагонистического действия друг на друга в перекрестных опытах и 

могли быть совместимы в примененни. 

2.2.4. Вндовая идентификация выделенного штамма 
Bacillus firmns «СК» и его биологические свойства 

В результате видовой идентификации штамма «СК» 

установлено, что он относится к виду Bacillus firmus. 

Бациллы имеют вид крупных толстых палочек с закругленными 

концами длиной-10-12 мкм и шириной 1,5-2 мкм, фамположительиые, 

образуют крупные споры овальной формы (субтерминально), капсулу 

не образуют, неподвижные, располагаются одиночно и короткими 

цепочками; не растут в анаэробных условиях, образуют каталазу, не 
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обра»уюг JiewmiHasy, не утилизируют цитрат на агаре Снммонса, не 

образуют ацетилметнлкарбннол, иидол и урсазу, восстанавливают 

иитршы в нитриты, растут иа МПА с 7% NaCl, гвдролизуют крахмал, 

казеин и разжижают мясопептонную желатину; ферментируют глюко­

зу и маинит с образованием кислоты и не ферментируют ксилозу и 

арабинозу; не обладают гемолитической активностьзо. 

Штамм неприхотлив к уаювням культнвироваиия н хорошо рас­

тет на обычных питательных средах в аэробных условиях при темпе­

ратуре 35-37"С и рН 7,0-7,2. В МПБ отмечается слабое помутнение 

среды с обраюванием иа дне пробирки хлопьевидного осадка, который 

при встряхивании разбивается в гомогенную взвесь. На МПА видимый 

рост бацилл наблюдается уже спустя 20-24 ч в виде слабовыпуклых 

колоний с матовой поверхностью среднего и крупного размера округ­

лой формы с мелко зазубренными краями, серовато-кремового цвета. 

При более продолжительном cpofcc культивирования (свыше 2 сут) 

колонии, увеличиваются в размере it приобретают концентрическую 

crpyKiypy. 

Штамм Dac.firmus не обладает патогенностью для белых мышей 

и телят. Суспензия бацилл в физиологическом растворе в дозе 1,5 

млрд. M.K., введенная 10 мышаи внузрнбрюшинно, не вызывала 

изменения их клинического состояния в течение 7 сут наблюдения. 

После введения 10 клинически здоровым новорожденным телятам per 

OS с первой выпойкой молозива суспензии бацилл в дозе 70 млрд м.к. 

клиническое состояние животных не имело отклонений от нормы в 

течение 4 сут наблюдения за животными. 
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2.2.S. Клонирование и селекция штамма Bacillus firmus «СК» 
Для повмшеиия антимикробной активности штамма Bacillus fir­

mus «СК» нами было проведено 5 серий (этапов) опытов по его клони­
рованию и селекции наиболее активных клонов. Опыты проводили с 
одними и теми же тест-штаммами энтсробактерий родов Proteus, Мог-
ganeila, Providencia (по 3 штамма каждого рола). Наиболее активные 
клоны (культуры) отбирали для последующего этапа опытов. При этом 
отбор клонов проводили по средним значениям величины зон утете-
ния роста всех тест-штаммов протея, морганелл и провпдеиций вокруг 
колоний антагониста. 

Следует отмепггь, что клетки популяций штамма Bacillus fiimus 
«СК» обладали гетерогенностью по показателю активности, т.е. обра­
зованию антибактериальных веществ, что особенно заметно проявля­
лось на третьем этапе клонирования, когда разница в размерах зон ин-
шбирЬвання одного и того же тест-штамма составляла от I до 10 мм у 
разных клонов, а наиболее часто - 4-5 мм. На последних трех этапах 
ююнироваиия были получены клоны антагониста, обладающие значи­
тельной активностью. Радиус зоны задержки роста отдельными клона­
ми бацилл тест-штаммов протея достигал 21-23 мм, морганелл - 19-21 
мм, провиденций - 17-18 мм. Наиболее активный клон Bac.firmus «СК» 
от третьего этапа клонирования имел среднюю величину радиуса зоны 
ингибирования для штаммов протея 18 мм, морганелл - 15,7 мм, про­
виденций -13,7 мм. 

2.2.6. Определение сроков персистировання штамма 
Вас. flrmus «СК» в кишечнике новорожденных телят 

До начала опытов с использованием маркированного штамма ан­
тагониста было установлено отсутствие циркулирования в профилак­
тории н кишечнике телят штаммов микробов, устойчивых к действию 
рифампииина в концентрации 50 и 100 мкг/см' питательной среды. 
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В опытах на 1! клинически здоровых новорожденных телятах с 

маркнроианиым штаммом Bacillus «СК» Rif-100 установлено, что гю-
сле однократного скармливания им суспензии этих бацилл в дозе 50 
млрд. м.к. шгамм-антагонист способен персистирокать в кишечнике 
новорожденных телят в течение 3 сут. При эюм из преобладающего 
числа проб фекалий опытных телят искомые бациллы выделялись в 
высокой концентрации. У отдельных Ж)>вотных высокая концентрация 
клеток микроба-антагониста в фекалиях отмсчхюсь и на четвертые су­
тки после скармливания суспензии бацилл. 

Полученные в этих опытах дшн1ые послужили основой для pai-
работки режима применения комбинированного препарата Колифирм. 

2.2.7.Создание комбинированного пробиотнческого препарата 
с пролонгированным действием для профилактики 

бактериальных кишечных инфекцнй ноБорожденных телят 
На основании установленных свойств штаммов-антагонистов 

E.coUM-l7p74 н Bacfjrmus«СК», вчастиости, спектров их антагони­
стического действия, отсутствия взаимного антагонизма, безвредности 
дпя животных, сроков перснстирования в кишечнике новорожденных 
телят мы сочли целесообразным совместить их для создания эффек­
тивного пробногического препарата широкого антибактериального 
спектра с пролонгированным действием и рекомендовать следующий 
режим его применения для профилактики инфекционноП диареи ново­
рожденных телят; двукратное скармливание смеси суспензий обоих 
штаммов в дозах по 50 млрд м.к. каждого антагониста с первой вы­
пойкой молозива и на 4 сут жизни с молоком или кипяченой водой. 

Исходя из видовых наименований штаммов-пробнонтов разрабо­
танный нами комбинированный препарат был назван «Колифирм». 
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2.2.8. Результаты производственного испытания 

разработанного пробнотнческого препарата "Колнфнрм" 

Определение эффективности действия Колифирма проводили в 
АОЗТ ПЗ "Заря Подмосковья" Домодедовского района Московской 
обл. (отделение Ярлыково) во время энзоотической вспишкн 
инфекционной диареи, возникавшей у телят в первые 3 дня их жизни. 
Комиссионное производственное ис1плтание препарата осуществляли в 
соответствии с методикой, утвержденной дирекцией ВНИИВСГЭ. на 
МТФ колхоза им. Владимира Ильича Ленинского района Московской 
области, являющимся стационарно неблагополучным по массовым 
диарейным заболеваниям новорожденных телят. 

До начала и после окончания испытания препарата проводили 
бактериологические исследования проб фекалий больных, клинически 
здоровых обработанных препаратом новорожденных телят, а также 
соскобов с полов профилактория для определения видового состава и 
биологических свойств unpK>'jHp>Tomefi микрофлоры. 

Лабораторные партии препарата готовили каждые 8-10 дней в 
лаборатории санитарной микробиологии ВНИИВСГЭ. Всего в хозяй­
ствах опытные группы телят, получавшие Колифирм, составили 120 
голов. Контрольные группы телят, которым пробиотик не давали, 
насчнтк1вали 80 голов. Препарат скармливали по 50 млрд м.к. каждого 
.мнкроба-пробионта в первые сутки жизни с молозивом и на 4-е сут с 
молоком или кипяченой водой в тех же дозах. 

В таблице 3 представлены данные о профилактической эффек­
тивности Колифирма, из которых видно, что в первом хозяйстве соот­
ношение заболевших диареей телят опытной и контрольной групп со­
ставило 38 к 86,5%, т.е. заболеваемость диареей снижалась в 2,3 раза. В 
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другом хозяйсгвс указанное соотношение составило 12,3 к 64,3% т.е. 
оаболсваемосгьсокрашалась в 5,2 раза. 

Таблица 3 
Профилактическая эффективносгь препарата Колнфирм 

при двукратном скармливании телятам 

Показатели 

ПЗ "ЗаряПодмосковья" 
Домодедовского 

р-на М. о. 

Колхоз им. 
Владимира Ильича 

Ленинского р-на М. о. Показатели 

опитные контроль опытные контроль 
Количество тсыт 

в группах 50 52 70 28 
Число теляI, забо­
левших диареей 19(38%) 45 (86,5%) 9(12,3%) 18(64.3%) 
Число телят, по­

гибших от диареи — 6(11,5%) 2 (2.8%) 3(10.7%) 

Следует отметить, что у телят, получавших пробиотик, которые 
заболевали диареей, болезнь протекала в легкой форме, непродолжи­
тельное время (1-2 сут) и заканчивалась выздоровлением обычно после 
применения одних диетических средств. Случаев падежа телят опыт­
ных групп от диареи в первые 10-12 дней жизни в ПЗ "Заря Подмос­
ковья" не наблюдалось, а в другом хозяйстве погибло лишь 2 телснка-
гипотрофика (2,8%), "тогда как в контрольных группах гибель телят 
составляла соответственно 11,5 и 10,7%. 

2.2.9. Мнкробноценоз кишечника новорожденных телат 
и окружающей среды до и после применения пробиотика 

При исследовании 24 проб фекалий больных диареей телят до 10-
дневного возраста а соскобов с полов помещений профилакториев, а 
также трупного материала на видовой состав и 6иолоп1ческие свойства 
микрофлоры до прн]̂ енения Коянфирма »гз 8 проб (33,3%) выделяли 
энтеропатогенные эшерихии с адгезивны»1и антигенами К88, К99 н 
F41, реже 987Р. Бактерии протея (виды P.vulgaris н P.mirabilis) 
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содержались в высокой концентрации в Н пробах (03,5%). В 4 пробах 
(18%) были обнаружены штаммы родов Entecobacter, Morgaiwlla 
(серогруппы 016), в единичных пробах - Providcncia и Hafnia. Таким об- . 
разом, в период эпизоотического неблагополучия в обследованных 
хозяйствах доминирующими предсгави гелями микробиоценоза 
кишечника новорожденных телят и окружающей среды являлись 
патогенные штаммы эшеробактернй родов Escherichia и Proteus. 

После применения Колифирма н существенного улучшения 
эпизоотической обстановки в репродукторных отделениях ферм отме­
чалось значительное снижение уровня циркулирующих в них патоген­
ных штаммов энтеробактерий. Так, из числа 20 исследованных проб 
фекалий телят и соскобов с полов профилакториев бактерии рода Pro­
teus содержались в 3 пробах (15%), т.е. частота их обнаружения снижа­
лась в 4,2 раза. Энтсропатогенные эшерихии с адгезивными антигена­
ми не были выявлены ни в одной пробе. 

Таким образом, применение Колифирма создавало благоприят­
ный микробиоценоз в кишечнике телэт с преобладанием в нем непато­
генных штаммов энтеробактерий, которые, попадая с фекалиями в ок­
ружающую среду, способствовали оптимизации микробноценоза по­
мещений профилактория и снижению возможности заражения новоро­
жденных телят возбудителями болезни. 

ВЫВОДЫ 
1. При сравнительной оценке антагонистической активности и 

спектра действия 3-х штаммов-антагонистов рода Bacillus, входящих в 
коммерческие препараты Споробактерин, Ввтом-1.!, Бактисубтил, и 3-х 
штаммов-антагонистов данного рода, не используемых для изготовле­
ния коммерческих препаратов, установлено, что 6o.iee активными из 
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них и действующими ка эшеробаютернн 4-S родов семейства Enlero-

buc-terinceae являлись штаммы Вас.polyтуха-34 и Bacsubtilis ВКПМ В-

1095, входящий 8 препарат Вегом-1.1. Штамм Bacsubtilis КМ МГУ-20 

обладал наиболее широким антимикробным спек-гром, ингибируя рост 

1сст-бактерий 7 родов указанного семеИства, однако имел непродолжи­

тельный срок перскстирования в кишечнике теляг (до 2 сут); штаммы 

npeiiaparoB Споробактсрин и Бактисубтил обладхш наименьшей ак-

тивиостью н узким спектром действия, не вызывая игибирования роста 

больи1инсгва тсст-штЕшмов энтеробахтерий разных родов. 

2, Сроки nepcHCTupoBaHtui штамма Е.сой M-i7p74 в кишечнике 

новорожденних телет составляли: 

• при однократоом скармливании дозы SO млрд. м.к. ~ 4 суток; 

• при однократном скармливании дозы 70 млрд. м.к. ~ 5-6 сут. 

lia основания этих данных нами предложен режим применения 

препарата Ромакол для профылактшш ккфекищонноП диареи 

новорожденных телят, включзюшнй- его двукратное скармливание в 

дозах по 40-50 млрд. м.к. на 1 прием » первые часы Ж1{знн с первой 

выпойкой молозива и на 4 сут жизни с ыояоксм HJUI кипяченой водой. 

3. Выделенный новый штамм Bacftrmus «СК» обладает выра-

зкенным. антагонистаческим действием в отношении энтеробактернй 

родов Proteus, Providcncia, Morganella и некоторых штаммов Yersinia, 

но не действует на энтеробактернй родов Citrobacter. Salmonella, Kleb­

siella It Escherichia, в т.ч. на штамм-пробионт E.coli М-17р74, ввиду 

чего оба штамма-пробионта могут пр1и1еняг1>ся совместно. 

Штамм Bac.firmus «СК» не обладает патогенностью для белых 

мышей при в1{угрибрюшн1П1ом заражении в дозе 1,5 млрд м.к. н 

новорожденних телят при скармливании дозы 70 млрд. м.к. 
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4. В результате клонирования и селекции штамма Hac.firmus 
«СК» получены наиболее активные его клоны в отношении reci-
штаммов протея, морганелл и провнденций; эти клоны использованы 
для создания комбинированного пробиотческого препарата Колифнрм. 

5. Установлен срок персистировання штамма Bac.firmus «СК» в 
кишечнике новорожденных телят, который составляет 3-4 сут при 
скармливании бацилл в дозе 50 млрд. м.к., на основании чего предло­
жен оптимальный режим применения штамма телятам в составе ком­
бинированного пробиотика Колифирм. ' 

6. Исходя из свойств штаммов-пробионтов - Exoli М-17р74 и 
Bacfirmus «СК» создан новый комбинированный пробиотический пре­
парат широкого антибактериального спектра с пролонгировшшым дей­
ствием - Колифирм, который предназначен для профилактики бакте­
риальных кишечных инфекций новорожденных телят и способен ннгн-
бировать in vitro рост патогенных энтеробактерий родов Esclierichia, 
Citrobactcr, Salmonella, Yersinia, Proteus, Morganella, Providencia, часть 
штаммов Klebsiella. 

7. В результате производственного испытания препарата Коли­
фирм установлено, что он способен профилактнровать инфекционную 

. диарею бактериальной этиологии у новорожденных телят. В частности, 
в разных хозяйствах заболеваемость телят снижалась в 2,3-5,2 раза, а у 
большинства заболевших животных болезнь протекала в легкой форме 
и заканчивалась выздоровлением обычно после диетотерапии. Препа­
рат снижал падеж опытных теяят от диареи в среднем в 3,8 раза. 

8. Препарат способен благоприятно влиять на формирование 
безопасного микробноценоза помещений профилакториев молочных 
ферм, существенно снижая уровень циркулирующих в окружающей 
среде патогенных штаммов разных видов энтеробактерий. 
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ПРЕДЛОЖЕНИЯ ДЛЯ ПРАКТИКИ 
Ни основании проведсииих исследований разработаны: 
1. Ионий комбинированный пробнотический препарат Колифирм 

ZIIIM нр<̂ >фнликтик11 бактериальных кишечных инфекций новорожден­
ных 1сляТ и пре,1ложен режим его применения, пошоляющий значи-
|ельио снижать 1<х заГо.1евасмость инфекционной диареей н продот'-
вращат ь надеж от данного заболевания. 

2. Методические рекомендации по нссненнфнческой профилак­
тике инфекционной диареи новорожденных телят на основе оптимнза> 
цин микробноценоча желудочно-кишечного тракта молодняка и репро-
дукпорны.ч 01делсниП молочных ферм, 
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