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Аг – антиген;
БСА – альбумін сироватки крові ВРХ;
ВЛ ВРХ – вірус лейкозу великої рогатої худоби; 
ВОО – відносні оптичні одиниці;
ВОГ – відносна оптична густина;
ВОЩ – відносна оптична щільність;
ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота;
ДСН – додецілсульфат натрію;
ЗФР – забуферений фізіологічний розчин;
ІФА – імуноферментний аналіз;
КББ – карбонатно-бікарбонатний буфер;
МВ – молекулярна маса;
M – моль;
ОГ – оптична густина;
ОФД – ортофенілендіамін;
ПААГ-ДСН – поліакріламідний гель з додецил сульфатом натрію;
ПЛР – полімеразна ланцюгова реакція;
ПЕГ – поліетиленгліколь;
РІА – радіоімунний аналіз;
РІД – реакція імунодифузії;
УФ – ультрафіолетовий; 
ФІТЦ – флуоресцеїну ізотіоцианат;
ФСБ – фосфатно-сольовий буфер;
Фр. – фракція; 
ПО – клітинна культура нирки вівці;
BLV – вірус лейкозу великої рогатої худоби; 
EtBr – етидій бромистий;
FLK – клітинна культура нирки ембріону вівці;
gp51 – глікопротеїд 51; 
Ig імуноглобулін;
Ig G імуноглобулін класу G;
p24 – поліпептид 24;
N/P - співвідношення оптичної густини негативної сироватки к оптичної густині позитивної сироватки; 
S/P – співвідношення оптичної густини дослідної сироватки к оптичної густині позитивного контролю;
ТСЕ – тріс-сольовий буферний розчин з EDTA;
EDTA – Етилендіамінтетраоцетова кислота (ЕДТА; версен, Трилон Б).

ВСТУП



Лейкоз великої рогатої худоби спричиняється вірусом лейкозу великої рогатої худоби (ВЛ ВРХ), якій є представником родини Retroviridae, рід Deltaretrovirus. Дане захворювання розповсюджено у багатьох країнах світу, в тому числі і в Україні, та завдає значних економічних збитків галузі тваринництва, які складаються з затрат на проведення діагностичних та оздоровчих заходів, забою інфікованих тварин, зниження продуктивності та погіршення якості молока та м’яса у тварин хворих на гематологічну форму хвороби, порушення відтворювальної функції у хворих корів [1]. 
В останні роки проблема лейкозу ВРХ знаходиться в центрі уваги ветеринарної науки [2-5]. Чисельні публікації та дані офіціальної ветеринарної статистики свідчать про те, що серед хронічних інфекційних захворювань великої рогатої худоби лейкоз за масовістю проявлення займає одне з провідних місць [6-10]. Сьогодні лейкоз розцінюють як хворобу, яка є небезпечною для генофонду племінного молочного скотарства, а при відсутності планомірної боротьби вона має тенденцію до подальшого розповсюдження. 
До 1985 року в Україні оздоровчі заходи щодо лейкозу ВРХ зводились до організації клінико-гематологічного обстеження худоби та подальшим забоєм хворих тварин. Однак, цей шлях не є радикальним і ефективним. Пошук альтернативних методів боротьби з лейкозом ВРХ привів до розробки та використання засобів профілактики. Специфічні препарати проти вірусу лейкозу великої рогатої худоби (ВЛ ВРХ) створювали за принципом профілактики ретровірусних інфекцій. Існують чисельні спроби щодо створення ефективних вакцин для профілактики лейкозу як в нашої державі так і за кордоном [11-14]. Однак ізолювання інфікованих тварин від неінфікованих, на підставі результатів серологічних досліджень, залишається основним способом боротьби з цією хворобою в усьому світі. 
В Україні оздоровчі заходи щодо боротьби з лейкозом базуються на дослідженні сироваток крові від великої рогатої худоби за допомогою РІД із наступним вилученням позитивно реагуючої худоби з загального стада. Але, як свідчать повідомлення Безовитова Н.Б. зі сп. [15], а також наші власні спостереження, у інфікованих тварин рівень антитіл суттєво коливається. В деяких випадках він може знижуватися нижче рівня чутливості РІД і в окремих тварин не підвищуватися тривалий період. При серологічному обстеженні такі тварини вважаються здоровими, залишаються у стаді і є джерелом збудника хвороби. Тому останнім часом виникла необхідність у пошуку більш чутливої діагностичної реакції. Таким методом діагностики лейкозу є ІФА [16, 17]. Цьому методу діагностики властива висока чутливість, специфічність, швидкість проведення діагностичного аналізу. На користь даного методу свідчить те, що для постановки діагностичної процедури не треба використовувати окремих приміщень, а кількість необхідного обладнання зведена до мінімуму.
Актуальність теми. Диспансеризація поголів’я великої рогатої худоби, хворої на лейкоз, в умовах України проводиться з використанням РІД. Недоліком реакції є відносно невисокий поріг чутливості, що знижує ефективність діагностичних заходів, які проводяться з використанням цього тесту. Впроваджується обстеження тварин із використанням методу ІФА, але за відсутністю ефективної вітчизняної тест-системи цей метод має обмежене використання. В зв’язку з вище зазначеним, розробка вітчизняного імуноферментного набору для діагностики лейкозу є актуальною. 
Проведення порівняльної оцінки методів діагностики лейкозу: ІФА, РІД та полімеразно-лацюгової реакції (ПЛР), розробка вітчизняної імуноферментної тест-системи та вивчення епізоотичної ситуації щодо лейкозу великої рогатої худоби в сучасних умовах має актуальне науково-практичне значення.
[bookmark: _Toc131410050][bookmark: _Toc132973598]Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконувалась в лабораторії вивчення лейкозу, лабораторії біохімії та лабораторії епізоотології Національного наукового центру «Інститут експериментальної і клінічної ветеринарної медицини» відповідно до науково-дослідної програми виконання завдання «Розробити на основі прогресивних технологій ефективну систему діагностики, терапії та профілактики хвороб, спільних для різних видів тварин» (2001–2005 рр., № держреєстрації 0101U001616).
Мета і завдання досліджень. Метою досліджень було вивчення поширення лейкозу великої рогатої худоби та розробка імуноферментної тест-системи для діагностики лейкозу ВРХ. Основні завдання досліджень:
· вивчити епізоотичну ситуацію щодо лейкозу великої рогатої худоби в сучасних умовах;
· провести порівняльні дослідження різних методів діагностики лейкозу великої рогатої худоби (РІД, ІФА, ПЛР);
· відпрацювати режими культивування клітин FLK+BLV та концентрування культуральної рідини з метою отримання активного лейкозного антигену;
· виготовити очищені антигенні препарати, придатні для використання в імуноферментній реакції;
· отримати антивидові антитіла проти імуноглобулінів великої рогатої худоби, мічені пероксидазою хрону (кон’югат);
· провести випробування експериментального зразка розробленої ІФА тест-системи для виявлення антитіл до вірусу лейкозу в сироватках крові великої рогатої худоби. 
Наукова новизна одержаних результатів. Визначено тенденцію епізоотичного процесу щодо лейкозу великої рогатої худоби в Харківській області та в Україні в цілому, зокрема ураження цим захворюванням худоби, яка утримується у крупних господарствах та приватному секторі. Проведено порівняльну оцінку діагностичних методів: РІД, ІФА та ПЛР. У співавторстві з співробітниками АТЗТ НВК «ДіапрофМед» та Інституту ветеринарної медицини УААН розроблено імуноферментну тест-систему для діагностики лейкозу великої рогатої худоби. Встановлено ефективність використання розробленої імуноферментної тест-системи для оздоровлення господарств від лейкозу великої рогатої худоби.
Особистий внесок здобувача. Автором особисто проведено аналіз літературних даних за темою роботи; обґрунтовано напрямок та програму роботи; проведено епізоотологічні дослідження; розроблено схеми та методи проведення експериментів у лабораторних умовах; виконано експериментальні та аналітичні дослідження; проведено аналіз та узагальнення одержаних результатів; сформульовано висновки та практичні рекомендації; підготовлено нормативні документи.
Робота з очистки та концентрування вірусу лейкозу з використанням ультрацентрифуги проводилась спільно з к. б. н. О. Ю. Семенченком (Інститут проблем кріобіології та кріомедицини НАНУ). Електронно-мікроскопічні дослідження виконувались сумісно з к. б. н. М. В. Рєпіним (Інститут проблем кріобіології та кріомедицини НАНУ). Виготовлення антивидових кон’югатів проводили з к. б. н. С. А. Михайловою, аналіз отриманих хромотограм та електрофореграм проводили спільно з к. вет. н. О. В. Прохорятовою (ННЦ «Інститут експериментальної і клінічної ветеринарної медицини»). Результати цих досліджень знайшли відображення у спільних публікаціях.
Практичне значення одержаних результатів. Розроблено «Методичні вказівки щодо оцінки результатів визначення антитіл до вірусу лейкозу великої рогатої худоби (ВРХ) методом імуноферментного аналізу», які затверджено науково-методичною радою Державного департаменту ветеринарної медицини МАП України (протокол № 1 від 12 грудня 2003 р.). Розроблено нормативну документацію на виготовлення та контролювання діагностичного набору «Тест-система імуноферментна «DIA-BLV-Ab» (ТУУ 24.4-24265186-723:2004).
Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертації представлені та обговорені на засіданнях Вченої ради ННЦ «Інститут експериментальної і клінічної ветеринарної медицини» 2000–2005 рр. та на міжнародних науково-практичних конференціях: «ІЕКВМ — 80 років на передовому рубежі ветеринарної науки» 15–19 жовтня 2002 р., м. Харків; «Сільськогосподарська мікробіологія: здобутки і проблеми» 15–16 квітня 2002 р., м. Чернігів; «Актуальні проблеми ветеринарної медицини в умовах сучасного ведення тваринництва» 26 травня–2 червня 2003 р., м. Феодосія; «Сучасні проблеми діагностики інфекційних захворювань тварин» 2–3 грудня 2003 р., м. Харків.
Публікації. За темою дисертації опубліковано 7 наукових статей у фахових виданнях, перелік яких затверджено ВАК України; отримано деклараційний патент.
Структура дисертації. Дисертація викладена на 134 сторінках друкованого тексту і складається з таких розділів: вступ, огляд літератури, матеріали та методи досліджень, результати власних досліджень, обговорення отриманих результатів, висновки, список використаної літератури, додатки. Роботу ілюстровано 26 рисунками та 15 таблицями. Список використаних літературних джерел включає 226 назв, в тому числі 104 зарубіжних авторів.
Автор висловлює щиру вдячність науковому керівнику д. вет. н. 
Стегнію Б. Т., а також співробітникам ННЦ «Інституту експериментальної і клінічної ветеринарної медицини»  к. б. н. Антонову В. С., к. вет. н. Бабкіну М. В., н.с. Мягкіх Н. В., к. вет. н. Горбатенко С. К., к. вет. н. Цимбал В. І., та всім співробітникам лабораторій епізоотології, біохімії і вивчення лейкозу за практичну підтримку при виконанні окремих етапів роботи та їх обговорення. 

ВИСНОВКИ



1. На підставі аналізу епізоотичної ситуації щодо лейкозу великої рогатої худоби у світі та в Україні зокрема, визначені основні особливості та тенденції розвитку епізоотичного процесу в сучасних умовах. Розроблено та впроваджено у практику діагностичний набір «DIA-BLV-Ab» для виявлення антитіл до антигенів вірусу лейкозу великої рогатої худоби імуноферментним методом та затверджено нормативно-технічну документацію на «Тест-систему імуноферментну «DIABLVAb».
2. Лейкоз великої рогатої худоби має значне поширення у світі, захворювання тварин зареєстровано в 46,9 % країн та адміністративних територій. Найбільша кількість випадків спостерігалась у країнах Східної Європи, де протягом 1999–2004 рр. виявляли від 66,2 до 92,3 % від загальносвітової кількості тварин, інфікованих вірусом лейкозу.
3. Динаміка епізоотичного процесу щодо лейкозу великої рогатої худоби в Україні з 1994 р. до 1998–1999 рр. характеризувалась збільшенням рівня інцидентності (до 4,54 %) та інфікованості (до 4,31 %) тварин з подальшим поступовим зниженням цих показників. У 2005 р. інцидентність становила 1,29 %, інфікованість — 1,06 %.
4. Встановлено, що перебіг лейкозу великої рогатої худоби в господарствах Харківської області характеризувався зменшенням серопозитивності до збудника хвороби з 12 % у 1992 р. до 6,2 % — у 2005 р., а у приватному секторі цей показник зменшився з 8,2 до 5,4 %. На цьому фоні спостерігалася тенденція до підвищення відносної кількості тварин, хворих на гематологічну форму лейкозу, з 36 до 41 випадків на 10 000 тварин.
5. Серед виготовлених і досліджених антигенів, які були одержані на основі клітинної культури FLK+ВLV та очищені і сконцентровані з використанням різних методів (ПЕГ, сірчанокислий амоній, кріоконцентрування, осадження на фільтрувальних мембранах та ультрацентрифугування), найбільш активними та специфічними при використанні в імуноферментному аналізі виявились антигені з плавучою густиною у лінійному градієнті сахарози від 1,143 до 1,182 г/см3.
6. Обробка очищеного вірусного препарату детергентом Тритон Х100 підвищувала специфічність антигену в ІФА. Відношення оптичної густини позитивних контрольних сироваток до оптичної густини негативних контрольних сироваток було у 1,8 рази вище при використанні антигену, який було оброблено детергентом.
7. Для очистки культуральних антигенів найефективнішим методом виявилася колонкова хроматографія. При використанні фракції антигену вірусу лейкозу великої рогатої худоби з молекулярною масою 40–60 кД отримано середнє значення відношення оптичної густини досліджуваних сироваток до оптичної густини позитивного контролю на рівні 0,37 для негативних сироваток і 1,05 — для позитивних.
8. Найбільш виражену специфічність та чутливість імуноферментної реакції встановлено при використанні імуносорбенту з рекомбінантними антигенами р24 та gp51. Під час комісійних випробувань діагностичної системи специфічність набору «DIA-BLV-Ab» була 96,0 %, а чутливість — 100 %.
9. Розроблено тест-систему, яка дозволяє виявляти на 7,5–22,1 % більше серопозитивних тварин при досліджені польових проб сироваток крові, ніж при застосуванні РІД.



[bookmark: _Toc124508048][bookmark: _Toc166916174]
ПРОПОЗИЦІЇ ВИРОБНИЦТВУ

1. Методичні вказівки щодо оцінки результатів визначення антитіл до вірусу лейкозу великої рогатої худоби (ВРХ) методом імуноферментного аналізу, затверджені науково-методичною радою Державного департаменту ветеринарної медицини МАП України (протокол № 1 від 12 грудня 2003 р.).
2. ТУ У 24.4-24265186-723:2004 «Тест-система імуноферментна «DIABLVAb», ведені в дію з 24 листопада 2004 р.
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