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F. hepatica – Fasciola hepatica
DAMD – діамфенетид
LC 50 – летальна концентрація
TB-SX – триклабендазолу сульфоксид
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МТ – мікроядерний тест
МЯ – мікроядро
Пат.міт. – патологічні мітози













ВСТУП



Фасціольоз є одним з найбільш поширених гельмінтозів у різних клімато-географічних зонах. Це завдає значних економічних збитків тваринництву, які складаються: з масової загибелі худоби під час епізоотій; значних втрат маси тіла внаслідок виснаження тварин; зниження надоїв у корів; погіршення якості шкіри; зниження репродуктивної здатності у тварин, народження слабо життєздатного молодняку; вибракування уражених печінок від забитих тварин; погіршення смакових якостей м’яса і зниження забійного виходу у тварин; збільшення витрат на проведення додаткових лікувально-профілактичних заходів.
Плодючість інвазованої фасціолами великої рогатої худоби знижується на 15 %, молочна продуктивність на 34 %, м’ясна продуктивність на 28 %. У фасціольозних ремонтних телиць на місяць затримується поява еструса, а надій у першу лактацію знижується на 9 %. Від заражених фасціолами корів господарства втрачають у середньому за рік 223 кг молока, або 10,2 %. У хворого на фасціольоз молодняку великої рогатої худоби середньодобові прирости на 55 г або на 10,44 %, нижчі порівняно з приростами здорових тварин.
Отже, фасціольоз наносить значних економічних збитків тваринництву і потребує подальшого вивчення на рівні системи паразит-хазяїн з використанням цитогенетичних методів досліджень.
Актуальність теми. Одне з провідних місць у сучасній біології та ветеринарній медицині займає питання вивчення стабільності геному тварин та впливу на нього біотичних і абіотичних чинників. Адже, основою теоретичних та прикладних аспектів ветеринарної гельмінтології є поглиблення знань про характер мутагенної дії гельмінтів та антигельмінтиків на організм хазяїна і паразита. Тому важливим є всебічне пізнання розширених питань патогенезу, як динамічного комплексу, що розвивається в результаті масивного пошкодження систем організму різними подразниками [14, 44, 55, 71, 85, 113, 127, 128, 129]. 
Вивчення системи паразит-хазяїн та природи механізмів взаємовідносин на цитогенетичному рівні викликає велике зацікавлення у науковців. Це пояснюється не лише загальнотеоретичним, але й широким практичним значенням проблеми. Адже, інвазійні хвороби тварин і досі завдають значних економічних збитків господарствам різних типів та форм власності. Також значною проблемою у ветеринарній гельмінтології, яка щораз зростає, є резистентність гельмінтів до антигельмінтиків. Це одне із важливих завдань для проведення нових досліджень, особливо з виявлення механізмів розвитку антигельмінтної резистентності і можливостей запобігання цього явища та вивчення впливу фасціолоцидів на статевий апарат паразитів, а саме на мітоз та мейоз [7, 64, 65]. У зв’язку із великим значенням проблеми та закономірностям становлення біологічної системи паразит-хазяїн за розвитку гельмінтозів і ролі чинників внутрішнього та навколишнього середовищ в еволюції системи присвячені наукові праці, монографії та оглядові роботи вітчизняних та закордонних авторів [5, 20, 25, 41, 26, 29, 39, 59, 84, 86, 88, 96, 103, 110, 111, 115, 126, 130, 134, 148, 169, 218, 224].
Досягнення значних успіхів у вивченні патогенезу фасціольозу зумовлено інтенсивною розробкою вказаних наукових напрямів. Але використання цитогенетичних методів з вивчення мутагенної дії гельмінтів та антигельмінтиків на організм хазяїна, а відтак і на виникнення ”хромосомних хвороб“, ще недостатньо привертає увагу дослідників. Виходячи з цього, нині є актуальним комплексне дослідження впливу фасціол та фасціолоцидних препаратів на хромосомний апарат та цитогенетичний статус великої рогатої худоби. За розвитку фасціольозу, згідно з даними іноземної та вітчизняної літератури, це питання залишається недостатньо вивченим, а в Україні розробляється вперше, має як теоретичне, так і практичне значення.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконувалась у рамках наукової тематики кафедри паразитології та іхтіопатології Львівського національного університету ветеринарної медицини та біотехнологій імені С.3. Гжицького і є фрагментом наукових досліджень теми ”Екосистемний моніторинг паразитозів 
свиней, великої рогатої худоби і ставових риб: профілактика та терапія“ 
(номер держреєстрації – 0104U009415).
Мета і завдання дослідження. Мета роботи полягала у вивченні впливу Fasciola hepatica на стабільність геному хазяїна, з’ясуванні окремих ланок патогенезу, а також особливостей мутагенної дії комбітрему, бронтелу 10 % і бровальзен-емульсії та можливої біологічної резистентності до них у системі паразит-хазяїн.
Досягнення цієї мети здійснювали шляхом таких завдань:
· вивчити епізоотичну ситуацію щодо фасціольозної інвазії в західному регіоні України;
· визначити цитогенетичні та морфологічні зміни в лімфоїдних органах клінічно здорових і спонтанно заражених тварин;
· встановити мутагенний вплив F. hepatica на геном тварин за допомогою мікроядерного тесту;
· провести порівняльний аналіз терапевтичної ефективності та мутагенної активності препаратів (комбітрему, бронтелу 10 % та бровальзен-емульсії) у великої рогатої худоби;
· провести дослідження можливого впливу фасціолоцидних препаратів in vitro на статевозрілих паразитів F. hepatica;
· розробити методику оцінки ефективності фасціолоцидів in vitro та встановити вплив комбітрему, бронтелу 10 % і бровальзену на зародки в яйцях і мірацидії F. hepatica in vitro та визначити їх біологічну резистентність;
· вивчити сперматогенез F. hepaticа і встановити мутагенність фасціолоцидів на сперматогенез та мейоз F. hepaticа in vitro.
Об’єкт дослідження: система паразит-хазяїн, геном великої рогатої худоби за впливу Fasciola hepatica та фасціолоцидних препаратів, його цитогенетичні показники, дія антигельмінтиків на сперматогенез, зародок яєць гельмінтів та їх личинок.
Предмет дослідження: клінічно здорова та спонтанно інвазована збудником фасціольозу велика рогата худоба, а також дегельмінтизована фасціолоцидними препаратами, активно-мітотичні та імуно-компетентні органи і кров тварин, Fasciola hepatica, антигельмінтики комбітрем, бронтел 10 % і бровальзен-емульсія.
Методи дослідження: паразитологічні, епізоотологічні, клінічні, гематологічні, цитогенетичні, цитологічні, експериментальні та статистичні.
Наукова новизна одержаних результатів. В межах здійснення комплексного підходу до вивчення проблеми фасціольозу у системі паразит-хазяїн із запровадженням цитогенетичних методів дослідження, вивчалися різноманітні прояви мутагенної дії гельмінтів та антигельмінтиків на організм тварин. 
Уперше в Україні з’ясовано кількісні характеристики мутагенного впливу фасціол, а також цитогенетичні порушення в соматичних клітинах активно-мітотичних та імуно-компетентних органів (селезінки, печінкових лімфатичних вузлів) великої рогатої худоби, досліджено їх мітотичну активність і частоту спонтанних патологічних мітозів (геномну і хромосомну мінливість).
За допомогою мікроядерного тесту встановлено опосередкований вплив Fasciola hepatica на стабільність геному великої рогатої худоби, який проявлявся збільшенням кількості еритроцитів з мікроядрами, залежно від ступеня інвазії.
На основі вдосконалених нами цитогенетичних і цитологічних досліджень виявлено стадії сперматогенного та мейотичного циклів у Fasciola hepatica. Встановлено вплив фасціолоцидних препаратів на репродуктивну систему, ценогенез, сперматогенез, мейоз F. hepatica, що оптимізує вивчення особливостей розвитку антигельмінтної резистентності цих паразитів. 
Про наукову новизну також свідчать вперше отримані дані щодо виявлення біологічної резистентності яєць фасціоли до фасціолоцидних препаратів, отримано деклараційний патент на корисну модель 
№ 7771, Україна МПК 7 А01К67/00 ”Спосіб оцінки ефективності фасціоліцидів іn vitro“ / Секретарюк К.В., Соболта А.Г./ Заявл. 25.10.2004, Опубл.15.07.2005 р., Бюл. № 7.
Практичне значення одержаних результатів визначається використанням отриманих даних цитогенетичних та цитологічних методів у практиці ветеринарної гельмінтології. В результаті проведених досліджень вивчено прояв мутагенної дії F. hepatica на організм тварин та її патогенність на цитогенетичному рівні, що дозволяє розширити наукові знання з патогенезу за розвитку фасціольозу.
У господарствах західних областей України проведено порівняльну оцінку результатів копроовоскопічних досліджень шляхом аналізу звітної документації лабораторій ветеринарної медицини, що має значення у вивченні епізоотичної ситуації щодо фасціольозу. 
Дослідження in vitro дозволили провести скринінг сучасних фасціолоцидів на їх мутагенність та ефективність дії.
На підставі одержаних експериментальних даних були розроблені та затвердженні вченою радою Львівського національного університету ветеринарної медицини та біотехнологій імені С.3. Гжицького методичні рекомендації ”Цитогенетична оцінка впливу Fasciola hepatica та фасціолоцидних препаратів на організм великої рогатої худоби“.
Одержані результати досліджень використовуються у навчальному процесі та науково-дослідній роботі у Львівському національному університеті ветеринарної медицини та біотехнологій імені С.3. Гжицького, Національному університеті біоресурсів і природокористування України (м. Київ), Полтавській державній аграрній академії, Житомирському національному агроекологічному університеті, Білоцерківському національному аграрному університеті, Харківській державній зооветеринарній академії за спеціальністю 7.130501 ”Ветеринарна медицина“.
Особистий внесок здобувача полягає у аналізі даних літератури, підборі і формуванні груп піддослідних тварин, виконанні експериментальних та лабораторних досліджень, проведенні всього обсягу аналітичної, статистичної обробки та обґрунтуванні отриманих результатів досліджень.
Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертаційної роботи доповідались та обговорювались на засіданнях вченої ради Львівського національного університету ветеринарної медицини та біотехнологій імені С.3. Гжицького та на Міжнародній науково-практичній конференції ”Молоді вчені у вирішенні проблем аграрної науки і практики“ (Львів, 17–18 червня 2004 року); Міжнародній науковій конференції ”Актуальні проблеми розвитку тваринництва, ветеринарної медицини, харчових технологій, економіки та освіти“ (Львів, 25–26 листопада 2004 року); науково-практичній конференції Українського наукового товариства паразитологів, присвяченій 100-річчю з дня народження академіка НАН України О.П. Маркевича (Севастополь – Ласпі, 19–24 вересня 2005 року); Міжнародній науковій конференції ”Ветеринарні препарати: розробка, контроль якості та застосування“ (Львів, 4–7 жовтня 2005 року); Міжнародній науковій конференції ”Молоді вчені у вирішенні проблем аграрної науки і практики“ (Львів, 15–16 червня 2006 року); Міжнародній науковій конференції присвяченій 140-річчю з дня народження професора Вацлава Морачевського (Львів, 12–13 червня 2007 року); Міжнародній науковій конференції ”Молоді вчені у вирішенні проблем аграрної науки і практики“ (Львів, 12–13 червня 2008 року).
Публікації. За матеріалами дисертаційної роботи опубліковано 
10 наукових праць у фахових наукових виданнях, що входять до переліку, затвердженого ВАК України (із них 4 одноосібно), одержано патент на винахід, видано методичні рекомендації.
Структура дисертації. Обсяг дисертаційної роботи становить 
162 сторінки комп’ютерного тексту, містить 12 таблиць, 39 рисунків, 11 додатків і включає вступ, огляд літератури, загальну методику і основні методи досліджень, результати власних досліджень, аналіз і узагальнення одержаних результатів, висновки, пропозиції виробництву, додатки, список використаних джерел літератури (242 джерела найменування, з яких 134 кирилицею та 108 латиною). 







ВИСНОВКИ



У дисертації наведене теоретичне узагальнення і нове вирішення наукової задачі, що виявляється в дослідженнях щодо системи паразит-хазяїн за фасціольозу великої рогатої худоби; вивчено окремі аспекти прояву цитогенетичної нестабільності в геномі соматичних клітин хазяїна за патогенної дії Fasciola hepatica; досліджено резистентність трематоди і її яєць до фасціолоцидних препаратів та вплив їх на репродуктивну систему і на личинки гельмінта. 
Проведені дослідження суттєво доповнюють загально біологічні відомості щодо патогенезу фасціольозу великої рогатої худоби і дають можливість для нових методичних підходів у скринінгу фасціолоцидних антигельмінтиків на їх ефективність та резистентність гельмінтів до них.
1. Результати епізоотичного моніторингу підтверджують складну ситуацію по фасціольозу великої рогатої худоби у західних областях України. У Тернопільській області в 2000 р. 18,2 % тварин були інвазовані збудником фасціольозу, у 2004 р. – 12,3 %. Розвитку фасціольозу сприяють екологічні умови регіону. В умовах пасовищ Прикарпаття екстенсивність інвазії Lymnaea truncatula церкаріями була вищою ніж у Карпатах (1,5 %) і становила 4,3 %.
2. У соматичних клітинах селезінки та печінкових лімфатичних вузлів великої рогатої худоби виявили значний рівень мітотичної активності. Встановлено, що під впливом екскреторно-секреторних продуктів життєдіяльності фасціол рівень спонтанних патологічних мітозів у клітинах селезінки збільшується від 14,1 до 25,3 %, а в печінкових лімфатичних вузлах від 15,8 до 29,1 %. Метаболіти фасціоли індукують геномну і хромосону мінливість за рахунок збільшення рівнів тригрупових та нерівних метафаз, гігантських клітин, змінених анафаз та анафаз із фрагментами і мостами.
3. Рівень порушень в геномі хазяїна за фасціольозу залежить від ступеня інвазованості тварин і проявляється достовірним збільшенням кількості еритроцитів з мікроядрами майже у 2 рази від 4,6±0,24 до 
8,8±0,58 МЯ ‰ (Р<0,001), що свідчить про мутагенність екскреторно-секреторних продуктів життєдіяльності фасціол.
4. Апробовані антигельмінтики: комбітрем, бронтел 10 % і бровальзен у терапевтичних дозах не володіють мутагенною здатністю на організм клінічно здорової великої рогатої худоби, а застосування їх при фасціольозі зменшує кількість еритроцитів з мікроядрами. Найвища протифасціольозна екстенсефективність (100 %) досягнута при дегельмінтизації тварин комбітремом, у дозі 1г/кг маси тварин та
 бронтелом 10 % – 2,5 мг/кг. 
5. Найбільш виражений паралізуючий ефект у тесті паралічу гельмінтів на статевозрілих Fasciola hepatica in vitro проявляв комбітрем у концентраціях 0,1 та 0,05 мг/см3 протягом двох годин. Цей тест можна рекомендувати для вивчення ефективності дії фасціолоцидних антигельмінтиків in vitro.
6. Тест виходу мірацидіїв із яєць фасціоли є ефективним методом для визначення біологічної резистентності до фасціолоцидів. Його можна застосовувати при обстеженні польових популяцій з невідомим статусом резистентності та проведенні моніторингу з контролю за резистентністю до фасціолоцидів у зонах неблагополучних щодо фасціольозу великої рогатої худоби. Кількісним показником чутливості яєць під впливом бронтелу 10 % у концентрації 0,07 мг/см3 є загибель 48,6 % личинок, комбітрему (0,00037 мг/см3 – 52,4 %) та бровальзену (0,00029 мг/см3 – 52,6 %). 
7. Комбінації препаратів різних хімічних груп, типу триклабендазолу та альбендазолу (комбітрем) є високо ефективними і корисними для запобігання виникнення резистентності до фасціолоцидів у Fasciola hepatica. 
8. Вплив фасціолоцидних препаратів може бути джерелом цитологічних та цитогенетичних змін у гаметах трематоди, які проявляються дегенеративними формами клітин сперматогенного циклу та морфогенетичними змінами у статевих хромосомах мейотичного поділу, що важливо враховувати при вивченні генетичних механізмів виникнення у фасціол резистентності  до фасціолоцидних антигельмінтиків. 
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