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Введение 


ВВЕДЕНИЕ

Актуальность темы. В последние десятилетия существенно возрос интерес людей к дельфинам в связи с чем резко, увеличилось количество учреждений, содержащих различные виды дельфинов.

Первая из известных попыток содержать дельфинов в неволе относится к 1914 году (Журид Б.А., Верижникова С.А., 1997). Пять взрослых афалин отловленных на мысе Гаттерас были доставлены в «Нью-Йоркский Аквариум». Дельфинов поместили в круглый бассейн диаметром 11 метров. Один из дельфинов прожил 15 месяцев, и наблюдения за ним легли в основу первых описаний жизни афалин в неволе. Дальнейшее изучение и освоение методов содержания морских млекопитающих в неволе связано с созданием специальных морских зоопарков - океанариумов. Первым океанариумом в нашей стране был океанариум Военно-морского Флота СССР на Черноморском побережье в городе Севастополь в 1966 году. Затем был создан дельфинарий в Батуми (Аджария), океанариум-музей в Клайпеде (Литва), океанариум Карадагского отделения Института биологии южных морей (Украина, Крым), а в 1984 году вблизи г.Новороссийска начал функционировать «Утришский дельфинарий» при Институте эволюционной морфологии и экологии животных им. Северцова АН СССР (Москва).

Современный океанариум представляет собой сложнейшее инженерное сооружение, включающее в себя комплекс морских бассейнов, системы водообмена и водоочистки, места содержания разнообразных морских млекопитающих, специально оборудованные помещения для лечения, кормоприготовления и обеспечения' многоплановой деятельности персонала. Специфической особенностью подавляющего большинства океанариумов является то, что, помимо экспозиции коллекции обитателей моря, научной и природоохранной деятельности, в них проводится активная культурно-просветительская работа в виде представлений дрессированных животных. В
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связи с этим здоровью дельфинов отводится огромное значение, т.к. заболевшее животное прежде всего теряет двигательную активность, а следовательно, его участие в выступлениях либо ограничивается, либо полностью прекращается. Кроме того, ..; имеют место случаи гибели дельфинов. Чаще всего в дельфинариях животные гибнут от воспаления лёгких и заболеваний желудочно-кишечного тракта (Яблоков А.В. с сооавт., 1972).

Работами А.Биркуна (Биркун А.А. мл., 2002) показано, что пребывание дельфинов в неволе сопряжено с глубокими изменениями в качественном и количественном составе кишечной микрофлоры и подавляющая часть дисфункций пищеварительного тракта у этих животных связана именно с развитием дисбиотических состояний. Несмотря на многочисленные исследования кишечной микрофлоры у афалин, осуществлённые за последние 20 лет (Биркун А.А. мл. с соавт, 1990; Денисенко Т.Е., 2002; Cleland J., 1884; Dunn J.L., 1990; Fitch I.E., Brownell R.L., 1968), до сих пор остаётся открытым вопрос о резидентных и транзиторных видах бактерий, обнаруживаемых в кишечнике этих животных, а также их количественном присутствии там. Не определены причины и параметры нарушений микробной экологии, свидетельствующие о развитии дисбактериоза, а также не разработаны теоритически обоснованные методы лечения дельфинов при данном клиническом состоянии.

Цель исследований. Целью исследований являлось изучение кишечного микробиоценоза у диких и адаптированных к неволе черноморских афалин, а также изыскание методов лечения при дисбиозах различной степени тяжести. Для достижения указанной цели были поставлены следующие задачи:

1. Изучить качественный и количественный состав кишечной микрофлоры у диких и содержащихся в неволе афалин.

2. Определить влияние химического состава воды в бассейне на параметры кишечного микробиоценоза у дельфинов.

3. Установить формы клинического проявления дисбиоза у содержащихся в неволе дельфинов.
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4. Определить эффективность лечения дельфинов при различных формах дисбиоза.

Научная новизна. Впервые установлен количественный и качественный состав микрофлоры, заселяющей дистальный отдел кишечника диких и длительно содержащихся в неволе черноморских афалин. Определены особенности видового состава кишечных микроорганизмов у диких и адаптированных к неволе дельфинов. Впервые определена коррелятивная зависимость между отдельными параметрами химического состава воды и количественного состава кишечной биоты. Впервые определены микробиологические и клинические критерии оценки тяжести кишечного дисбиоза у афалин и подходы к его ликвидации. Научная новизна работы подтверждена патентом РФ на изобретение.

Практическая значимость. Представленные данные по составу и количественному содержанию микроорганизмов в фекалиях вновь отловленных и длительно содержащихся в неволе дельфинов на данном этапе знаний могут использоваться как ориентиры при проведении медико-ветеринарных обследований и решении вопросов обоснованного выбора препаратов для коррекции дисбиотических состояний пищеварительного тракта черноморских афалин.

Выявление дисбактериоза важно для раннего диагностирования и лечения различных заболеваний пищеварительного тракта дельфинов. Результаты исследований позволят проводить оценку физиологического состояния дельфинов в условиях неволи.

Апробация работы и публикация результатов исследования. По материалам исследований опубликовано 5 научных работ. Основные положения диссертационной работы доложены и обсуждены на 2-м украинско-российском рабочем совещании «Роль дельфинариев в сохранении популяций черноморских дельфинов» (Украина, Коктебель, 2002г.) и на 3-й Международной конференции «Морские млекопитающие Голарктики» (Украина, Коктебель, 2004г.).

Основные положения диссертации, выносимые на защиту:

1. Показать в сравнительном аспекте состояние кишечного микробиоценоза у адаптированных дельфинов в разных условиях содержания и находящихся на адаптации.

2. Показать изменения микробного пейзажа кишечного тракта афалин в зависимости от клинического состояния животных и среды обитания.

3. Оценить используемые методы коррекции кишечного микробиоценоза.

Структура и объём работы. Диссертационная работа изложена на 111 страницах машинописного текста, содержит 23 таблицы, 11 рисунков. Она состоит из разделов: обзор литературы, собственные исследования, выводы, практические предложения, список использованной литературы.

1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1. Классификация китообразных

Все животные, вскармливающие своё потомство молоком, объединены в класс - млекопитающие (Mammalia). Млекопитающие, ведущие чисто водный образ жизни, объединены в отряд китообразные {Cetacea). Этот отряд можно разделить на три подотряда: древние киты (Archeoceti), усатые киты (Mysticeti) и зубатые киты (Odontoceti) (Клейнберг С.Е., Белькович В.М., 1967).

Древние киты - вымерший почти 30 миллионов лет назад подотряд. Известен нам только по окаменелым остаткам. Некоторые из них достигали больших размеров.

Усатые киты - китообразные, у которых развился мощный цедильный аппарат - вместо зубов, с верхней челюсти свисают треугольные пластины китового уса. Бахромчатая кромка пластин образует во рту сито для отцеживания планктона. Представители: синий кит, серый кит, гренландский кит, полосатик и др..

Зубатые киты - китообразные, у которых, как следует из названия, есть зубы. Питаются рыбой и головоногими моллюсками. Представители: кашалоты, гринды и дельфины. Все дельфины объединены в самое крупное семейство - дельфиновые (Delphinidae). Это семейство насчитывает почти 30 видов животных. Различные дельфины отличаются не только размерами и окраской тела, но и образом жизни. Одни из них обитают лишь в определённых местах, такие как инии (Inia geoffrensis) - в пресных водах Амазонки, а некоторые живут чуть ли не по всему миру, как, на пример, косатки (Orcinus orca). В Чёрном море обитают три вида дельфинов - афалина, белобочка и азовка (Журид Б.А., Верижникова С.А., 1997; Супин А.Я., 1983; Томилин А.Г., 1984).

Самый крупный дельфин Чёрного моря относится к виду афалина (Tursiops truncatus). В целом афалины не относятся к видам, которые находятся в
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опасности, и поэтому они не представлены в Международной Красной книге. Однако черноморская популяция афалины находится в угнетённом состоянии, и поэтому она включена в Красную книгу России (Журид Б.А., Верижникова С.А., 1997; Томилин А.Г., 1969).

Сколько всего афалин неизвестно. Подсчитаны популяции лишь в нескольких областях обитания, так на Мексиканском шельфе численность животных составила около 67000, а на западе Тихого океана и рядом с Японией - 35000 особей. В водах США и на западе Атлантического океана обитает немногим около 11700 афалин. В Средиземном море насчитывается примерно 10000 этих дельфинов (Журид Б.А., Верижникова С.А., 1997).

Условно афалин подразделяют на два экотипа (формы):

1) «прибрежный» экотип - в целом приспособлен к тёплым, прибрежным водам;

2) экотип дельфинов, живущих в открытом море, приспособлен к более холодным, глубоким и тёмным водам.

1.2. Общая морфология и особенности пищеварительного тракта

дельфинов

У дельфина тело гладкое, очень гибкое, веретенообразное, отлично обтекаемое. Оно заканчивается горизонтально расположенным хвостовым плавником в виде широкого равнобедренного треугольника, разделённого на заднем крае выемкой на две лопасти. Это главный движитель дельфина. Грудные плавники направляют животное вверх или вниз, помогают при поворотах или торможении. Имеющийся у многих дельфинов спинной плавник, как стабилизатор, придаёт телу большую устойчивость в воде. Передние конечности далёких предков дельфинов модифицировались в передние плавники или ласты, веслообразные, хорошо обтекаемые и в поперечном сечении имеющие форму вытянутой капли. Это увеличило маневренность в плотной водной среде.
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Грудные плавнике сохранили скелетную структуру типичной пятипалой конечности млекопитающих.

Дельфины используют грудные плавники в основном для управления движением и - в помощь хвостовому плавнику - для остановки. Грудные плавники играют большую роль в терморегуляции.

Голова сидит на короткой и жёсткой шее. По сравнению с наземными млекопитающими, у дельфинов шея сильно укорочена (всего около 4 % длины скелета). У 10 - 15 % черноморских афалин шейные позвонки в той или иной мере срослись между собой. Такое состояние шейного отдела позвоночника характерно для большинства зубатых китообразных. У некоторых эти позвонки соединены в шейный блок, и голова поэтому становится малоподвижной. У речных дельфинов и белух все 7 шейных позвонков всегда остаются свободными и голова может отклоняться на угол 45° по отношению к телу.

Глаза расположены по бокам головы. Железы в глубине уголков глазных впадин выделяют желеобразную слизь, которая смазывает глаз, смывая загрязнения, и предохраняет от инфекции.

Нос - верхние ноздри - это непарное дыхательное отверстие («дыхало»), находящееся в небольшой ямке на темени, позади лобного выступа. Отверстие закрывает кожно-мышечный клапан. Дыхало открывается мышцами на момент короткого дыхательного акта - слитного выдоха-вдоха. Всё остальное время дыхало плотно закрыто. Мышцы дыхала расслаблены в закрытом положении.

Уши - это наружные слуховые проходы, без наружной ушной раковины. Ушная раковина у афалиы, как и у всех китообразных, полностью редуцирована. Наружный слуховой проход начинается небольшим отверстием, расположенным за глазом. Он имеет вид S-образной трубки (у афалины - с заросшим просветом). Диаметр и форма просвета на всём протяжении резко изменяются. Длина всего слухового прохода у афалины - около 5,7 - 6,0 см.

Переднюю часть морды дельфина, образованную челюстями и предназначенную для захвата пищи, называют «рострум». Обычно его длина
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около 7 - 8 см. Выдающийся вперёд рострум придаёт голове дельфина конусовидно заострённую форму. По форме его можно сравнить с горлышком бутылки, поэтому английское название афалины - bottle-nosed dolrhin -бутылконосый дельфин (Супин А.Я., 1983).

Зубы конические, острые, до 10 мм в диаметре. Они не приспособлены для жевания пищи, а только для захвата и удержания добычи. Зубы у афалины, как и у большинства зубатых китов, все сходны между собой, отличаясь лишь величиной - спереди они меньше. Большинство особей имеют от 20 до 25 зубов на каждой стороне верхней челюсти и от 18 до 24 на каждой из сторон нижней. В общей сложности от 76 до 98 зубов. Метод изучения ежегодного прироста зубного покрытия является самым точным методом установления возраста дельфина. За каждый прожитый год зуб дельфина покрывается тонким слоем нового зубного прироста. Исследования показали, что в большинстве случаев продолжительность их жизни не превышает 30 лет (Яблоков А.В с соавт., 1972).

Морфология желудка. Для всех китообразных характерно сложное многокамерное строение желудка (Hunter J., 1787; Breschet M.G., 1836). Первый отдел желудка, как и пищевод, выстлан многослойным, как правило, ороговевающим, эпителием, собранным в крупные складки. Характер складчатости (не только этого, но и других отделов) обычно является характерным признаком разных семейств китообразных (Cleland J., 1884). Второй и последующий отделы желудка всегда выстланы настоящим железистым эпителием. Желудок отделён пилорическим сфинктером от двенадцатиперстной кишки. Единственным известным исключением из этого правила является строение желудка у клюворылов, у которых первый отдел имеет железистое строение, типичное для строения второго отдела остальных китообразных (Jungklaus F., 1898; Weber M., 1904).

Общее число отделов желудка колеблется от трёх до тринадцати у разных видов китообразных; у всех усатых китов в желудке три отдела. Эпителий, выстилающий первый отдел желудка китообразных (за исключением
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клюворылых), многослойный, ороговевший с поверхности, безжелезистый, кожного типа (Клейнберг СЕ. с соавт,1964; Яблоков А.В., 1958; Harrison R. J. et al., 1970).

Второй отдел желудка всех китообразных железистый. Большая его часть покрыта короткими, неправильно переплетающимися толстыми складками, разделёнными глубокими впадинами. Многослойный ороговевший эпителий первого отдела граничит (без переходов) с мощным железистым эпителием, выстилающим поверхность второго отдела.

Поверхность второго отдела желудка покрыта обычно толстым слоем слизи. Эта слизь вырабатывается клетками однослойного эпителия, покрывающими всю поверхность второго отдела.

Вся толща слизистой оболочки второго отдела занята плотно прилегающими одна к другой железами, открывающимися в продолговатые глубокие желудочные ямки (Бордовский O.K., Чернякова A.M., 1992; Bolk L. et al, 1937). Эти железы, очевидно, соответствуют фундальным железам желудка других млекопитающих и характеризуются наличием клеток трёх типов: главных, обкладочных и добавочных.

Первый отдел желудка китообразных служит в основном для механической обработки пищи (исключение - клюворылые киты). Однако механическая обработка пищи не была бы так эффективна, если бы в этом процессе не участвовал секрет желёз желудка из второго отдела. Подобное проникновение желудочного сока, доказанное в отношении некоторых копытных, вполне возможно и у китообразных.

Таким образом, в первом отделе желудка пища основательно обрабатывается, а следовательно, грубые части пищи, способные повредить нежный железистый эпителий, во второй отдел желудка не проникают.

Во втором отделе желудка находятся фундальные железы, которые продуцируют желудочный сок. Покрывающий его цилиндрический эпителий
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выделяет много слизи, предохраняющей выстилающую оболочку от возможных повреждений.

Следующие отделы по характеру строения слизистой представляют собой как бы переход от настоящего желудка к кишке; наличие фолликул, кутикула по поверхности, простые трубчатые железы, лишённые обкладочных и главных клеток, - всё это напоминает строение тонкой кишки наземных млекопитающих. В этих отделах происходят процессы всасывания (Яблоков А.В. с соавт., 1972).

Интересно, что в начале желудка китообразных нет кардиального сфинктера, препятствующего у многих млекопитающих выбрасыванию пищи в пищевод. Очевидно, киты способны легко извергать из желудка остатки пищи. Прямые наблюдения в природе и в неволе подтверждают, что испуганный зверь может срыгивать пищу (Slijper E.J., 1962).

Морфология кишечника. Общая длина кишечника значительно колеблется как у разных видов китообразных, так и внутри каждого вида. Кроме того, как это уже неоднократно отмечалось разными исследователями, промеры кишечника могут сильно варьировать в зависимости от времени, прошедшего с момента смерти животного (Яблоков А.В. с соавт., 1972). Вероятно, это связано с тем, что мускулатура кишечника давно убитого животного полностью расслабляется. Для человека известно 2-2,5-кратное увеличение промеров кишечника трупа по сравнению с данными, полученными на живом организме (Slijper E.J., 1962).

Двенадцатиперстная кишка у большинства видов китов образует довольно значительную по размерам ампулу (до 1 м длиной у кашалота и голубого кита). В противоположность сравнительно гладкой эпителиальной выстилке последних частей желудка обычно поверхность двенадцатиперстной кишки покрыта не расправляющимися складками различной величины и формы. Примерно посередине двенадцатиперстной кишки имеется впадение общего желчно-поджелудочного протока, открывающегося на вершине небольшого сосочка.
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У всех китообразных отсутствует желчный пузырь, поэтому выделяемая печенью желчь, изливается непосредственно в кишечник. Последними работами установлено существование цистерны (ampula hepato-pancreatic), образуемой желчно-поджелудочным протоком непосредственно у его впадения в кишечник (Cleland J., 1884; Jungklaus F., 1898; Chi P., 1926; Kamiya Т., 1962). Kamiya (Kamiya Т., 1962) предлагает рассматривать цистерну не просто как расширение протока, связанное лишь с хранением секрета желёз, но и как самостоятельное железистое образование (intramural cistic gland) с неизвестной пока функцией. Это заключение основано на присутствии в стенках цистерны большого количества активно секретирующей железистой ткани трубчато-альвеолярного типа.

Слизистая двенадцатиперстной кишки состоит из призматического эпителия, который выстилает поверхность многочисленных либеркюновых крипт. Крипты обычно наполнены секретом, поступающим по протокам из бруннеровых желёз, которые достигают замечательного развития у белухи (и, вероятно, у всех других зубатых китов). Бруннеровы железы развиты только в двенадцатиперстной кишке и дальше в кишечнике не всречаются. Особенностью строения слизистой оболочки двенадцатиперстной кишки мелких зубатых китообразных (по крупным китам таких данных пока нет) является также наличие мускульных элементов в складках слизистой и сравнительно слабое развитие подслизистой.

Диаметр тонкого кишечника зубатых китов постепенно уменьшается по направлению от желудка, а ближе к концу кишечника вновь заметно увеличивается. Этот участок можно считать началом толстого кишечника. С этого момента изменяется и строение мускульной оболочки кишки: она становится менее мощной. Строение слизистой тонкого кишечника зубатых китообразных отличается присутствием бокаловидных клеток в выстилке либеркюновых крипт кишечника и кутикулы на поверхности эпителия.
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Для строения тонкой кишки зубатых китов характерны многочисленные перетяжки, следующие на неравном расстоянии друг от друга. Эти перетяжки образованы главным образом за счёт мощного развития внутреннего и циркулярного мышечного слоя. В районах перетяжек внешний диаметр кишки может уменьшаться вдвое. Толщина мускульного слоя кишечника неодинакова как по длине кишки, так и по её окружности. Наиболее развит мускульный слой в районе брыжеечной стороны кишечной трубки.

Слизистая оболочка участков кишки, относимых к толстой, отличается несколько уменьшенным размером либеркюновых крипт, увеличением числа бокаловидных клеток и присутствием в некоторых криптах гушевидных расширений концевых участков. В слизистой толстой кишки имеются пейеровы бляшки - гроздья лимфатических желёз, образующие участки железистой лимфатической ткани внутри слизистой кишечника (Jackson J. R. S., 1845). В участках кишечника, соответствующих толстой кишке других млекопитающих, слизистая вновь образует высокие складки, которые впрочем, уже не заполняют всю поверхность кишечника вследствие его также увеличивающегося диаметра.

Принципиальным различием в строении кишечника усатых и зубатых китов является наличие слепой кишки у усатых и отсутствие таковой у всех зубатых китов. Так как слепая кишка отсутствует, разграничение кишечника на толстый и тонкий у зубатых весьма затруднительно. Есть данные о присутствии слепой кишки у Inia geoffrensis и об отсутствии её у Eubalaena (Omura H. et al., 1969).

Последний отдел кишечника - прямая кишка - занимает у зубатых китов до 5-10 % общей длины кишечника. На всём протяжении слизистой прямой кишки встречаются описанные выше крипты и пейеровы бляшки. В 10-15 см от анального отверстия у дельфинов и в к от такового у кашалота и других крупных зубатых китов слизистый эпителий резко граничит с многослойным плоским эпителием кожного типа.
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В стенках прямой кишки мощно развита мускульная оболочка, а анальное отверстие, кроме того снабжено хорошо выраженным анальным сфинктером.

Форма анального отверстия может быть несколько различной у разных видов китов - от правильной округлой до щелевидной. Наблюдения показывают, что у берардиуса и клюворыла (в отличие от всех других видов китов) анальное отверстие сжато в поперечном направлении.

Морфология поджелудочной железы. Поджелудочная железа у усатых и зубатых китообразных плотная, продолговатая, присоединяющаяся к поверхности желудка и двенадцатиперстной кишки. Она связана специальным протоком с кишечником. По относительному весу поджелудочная железа у дельфинов не отличается от такового у наземных млекопитающих (Slijper E.J., 1958). Имеются данные, свидетельствующие об увеличении размеров этой железы с возрастом (Журид Б.А., Верижникова С.А., 1997; Slijper E.J., 1958), а также наличии определённого полового деморфизма в развитии железы, У взрослых самок железа больше, чем у самцов, например, у самок белухи вес её колеблется в пределах 508-910 г, а у самцов - 400-650 г (Клейнберг СЕ. с соавт., 1965).

По гистологическому строению поджелудочная железа китообразных похожа на таковую других млекопитающих. Она содержит типичные секретирующие клетки двух типов (внутренней и наружной секреции), объединённые в железистые островки Лангерганса.

1.3. Микробиоценоз тела и пищеварительного тракта дельфинов

Основным источником обсеменения тела дельфинов является морская вода. Об этом свидетельствует присутствие сходных микроорганизмов, заселяющих различные органы, контактирующие с внешней средой.

В респираторном тракте в основном обитают бактериальные сообщества, преимущественно - микробные диады и триады. Биркуном (Биркун А.А. мл. с соавт., 1988; Биркун А.А. мл., Милосердова Н.А., 1989; Биркун А.А. мл. с соавт.,
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1990; Биркун А.А. мл., Кривохижин СВ., 1996; Биркун А.А. мл., 2002) установлено, что эти бактерии чаще всего принадлежат к девяти родам: Pseudomonas, Alcaligenes, Escherichia, Klebsiella, Aeromonas, Flavobacterium, Micrococcus, Staphylococcus, Bacillus. Средние показатели обсеменённости дыхательных путей составляют от 9 до 44 колониеобразующих единиц в одной порции экспирата. Общее количество микрофлоры при выдохе зависело от доли стафилококков и бацилл, частота обнаружения которых составляла соответственно 82 и 42%. Прочие микроорганизмы определялись значительно реже (3-18%), причём в умеренном количестве (1-30 колониеобразующих бактерий в одном выдохе).

Установлено, что особенности микробного обсеменения респираторного тракта зависят также от вида животных (афалины, азовки) и сезона года (Биркун А.А. мл. с соавт., 1988). Респираторный тракт черноморских дельфинов, обитающих в естественной среде, как правило, заселён сапрофитными и условно патогенными микроорганизмами. Уровень микробного обсеменения и токсономическое разнообразие бактерий невелики по сравнению с наземными млекопитающими и человеком. Дыхательные пути у афалин контаминированы больше, чем у азовок, что, по-видимому связано с эколого-биологическими различиями этих животных (Биркун А.А. мл. с соавт., 1988).

Выявленные сезонные изменения в микробиоценозе дельфинов. Установлено, что видовая и количественная контаминация может быть обусловлена годичными циклами микрофлоры окружения. В большей степени кожный покров дельфинов обсеменён летом, когда в верхних слоях моря создаются оптимальные условия для развития галофильных бактерий. Относительная «стерилизация» воды в зимние месяцы сопряжена с синхронным уменьшением численности бактериального присутствия на теле дельфинов.

Имеется ряд работ, посвященных изучению кишечной микрофлоры у диких и адаптированных к условиям неволи дельфинов. Микрофлора толстого кишечника в исследованиях Биркуна (Биркун А.А. мл., Милосердова Н.А., 1989)
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