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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ
ААМ – алерген з атипових мікобактерій
АТК – альттуберкулін Коха
ВТП – внутрішньошкіряна туберкулінова проба
ВООЗ – Всесвітня організація охорони здоров’я 
ВРХ – велика рогата худоба
ІЕКВМ УААН – Інститут експериментальної і клінічної ветеринарної медицини Української академії аграрних наук
ІФА – реакція імуноферментного аналізу
КАМ – комплексний алерген із атипових мікобактерій
МЕБ – міжнародне епізоотичне бюро
МПБ – м'ясо-пептонний бульйон
МПА – м'ясо-пептонний агар
МО – міжнародна одиниця
ННЦ «ІЕКВМ» – Національний науковий центр «Інститут експериментальної і клінічної ветеринарної медицини»
Об/ хв. – обертів за хвилину
ППД – protein purified derivate
ПЛР – полімеразна ланцюгова реакція
РЗК – реакція зв’язування комплементу
РЗММ – реакція затримки міграції макрофагів
СА – сульфат амонію
СЖС – синтетичне живильне середовище
СОТ – сухий очищений туберкулін
ТУ У – технічні умови України
ТО – туберкулінова одиниця
ТХО –  трихлороцтова кислота
BCG – bacillus Calmette-Guerin
ЄФ – Європейська фармакопея 

ВСТУП
Актуальність теми. Основним завданням галузі тваринництва є забезпечення населення продуктами харчування, зокрема м’ясом і молоком. Успішний розвиток тваринництва неможливий без здійснення комплексних протиепізоотичних заходів, які забезпечують підтримування благополуччя поголів’я тварин, а в разі виникнення захворювань — здійснення оздоровчих заходів.
Значних економічних збитків галузі тваринництва завдають інфекційні хвороби, які є загрозою для інших видів тварин та людей. Одним з особливо небезпечних зооантропозоонозних захворювань є туберкульоз, яким найбільше уражена велика рогата худоба (ВРХ) [1, 2, 3].
Останніми роками кількість неблагополучних щодо туберкульозу господарств великої рогатої худоби в Україні зменшилась із 149 у 1996 році до 60 у 2006 році. Разом з цим, під час планових алергічних досліджень у 230 благополучних щодо захворювання на туберкульоз господарствах України виявляють тварин, що реагують на туберкулін, у яких під час розтину у внутрішніх органах не виявляють властивих туберкульозу уражень, і такі господарства зазнають значних економічних збитків через необґрунтований забій здорових тварин [4, 5, 6, 7, 8, 9].
У системі заходів боротьби та профілактики захворювання на туберкульоз тварин важливе значення має своєчасне виявлення джерела інфекції. Для прижиттєвої діагностики цього захворювання в Україні та за кордоном застосовують алергічний метод — із застосуванням туберкуліну очищеного (ППД) для ссавців [4, 8, 10].
Застосування туберкуліну дозволяє виявляти інфікованих та хворих на туберкульоз тварин на різних стадіях інфекційного та епізоотичного процесів. Проте слід зазначити, що реакції на туберкулін у тварин можуть бути зумовлені не тільки збудниками туберкульозу, але й атиповими мікобактеріями за деяких гельмінтозних захворювань та білкового перекорму [1, 8, 10] 
Для виготовлення туберкуліну (ППД) в стандартному розчині застосовують осадження туберкулопротеїну із культурального фільтрату хімічні сполуки.
За літературними даними та власними дослідженнями при цьому глибокої очистки туберкуліну (ППД) не відбувається [11, 12] 
Використання на різних етапах осадження протеїну забезпечує стандартизацію туберкуліну, але підвищує собівартість препарату і також зумовлює денатурацію молекул білка, що призводить до зменшення виходу кінцевого продукту.
За даними авторів, використання методів фракціонування біологічних макромолекул дозволяє виділити з туберкуліну баластні крупномолекулярні полісахариди та ліпопротеїдні фракції, що забезпечує отримання неімуногенних туберкулінів, стандартизованих за молекулярною вагою, які містять у своєму складі найбільш специфічні фракції протеїнів [12, 13, 14].
Тому пошук шляхів удосконалення схеми біофабричного виготовлення і підвищення якості туберкуліну є актуальною проблемою і на сьогодні.
У зв’язку з цим, для підтримки благополуччя та контролю епізоотичної ситуації щодо туберкульозу в Україні необхідно здійснювати планові діагностичні дослідження ВРХ в господарствах різних форм власності, що обумовлює необхідність виготовлення вітчизняного високоспецифічного нереактогенного та біологічно активного туберкуліну очищеного (ППД) для ссавців.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана згідно з планами науково-дослідних робіт Національного наукового центру «Інститут експериментальної і клінічної ветеринарної медицини» на 2001–2005 рр. за завданням «Розробити систему заходів боротьби з туберкульозом сільськогосподарських тварин в умовах реформування тваринництва» (номер державної реєстрації 0101U001615) та за завданням на 2006–2010 рр. «Вивчити поширення, адаптивну мінливість мікобактерій, особливості інфекційного та епізоотичного процесів у тварин, уражених різними видами мікобактерій, і вдосконалити заходи профілактики та боротьби з туберкульозом тварин» (номер державної реєстрації 0106U000351).
Мета і завдання дослідження. Мета досліджень — вивчити епізоотичну ситуацію щодо туберкульозу ВРХ в господарствах України й удосконалити спосіб виготовлення туберкуліну очищеного (ППД) для ссавців. Для досягнення мети були поставленні такі завдання: 
– проаналізувати епізоотичну ситуацію щодо туберкульозу ВРХ в господарствах України;
– виділити культури мікобактерій з патологічного матеріалу ВРХ та вивчити їх протеїногенні властивості;
– виготовити з культурального фільтрату та бактеріальної маси протеїногенних культур M. bovis туберкулін очищений (ППД) для ссавців та вивчити його властивості;
– оптимізувати технологічну схему виготовлення туберкуліну очищеного (ППД) для ссавців, зокрема ВРХ;
– удосконалити методику визначення повноти інактивації M. bovis та біологічної активності туберкуліну для ссавців відповідно до міжнародних вимог.
Об’єкт дослідження: туберкульоз, туберкулін.
Предмет дослідження: епізоотологічна ситуація щодо туберкульозу ВРХ в Україні, діагностика, протеїногенні властивості мікобактерій M. bovis, поживні середовища.
Методи дослідження: епізоотологічний, алергічний, біохімічний, клінічний, патологоанатомічний, бактеріологічний та статистичний.
Наукова новизна одержаних результатів. Із біоматеріалу виділено та селекційовано протеїногенний штам M. bovis, удосконалено спосіб висіву й адаптації його та вирощування на синтетичному поживному середовищі;
– установлено, що туберкулін, виготовлений методом ультрафільтрації з використанням мембранного фракціювання молекул туберкулопротеїну з молекулярною вагою від 10 до 300 кДа, за біологічними властивостями не поступається туберкуліну (ППД) для ссавців у стандартному розчині;
– удосконалено технологічну схему біофабричного виготовлення туберкуліну очищеного (ППД) для ссавців;
– уперше отримано та вивчено біологічні властивості туберкуліну з дезінтегрованої бактеріальної маси протеїногенної культури M. bovis ІЕКВМ1 і доведено, що цей туберкулін не має сенсибілізуючих властивостей, є специфічним, з високою біологічною активністю. Доведено, що зі 100 г дезінтегрованої бактеріальної маси можна додатково вилучати 78,5 см3 високоспецифічного туберкуліну;
– розроблено методику визначення повноти інактивації та біологічної активності туберкуліну (ППД) для ссавців згідно з міжнародними вимогами.
Новизна розробок підтверджена патентом України № 25807 на корисну модель «Туберкуліногенний штам M. bovis № 4» та свідоцтвом Державного науково-контрольного інституту біотехнології і штамів мікроорганізмів № 425.
Практичне значення одержаних результатів. Удосконалено технологічну схему біофабричного виготовлення туберкуліну очищеного (ППД) для ссавців з використанням порожнистих мембран, що дозволяє в біофабричних умовах отримати специфічний та високоактивний алерген.
Отриманий шляхом селекції протеїногенний штам збудника туберкульозу M. bovis придатний для виготовлення туберкуліну очищеного (ППД) для ссавців, який депоновано до ДНКІБШМ та отримано свідоцтво № 425 від 13.06.2007 р.
Розроблено методику визначення повноти інактивації туберкуліну для ссавців, яка увійшла до ТУ У 24.4-00497087-645-2001 (зміна № 1 від 23.12.2004 р.).
Дані щодо використання порожнистих волокон під час виготовлення туберкуліну увійшли до інструкції з виготовлення туберкуліну. 
Розроблено методику визначення біологічної активності туберкуліну (ППД) для ссавців, яка включена до ДСТУ «Препарати ветеринарні. Стандартний зразок туберкуліну для ссавців. Метод контролювання біологічної активності», що застосовується як національний стандарт туберкуліну відповідно і до вимог ЄФ та МЕБ.
Особистий внесок здобувача. Автор дисертаційної роботи самостійно виконав основний обсяг експериментальних досліджень, їх статистичну обробку та узагальнення отриманих результатів. Визначення кількості загального білка в туберкуліні проводилось спільно з провідним науковим співробітником лабораторії біохімії ННЦ «ІЕКВМ», кандидатом біологічних наук С. А. Михайловою.
Виготовлення експериментальних серій за вдосконаленою технологією здійснювали в умовах лабораторії вивчення туберкульозу ННЦ «ІЕКВМ» та вивчення його біологічних властивостей здійснювали спільно з провідним науковим співробітником лабораторії вивчення туберкульозу, кандидатом ветеринарних наук В. В. Білушко.
Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертації доповідались, обговорювались і були схвалені на звітних сесіях вченої ради ННЦ «ІЕКВМ» (Харків, 2005–2007 рр.); міжнародній науковій конференції «Актуальні питання боротьби з інфекційними захворюваннями в гуманній і ветеринарній медицині» (Харків, 2005 р.); науково-практичній конференції, присвяченій 75річчю Новогалещинської біофабрики «Проблеми епізоотології, імунології та біотехнології у ветеринарній медицині» (Полтава, 2006 р.); міжнародній науково-практичній конференції «Молоді вчені у вирішенні проблем аграрної науки і практики» (Львів, 2006 р.); науково-практичній конференції, присвяченій 85річчю Луганського національного аграрного університету (Луганськ, 2006 р.).
Публікації. Результати дисертаційної роботи викладено в 9 друкованих працях у фахових виданнях, перелік яких затверджено ВАК України, з них в 1 статті, опублікованій одноосібно здобувачем, а також у патенті України на штам M. bovis.
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