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ВСТУП
Антропозоонози – це багаточисельна група інфекційних хвороб, спільних для тварин і людей, що завдають відчутних економічних збитків сільському господарству [1-8].
Особлива увага до антропозоонозів пояснюється тим, що на цю групу припадає близько третини всіх відомих інфекційних хвороб. Кількість інфекцій тільки вірусної і бактеріальної етіології сягає більше 130, більшість з яких для багатьох країн світу становлять основну проблему охорони здоров’я [9, 10].
Лептоспіроз – широко розповсюджене захворювання тварин і людини, що наносить значних економічних збитків тваринництву [11- 16]. За даними ВООЗ ця нозологічна одиниця є гострим інфекційним антропозоонозним захворюванням з тяжким перебігом та високою летальністю, яке розповсюджене в усіх регіонах світу, за винятком полярних районів, та за розмірами економічних збитків займає третє місце після бруцельозу та туберкульозу [17- 21]. 
	Ефективна боротьба з антропозоонозами, у тому числі з лептоспірозом, їх попередження і ліквідація  є одним з основних  напрямків досліджень у ветеринарії і медицині. 
	Лептоспіроз – природно-вогнищеве захворювання. У зв’язку з тим, що до цієї хвороби сприйнятлива також людина, проблема оздоровлення природних вогнищ лептоспірозу та ліквідація лептоспірозної інфекції, яка має поширення серед сільськогосподарських тварин, набуває не тільки господарського, а й соціального значення. Лептоспіроз є серйозним професійним захворюванням людей, що доглядають за тваринами,                або тих, що  працюють в умовах, коли зовнішнє середовище забруднене виділеннями хворих тварин [22 - 25]. Особливу небезпеку становлять тварини, що хворіють безсимптомно, виділяючи у зовнішнє середовище збудника, нерідко навіть протягом всого життя [26 - 28]. 
	На теперішній час багато питань, що стосуються захворювання, потребують детального вивчення та удосконалення. Реакція мікроаглютинації (РМА), яка посідає основне місце в діагностиці цього захворювання, досить громіздка, потребує використання живих культур лептоспір в якості антигену, що спричиняє великий ризик для лабораторного персоналу, не завжди дозволяє чітко встановити діагноз на захворювання [29, 30].
 	Одним із завдань, що потребують вирішення, є вірогідна та специфічна ідентифікація лептоспірозного агенту, виділеного з навколишнього середовища або від тварин, що загинули. 
	Основні проблеми, що виникають при використанні лептоспірозних антигенів в якості основи для створення  високоефективих засобів діагностики та профілактики лептоспірозу - це зниження їх антигенної та імуногенної активності в процесі культивування, недостатня ефективність існуючих способів підготовки антигену для створенння профілактичних та діагностичних препаратів. Тому пошук нових методів обробки лептоспірозних антигенів має велике практичне значення.

Актуальність теми
Проблема лептоспірозної природно-вогнищевої інфекції останнім часом набуває особливого значення, оскільки стала найбільш розповсюдженою та спричиняє значні економічні збитки. Захворювання зустрічається на усіх континентах, поширене в багатьох країнах світу [30 - 35], в тому числі на просторі колишнього Радянського Союзу [ 36 - 38].
В останній час захворювання набуло значного поширення і на території України. Розповсюдження лептоспірозу серед тварин в таких областях як Харківська, Вінницька, Дніпропетровська, Донецька, Тернопільська приводить в свою чергу до зростання випадків ураження людей. За даними служби СЕС в Україні на лептоспіроз щорічно захворює більше тисячі людей, більше 100 з них вмирає.
У 90-х роках минулого століття було створено Міжнародне товариство лептоспірологів. Про актуальність лептоспірозу переконливо свідчить кількість присвячених в останні роки цьому антропозоонозу міжнародних (Японія (1990), Москва (1991), Зімбабве (1992),Філіпіни (2000), Барбадос (2002)), державних (“Всеукраїнский семінар-нарада “Шляхи і засоби поліпшення епізоотичного стану господарств України щодо лептоспірозу сільськогосподарських тварин”) конференцій. Створено державну програму щодо проблеми лептоспірозу “План основних заходів оздоровления тварин від лептоспірозу в Україні на 1999 -2000 роки”.
На сьогодні існує велика кількість серогруп та сероварів цього мікроорганізму і їх кількість зростає завдяки виділенню та ідентифікації нових штамів лептоспір [39]. У з’вязку з широким впровадженням ДНК-досліджень в мікробіологічну практику було змінено класифікацію лептоспір, яка нині грунтується на різниці в генних фрагментах ДНК лептоспір, що відрізняє певний сероваріант чи серогрупу від інших. 
Але, не дивлячись на безсумнівну актуальність проблеми, багато питань все ще залишаються невирішеними. До таких відноситься відсутність вітчизняних методів ідентифікації виділених лептоспірозних ізолятів. Правильно визначений етіологічний агент допомагає з’ясуванню чіткої епізоотичної ситуації, що, в свою чергу, дозволяє вірно та своєчасно провести заходи запобігання інфекції.
В процесі лабораторного культивування лептоспір антигенна та імуногенна активність цих мікроорганізмів знижується, частина патогенних форм переходить у сапрофітну. Використання сероваріантів лептоспір із зниженою активністю в процесі виготовлення засобів специфічної профілактики небажане, оскільки імуногенні властивості біопрепарату, виготовленого з антигенів, які втратили свою активність, будуть незадовільними. Використання антигенів із низькою імуногенністю, які входять до складу засобів ідентифікації етіологічного агенту, суттєво знижують специфічність та чутливість отриманих препаратів.
Реалізація успішної боротьби та ліквідації лептоспірозу сільськогосподарських тварин можлива при наявності в арсеналі ветеринарних спеціалістів високоякісних протилептоспірозних вакцин. В процесі виготовлення таких біопрепаратів є нагальна потреба у  використанні певних технологічних методів та схем підготовки, інактивації, концентрації лептоспірозного антигену, які б запобігали втраті імуногенних властивостей біопрепарату, забезпечували поруч з нешкідливістю та нетоксичністю високу імунологічну відповідь у обробленого таким препаратом організму. Тому встановлення параметрів інактивації лептоспіромісткої суспензії, режимів її концентрування, введення до складу вакцини високоактивних в імунологічному відношенні лептоспірозних сероваріантів, поруч з комплексною перевіркою отриманого продукту, є важливими практичними питаннями, що потребують вирішення. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами
Дисертаційну роботу виконано згідно з Державним планом науково- дослідних робіт Інституту ветеринарної медицини УААН КН № 0197 U 12755 інв. № 02.02. “Вивчити епізоотологію, розробити моно- і полівалентні вакцини і методи діагностики“ ; плану: “Основні заходи оздоровлення тварин від лептоспірозу в Україні на 1999 – 2000 роки”, затвердженого наказом № 2 від 18.01.1999 р. Державного департаменту ветеринарної медицини Міністерства Агропрому України.
 
Мета і завдання досліджень
Метою досліджень було підвищення якості лептоспірозних антигенів для виготовлення діагностичних та профілактичних препаратів.
Для досягнення мети поставлено такі завдання:
· створити високоспецифічні групові аглютинуючі сироватки для визначення серогрупової належності лептоспір;
· визначити оптимальну схему виділення та ідентифікації збудника лептоспірозу з патологічного матеріалу;
· підвищити антигенну та імуногенну активність штамів лептоспір;
· удосконалити поліантиген діагностичної імуноферментної тест-системи «ІФА-лептоспіроз» та засобів профілактики лептоспірозу, використавши штами з підвищеною антигенною та імуногенною активністю;
· провести порівняльну характеристику дії різних хімічних інактивуючих речовин на культуру лептоспір;
· розробити нові технологічні методи концентрування лептоспірозного антигену.
Об’єкт дослідження – культури лептоспір.
Предмет дослідження – процес підвищення антигенної та імуногенної активності лептоспірозного антигену.
Методи досліджень: оцінку накопичення біомаси виконували методом темнопольної мікроскопії; аглютинуючі лептоспірозні сироватки одержували методом гіперімунізації лабораторних тварин; підвищення активності штамів лептоспір проводили методом послідовних пасажів через організм сприйнятливих тварин; порівняння якості різних варіантів поліантигену для тест-системи “ІФА-лептоспіроз” проводили методом імуно-ферментного аналізу; концентрування лептоспірозної суспензії проводили хроматографічним методом та за допомогою методу відстоювання; контроль повноти інактивації проводили методом послідовних пасажів на селективних середовищах; антигенну та імуногенну активність лептоспір досліджували серологічним методом у РМА.

Наукова новизна одержаних результатів
Вперше в Україні запропоновано:
· спосіб концентрування лептоспірозного антигену за допомогою поліетиленгліколю (ПЕГ). (Одержано патент України на винахід №2001021255. Бюл.№7);
· спосіб концентрування лептоспірозного антигену за допомогою хроматографії на порожнистих волокнах. (Одержано патент України на винахід №2001031538. Бюл.№7);
· спосіб інактивації лептоспірозного антигену. (Одержано рішення про видачу  патенту України на винахід. Заявка № 2002010385, вих. № 28089);
· метод гіперімунізації кролів для виготовлення аглютинуючих лептоспірозних сироваток;
· метод контролю лептоспірозних вакцин на повноту інактивації.

Практичне значення одержаних результатів
Матеріали досліджень використано при розробці нормативної документації (НД), яка  затверджена Державним департаментом ветеринарної медицини:  
1. НД з виготовлення і застосування тест-систем діагностичних імуноферментних “ІФА-лептоспіроз” ТУУ 46.15.581-2001.
2. НД з виготовлення і застосування сироваток групових аглютинуючих лептоспірозних ТУУ 46.15.582-2001.
3. НД з виготовлення і застосування моновалентної вакцини проти лептоспірозу тварин (затверджено методичною комісією ІВМ УААН №2 від 20 березня 2002 р.).  
Особистий внесок здобувача
Експериментальні дослідження, аналіз одержаних результатів, їхнє узагальнення і статистична обробка, а також оформлення рукопису виконані  дисертантом особисто. 
Апробація результатів дисертації
Основні положення дисертації доповідались і були схвалені:
· на семінарі завідуючих серологічними відділами обласних і Центральної державної лабораторій ветеринарної медицини на базі лабораторії лептоспірозу сільськогосподарських тварин Інституту ветеринарної медицини УААН (м. Київ 2002 р.);
· на науково-практичній конференції “Сучасні ветеринарні та технологічні аспекти свинарства” (Пуща-Водиця, березень 2002 р.);
· на семінарі лікарів–бактеріологів відділів особливо небезпечних інфекцій з актуальних питань діагностики лептоспірозу та організації роботи лабораторій (квітень 2002 р.).
Публікації
 За темою дисертації опубліковано 4 статті у фахових виданнях.  Одержані рішення про видачу трьох деклараційних  патентів на винахід. 
Об’єм і структура дисертації
 Дисертація викладена на 135 сторінках комп’ютерного тексту і містить: вступ, огляд літератури, загальну методику та основні методи досліджень, результати експериментальних досліджень, аналіз і узагальнення результатів досліджень, висновки, список використаних джерел, додатки. Робота містить  14 таблиць, 7 рисунків, 3 фотографії. Список використаної літератури нараховує 194 джерела, у тому числі 120 зарубіжних авторів.
ВИСНОВКИ
1. Удосконалено лептоспірозні антигени, що забезпечують виготовлення якісних вітчизняних діагностичних та профілактичних протилептоспірозних препаратів.
2. Оптимальною схемою виготовлення високоспецифічних групових аглютинуючих лептоспірозних сироваток є метод гіперімунізації, що передбачає три внутрішьовенні ін’єкції в дозах 2, 4, 6 см3 з інтервалом 7 діб, та знекровлення на 10 добу після останньої ін’єкції.
3. Для виділення збудника лептоспірозу з патологічного матеріалу слід використовувати нирки, печінку, мозок тварин, що загинули; середовища EMGН та Кортгофа потрібно використовувати для культивування ізолятів.
4. Десятиразове пасажування вакцинних штамів Monjakov та Іcterohaemorrhagiae та діагностичних штамів Рomona та Copenhageni через організм морських свинок і подальше клонування отриманих ізолятів на твердому живильному середовищі (буферно-сироватковому агарі) протягом 5 пасажів забезпечило підвищення антигенної (в 5,2 рази) та імуногенної (в 3,4 рази) активності штамів лептоспір.
5. Використання штамів лептоспір, антигенну та імуногенну активність яких підвищено пасажуванням через організм морських свинок, для лептоспірозного поліантигену в ІФА забезпечує підвищення чутливості системи з 85 до 90% та її специфічності з 86 до 92%.
6. Встановлено оптимальні концентрації на культуру лептоспір інактивуючих речовин, що становлять для формаліну 0,3%, фенолу 0,25, мертіоляту 0,0002, кристалвіолету 0,005% при температурі 320С.
7. Обов’язковим критерієм якості вакцин проти лептоспірозу тварин вважати перевірку на повноту інактивації, що полягає у 3-разовому пасажуванні зразка вакцини на живильних середовищах для культивування лептоспір.
8. Концентрування лептоспірозного антигену доцільно проводити фізико-хімічним методом розділення лептоспірозної суспензії за допомогою внесення ПЕГ у концентрації 10% та фізичним методом, за допомогою ультрафільтраційної установки на основі порожнистих волокон при швидкості протоку 0,1 – 0,8 м/с та внутрішньому тиску в роздільній системі 0,0005 Мпа.
9. Застосування вакцини, виготовленої на основі лептоспірозних антигенів, інактивованих фенолом та концентрованих за допомогою методу ультрафільтрації, забезпечує найвищі аглютинаційні титри в сироватках крові кролів, що складають в середньому 1:4356; 1:43423; 1:47076.
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