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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ
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ВСТУП

Україна із давніх часів була і залишається потужним виробником зерна, у тому числі ячменю. Її грунтово-кліматичні умови сприятливі для вирощування високих урожаїв цієї культури. Тому, підвищення виробництва зерна високої якості є одним з основних завдань сучасного сільського господарства України, як вирішальної умови поліпшення забезпечення населення продуктами харчування та подальшого економічного розвитку країни. Актуальність цього питання зумовлена біологічними властивостями зерна, що є найбільш концентрованим акумулятором сонячної енергії у вигляді дуже вдалого поєднання різних висококалорійних поживних органічних сполук, макро- і мікроелементів. Так, 1кг зерна ячменю містить 1,15 кормових одиниць, 85 г перетравного протеїну і є повноцінним за амінокислотним складом, включаючи особливо дефіцитні амінокислоти – лізин і триптофан [54]. Завдяки наведеним якостям зерно цієї культури широко застосовується в годівлі сільськогосподарських тварин та птиці, входить до складу комбікормів.
Однак, цінні якості зерна ячменю можуть втрачатись при ураженні його мікроскопічними грибами, за якого спостерігається зниження вмісту крохмалю і білка [37]. Окрім того, контамінація зерна токсигенними мікроміцетами може призводити до накопичення в ньому вторинних метаболітів грибів – мікотоксинів. Згодовування такого зерна сільськогосподарським тваринам викликає у них розвиток мікозів та мікотоксикозів, які характеризуються ураженням різних систем і органів, зниженням продуктивності, зростанням захворюваності та загибеллю тварин [36, 38, 58, 66, 72, 82, 158]. Уражуюча дія мікотоксинів проявляється дермато-, гепато-, нефро-, нейро-, мієло-, кардіо- та ембріотоксичністю, вони володіють також імуносупресивністю, тератогенністю, канцерогенністю і мутагенністю [102, 134, 153, 159, 162, 222].
Про глобальність проблеми, спричиненої токсичними метаболітами грибів, свідчать чисельні повідомлення із різних країн, згідно з якими 25 – 30 % зерна, виробленого у світі, щорічно забруднюється мікотоксинами. При цьому найчастіше звертають увагу на продукти життєдіяльності грибів родів Fusarium, Aspergillus та Penicillium, зокрема на афлатоксини, охратоксин А, трихотецени, зеараленон та фумонізини [27, 51, 60, 135, 202]. Кожного року економіка США від дії мікотоксинів втрачає більше 2 млрд доларів, а для Росії ці збитки становлять в середньому 500 млн рублів. Гостро стоїть питання мікотоксинів і для України. В літературі періодично з’являються повідомлення про випадки отруєння тварин і птахів в господарствах нашої держави вторинними метаболітами грибів, та про виділення токсигенних штамів мікроміцетів із кормів рослинного походження [29, 33, 50, 68]. 
Висвітлене вище підтверджує гостроту проблеми мікотоксинів та мікотоксикозів для сільського господарства країни. 
Актуальність теми. У багатьох країнах світу проводяться токсикомікологічні дослідження зерна різних злаків, у тому числі ячменю, при цьому встановлюється присутність мікотоксинів у зразках, або виявляється наявність токсигенних мікроміцетів [44, 110, 164, 215]. Так, російські мікотоксикологи повідомляють, що в останні роки спостерігається зростання частоти ураження зерна грибами роду Fusarium і паралельно зростає щільність популяцій високотоксигенних штамів [52]. Тому деякі автори рекомендують систематично проводити мікологічний аналіз зерна [58, 221]. Вітчизняні фахівці [50, 86, 67] проводили мікологічні дослідження зернових кормів та комбікормів і вивчали також мікобіоту зерна ячменю. Однак, такі дослідження були безсистемні і не могли в повній мірі висвітлити спектр мікроміцетів, що контамінують зерно цієї культури. При цьому не проводилось дослідження зональності розповсюдження грибів (в межах України) на зерні ячменю, впливу сортів на мікобіоту зерна. Також не проводилось цілеспрямоване дослідження токсигенних властивостей грибів, виділених із зерна ячменю, отриманого в Україні, і вивчення видів мікотоксинів, що вони продукують. Вивчення даних питань дозволить покращити профілактику та діагностику мікотоксикозів сільськогосподарських тварин.
Серед мікотоксикозів в Україні періодично діагностується фузаріотоксикоз сільськогосподарських тварин з естрогенним синдромом. Він розвивається при згодовуванні кормів, контамінованих зеараленоном, і зустрічається у країнах Європи, Азії, Африки, Америки та Австралії [21, 52, 98, 107]. Хоча у звітних матеріалах департаменту ветеринарної медицини України не відображено захворюваності сільськогосподарських тварин на мікотоксикози та зокрема на зеараленонтоксикоз, однак були зареєстровані випадки цього захворювання свиней та ВРХ у Київській, Кіровоградській, Вінницькій, Миколаївській, Черкаській, Одеській та інших областях. Із кормів сумнівної якості були ізольовані потенційні продуценти зеараленону, зокрема види F. graminearum, F. moniliforme, F. culmorum, F. sporotrichiella, F. lateritium та F. sambucinum [67, 72]. Лабораторна діагностика зеараленонтоксикозу передбачає проведення токсикомікологічного дослідження проб кормів, що спричинили захворювання. Згідно цього в пробах визначають вміст F-2 токсину та проводять їх мікологічне дослідження, висіваючи на агар Чапека з метою виділення культур фузаріїв. Подальше визначення здатності грибів продукувати зеараленон проводять шляхом культивування їх на зернових субстратах при різних температурних режимах протягом 4–10 тижнів. Вміст F-2 токсину в екстракті з культури встановлюють методом тонкошарової хроматографії (ТШХ) [48, 138]. Недоліками такого способу є довготривалість культивування та значні втрати токсину при очистці екстракту від ліпідів і пігментів, які заважають виявляти токсин методом ТШХ. Тому нагальним є питання розробки швидкого способу визначення здатності грибів роду Fusarium продукувати зеараленон.
Y. Ueno et al. y 1991p. [223] встановили здатність гриба Aspergillus niger продукувати охратоксин А, що в подальшому було підтверджено дослідженнями L. Abarca та N. Belli [91, 98]. Однак, незважаючи на те, що A. niger є контамінантом кормів в Україні, штами цього гриба не досліджувалися на здатність продукувати охратоксин А. 
Із дією охратоксину А пов’язують хронічні захворювання нирок та пухлини сечовивідних шляхів у свиней та тварин інших видів. Захворювання спостерігається також у людей і відоме під назвою балканська ендемічна нефропатія. Відомо, що цей метаболіт деяких штамів родів Aspergillus та Penicillium володіє значною токсичністю і виявляється у різних кормах з частотою від 1 до 18 % у кількостях, небезпечних для здоров’я людей та тварин [166, 221].
Незважаючи на високу небезпеку цього токсину та значну поширеність його продуцентів, залишаються не вивченими деякі питання біосинтезу та біологічної дії охратоксину А, також не розроблені засоби патогенетичного лікування та профілактики охратоксикозу тварин та птиці. 
Тому обрана тема дисертаційної роботи спрямована на вивчення вище висвітлених питань, а проведені дослідження є актуальними як в практичному, так і науковому плані.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Виконана робота є частиною планової теми кафедри мікробіології та вірусології Білоцерківського державного аграрного університету “Вивчення ролі мікроскопічних грибів та їх метаболітів у патології сільськогосподарських тварин” (№ держреєстрації 0103U004470).
Мета роботи – вивчити мікобіоту зерна ячменю, вирощеного в Україні, встановити її токсигенність і типи токсинів, що продукують контамінанти зерна, дослідити біосинтез біологічну дію охратоксину А із встановленням антитоксичної ефективності L-фенілаланіну при охратоксикозі перепелів.
Для досягнення поставленої мети були поставлені наступні завдання:
- вивчити кількісний та якісний склад епіфітної і ендофітної мікобіоти різних сортів зерна ячменю урожаїв 2003 та 2004 рр. різних фізико-географічних регіонів України;
- встановити наявність у досліджуваному матеріалі продуцентів T-2, F-2 токсинів, дезоксиніваленолу (ДОНу), моніліформіну, охратоксину А, афлатоксинів, пеніцилової, коєвої та аспергілової кислот;
- розробити експресний метод визначення здатності грибів роду Fusarium продукувати зеараленон;
- експериментально визначити оптимальні умови для отримання максимальної кількості охратоксину (ОТА) при культивуванні штамів Aspergillus ochraceus Wilhelm;
- вивчити вплив ОТА на організм білих мишей і перепела японського враховуючи клінічні, біохімічні, патологоанатомічні та гістологічні дані із застосуванням сучасних методів досліджень. Встановити ефективність L-фенілаланіну як антидоту при охратоксикозі перепелів.
Об’єкт дослідження – мікобіота зерна ячменю, біосинтез мікотоксинів, охратоксикоз мишей та перепелів, протективні властивості L-фенілаланіну щодо впливу ОТА.
Предмет дослідження – мікроміцети, мікотоксини, охратоксин А, клінічні, біохімічні, патологоанатомічні та гістологічні показники як критерії оцінки токсичного впливу ОТА та антидотної дії
L-фенілаланіну.
Методи дослідження. Мікологічні – визначення кількісного та якісного складу епіфітної та ендофітної мікобіоти зерна ячменю. Мікотоксикологічні, хімікотоксикологічні та хроматографічні – дослідження токсигенних властивостей мікроміцетів та детекції синтезованих ними токсинів. Клінічні, біохімічні – концентрація сечовини та активність АСТ, АЛТ, ЛДГзаг, ЛДГ1 в сироватці крові. Патологоанатомічні та гістологічні – вивчення характеру морфологічних змін в організмі тварин при мікотоксикозах. Математично-статистичний метод застосовувався для опрацювання отриманих експериментальних даних.
Наукова новизна одержаних результатів. Вперше в Україні встановлений кількісний та якісний склад епіфітної та ендофітної мікобіоти зерна ячменю та вивчена токсигенність виділених грибів родів Aspergillus та Fusarium. Виявлена достовірна різниця у контамінації зерна грибами родів Fusarium і Penicillium, отриманого в зоні Полісся, Лісостепу та Степу. При токсикологічному дослідженні штамів Aspergillus niger van Tiegh., ізольованих у нашій країні, вперше виявлені продуценти ОТА, а їх розповсюдження потребує подальшого вивчення. Удосконалене поживне середовище для синтезу штамами A. ochraceus охратоксину А та метод його екстракції, що дозволяє вилучати токсин з субстрату у максимальній кількості. Вивчено перебіг охратоксикозу перепела японського та встановлена антидотна дія L-фенілаланіну щодо впливу ОТА. Розроблений експресний метод визначення здатності грибів роду Fusarium продукувати зеараленон, на який отримано деклараційний патент на корисну модель № u 200508728 від 15.02.2006 “Спосіб експресного визначення здатності грибів Fusarium spp. продукувати зеараленон”.
Практичне значення одержаних результатів. Розроблений спосіб експресного визначення здатності грибів Fusarium spp. продукувати зеараленон дозволяє термін дослідження токсигенності фузаріїв скоротити з чотирьох тижнів до двох, що є дуже важливим для профілактики та своєчасної діагностики зеараленонтоксикозу сільськогосподарських тварин.
Одержані результати щодо видового і кількісного складу мікобіоти зерна ячменю різних фізико-географічних регіонів України та токсичних властивостей виділених грибів родів Aspergillus та Fusarium необхідні для об’єктивної оцінки якості зернової продукції. Отримані дані про особливості поширення токсигенних грибів на досліджуваному матеріалі полегшать профілактику і діагностику мікотоксикозів людей та тварин, забезпечать розробку держстандартів, методичних вказівок, рекомендацій з виявлення тих мікотоксинів, продуценти яких найчастіше зустрічаються в зерні ячменю.
Прикладне та наукове значення має виявлення продуцентів ОТА серед мікроміцетів зерна ячменю, оскільки максимально допустимі рівні цього мікотоксину в зерновій продукції вітчизняними нормативними документами не регламентовані та не обґрунтовані науково. Отримані клінічні, біохімічні, патологоанатомічні та гістологічні показники при охратоксикозі перепелів можуть бути використані для діагностики цього захворювання, а також висвітлюють маловідомі сторони біологічної дії ОТА на організм перепела японського. Виявлення протективних властивостей L-фенілаланіну при охратоксикозі перепелів, після більш глибокого вивчення, дозволить застосовувати цю речовину для лікування та профілактики отруєнь охратоксином не тільки птиці, а й ссавців. 
Отримані результати досліджень застосовуються в навчальному процесі при підготовці фахівців ветеринарної медицини у Білоцерківському державному аграрному університеті, Київському національному аграрному університеті та у наукових дослідженнях ветеринарних і токсикологічних лабораторій.
Особистий внесок дисертанта. Особистий внесок здобувача полягає в аналізі вітчизняних та іноземних літературних джерел відповідно до теми дисертаційної роботи, розробці планів та схем експериментальних досліджень, їх організації і виконанні, статистичній обробці одержаних результатів, їх аналізі, узагальнені, формулюванні висновків та практичних рекомендацій. 
Видова ідентифікація мікроміцетів проводилась у відділі фізіології і систематики мікроміцетів Інституту мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України спільно з кандидатом біологічних наук О.В. Соколовою. Біохімічне дослідження сироватки крові дослідних тварин та птиці, інтерпретація результатів проводились спільно із співробітниками кафедри терапії та клінічної діагностики Білоцерківського ДАУ: доктором ветеринарних наук В.І. Левченком, аспірантами П.В. Шарандаком та А.Ю. Мельником.
Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертації доповідались на І Міжнародній науково-практичній конференції “Экотрофология. Современные проблемы” (Біла Церква, 2005), IV і V державних науково-практичних конференціях аспірантів і докторантів “ Наукові пошуки молоді у третьому тисячолітті” (м. Біла Церква, 2005, 2006 рр.), міжнародній науково-практичній конференції “Наукові та практичні аспекти ветеринарної медицини в Україні”, (Білоцерківський ДАУ, м. Біла Церква, 2006), науково-практичній конференції “Сучасні проблеми ветеринарної фармакології, токсикології і фармації”, (УААН НАУ, м. Київ, 2006). 
Публікації. За матеріалами дисертаційної роботи опубліковано 6 наукових статей у фахових виданнях, а саме дві статті у журналі “Ветеринарна медицина України”, (2005, 2006), дві статті у “Віснику Білоцерківського ДАУ”, (2006, 2007), одна у “Віснику аграрної науки” (2007) та одна – у “Науковому віснику НАУ”, (2007р.).
Структура та обсяг роботи. Дисертація складається із вступу, огляду літератури, загальної методики та основних методів дослідженя, результатів досліджень та їх обговорення, висновків, практичних рекомендацій, списку використаних джерел і додатків. Робота містить 6 розділів, викладена на 124 сторінках комп’ютерного набору, містить 16 таблиць і 18 рисунків. Список літератури включає 228 джерел, із яких 138 іноземних авторів.

ВИСНОВКИ
1. Встановлений кількісний і якісний склад епіфітної і ендофітної мікобіоти зерна ячменю урожаїв 2003 та 2004 рр. різних фізико-географічних регіонів України та виявлені продуценти Т-2 токсину, зеараленону, моніліформіну, ДОНу, охратоксину, коєвої, аспергілової і пеніцилової кислот і вперше встановлена здатність штамів A. niger продукувати охратоксин А. Розроблений експресний метод визначення здатності грибів роду Fusarium продукувати зеараленон, встановлені оптимальні умови біосинтезу ОТА штамом A. ochraceus, вивчено вплив ОТА на організм білих мишей і перепелів та встановлено протективну дію L-фенілаланіну при охратоксикозі.
2. Мікологічними дослідженнями в 1 г зерна ячменю виявлено від 7,5х102 до 2,1х104 КУО грибів, що в середньому становить 6,6х103±1,2х103; найбільше мікроміцетів знаходилось в зерні із зони Степу, а найменше – з лісостепової зони.
3. Мікобіота зерна ячменю представлена 27-ма видами та 6-ма різновидами грибів, що віднесені до 16-ти родів. Домінуючими були представники родів Aspergillus Mich., Alternaria Nees., Rhizopus Ehrenb., Phoma Sacc., Penicillіum Link., Drechslera S.Ito., Fusarium Link., частими –ізоляти роду Monascus v. Tiegh., постійними – види Absidia Sacc., а решта ізолятів були рідкісними.
4. У зерні ячменю з регіону Полісся найбільш частими контамінантами є гриби родів Fusarium Link., Penicillіum Link., Alternaria Nees., Phoma Sacc., та Drechslera S.Ito., в лісостепові зоні – види Monascus v. Tiegh. та мукоральні гриби, а в Степу – Aspergillus Mich.
5. Токсикологічним дослідженням 67 культур фузаріїв токсичні властивості встановлені у 23 штамів (34,3%): Т-2 токсин продукували 22 штами (F. sporotrichiella var. poae, F. sambucinum, F. oxysporum, F. semitectum, F. gibbossum var. bullatum); зеараленон – 9 штамів (F. culmorum, F. sporotrichiella var. poae, F. sambucinum, F. oxysporum); ДОН – 3 штами (F. culmorum, F. sporotrichiella var. poae, F. oxysporum), і моніліформін – 3 (F. sambucinum та F. oxysporum). Штам F. sporotrichiella var. poae 912/1 одночасно продукував Т-2 токсин і зеараленон та був причиною мікотоксикозу свиней.
6. З 8-ми досліджених живильних середовищ найкращим для біосинтезу зеараленону штамами Fusarium spp. виявився сусло-агар із глутаміновою кислотою (10г/л) при культивуванні упродовж 8 діб при 24°С та 4 доби при 4 °С, що дозволяє виявляти продуценти цього токсину. На підставі проведених досліджень розроблено експресний метод визначення здатності грибів роду Fusarium продукувати зеараленон і його новизна підтверджена деклараційним патентом на корисну модель № u 200508728.
7. Вперше в Україні у складі мікобіоти зерна ячменю виявлені штами A. niger і A. ochraceus здатні продукувати охратоксин А та продуценти коєвої, аспергілової і пеніцилової кислот серед видів A. ochraceus і A. flavus. Виділений штам A. ochraceus 3 був причиною захворювання свиней і з 12 досліджених зернових субстратів найактивніший біосинтез ОТА цим грибом спостерігався на зерні гороху та пшениці з середовищем Чапека.
8. Внутрішнє введення п’ятитижневим перепелам охратоксину у дозі 5 мг/кг упродовж 14 діб призводило до розвитку хронічного охратоксикозу, що супроводжувався з початку підвищенням умісту в сироватці крові сечовини з наступним зниженням та зростанням співвідношення кардіоспецифічного ізоферменту ЛДГ1 і загальної ЛДГ та підвищенням активності АЛТ і АСТ. 
9. Гістологічними дослідженнями печінки, нирок та міокарду при охратоксикозі перепелів встановлені нефрит, нефроз, гепатоз і міокардит, а також каріомегалія, каріорексис, каріолізис і пікноз ядер гепатоцитів та клітин ниркових канальців.
10. Одночасне введення з охратоксином L-фенілаланіну в дозі 550 мг/кг послаблювало токсичну дію на організм перепела японського, що свідчить про можливість використання цієї амінокислоти з метою профілактики охратоксикозу.























ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
1. Спосіб експресного визначення здатності грибів Fusarium spp. продукувати зеараленон (F-2 токсин) пропонується до застосування у лабораторіях ветеринарної медицини країни та у лабораторіях науково-дослідних установ.
2. При дослідженні зерна ячменю з метою постановки діагнозу на мікотоксикози необхідно враховувати ймовірність контамінації продуцентами Т-2 токсину, зеараленону, ДОНу, моніліформіну, охратоксину, коєвої, аспергілової і пеніцилової кислот та зазначеними мікотоксинами. При цьому брати до уваги, що Fusarium spp. та Penicillium spp. частіше контамінують зерно ячменю північних регіонів країни, а Aspergillus spp. – південних.
3. У випадку ураження зерна ячменю грибами A. niger необхідно досліджувати зерно на наявність ОТА, а гриби – на здатність синтезувати цей мікотоксин.
4. Для зменшення негативного впливу охратоксину А на організм перепела японського застосовувати L-фенілаланін в дозі 550мг/кг маси тіла. 
5. Матеріали дисертаційної роботи включені в навчальний процес з курсів “Ветеринарна мікробіологія” і “Ветеринарна токсикологія” при підготовці фахівців ветеринарної медицини і для слухачів післядипломної освіти та використовувати в науково-дослідній роботі.
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