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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ
SPF – specific pathogen free, вільний від специфічних патогенних організмів
ВВІП –внутрішньовенний індекс патогенності
ВНХ – вірус ньюкаслської хвороби
ГАО – гемаглютинуюча одиниця
ГП Н5 – антиген вірусу грипу Н5
ГП Н7 – антиген вірусу грипу Н7
ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота
ЕЕР – екстраембріональна рідина
ЗТ-ПЛР – зворотньо-транскриптазна полімеразна ланцюгова реакція
ІІЦП – індекс інтрацеребральної патогенності
ІН – індекс нейтралізації
ІФА – імуноферментний аналіз
кДНК – комплементарна дезоксирибонуклеїнова кислота
КЕ – курячі ембріони
ККРА – кро’яно-крапельна реакція аглютинації
н.о. – нуклеотидна основа
НХ – ньюкаслська хвороба
п.н. – пар нуклеотидів
ПЛР – полімеразна ланцюгова реакція
ПМВ – параміксовірус
РГА – реакція гемаглютинації
РДП – реакція дифузійної преципітації
РЗГА – реакція затримки гемаглютинації
РЗК – реакція зв’язування комплементу
РН – реакція нейтралізації
РНГА – реакція непрямої гемаглютинації
РНК – рибонуклеїнова кислота
СЧЗ – середній час загибелі ембріонів
ФР – фізіологічний розчин

ВСТУП

Актуальність теми. Ньюкаслська хвороба (НХ) – це висококонтагіозне інфекційне захворювання сільськогосподарської, синантропної та дикої птиці, яке характеризується ураженням центральної нервової системи, органів дихання і кишкового тракту. Захворювання наносить значний економічний збиток за рахунок: загибелі птиці до 100% (особливо молодняку) та затрат на карантинно-профілактичні заходи. За класифікацією Міжнародного епізоотичного бюро (МЕБ, OIE) НХ належить до особливо небезпечних захворювань та її віднесено до списку „А”. Окрім МЕБ, усі спалахи захворювання на НХ у світі реєструються у Організації продовольства та сільського господарства (ОПтСГ, FAO) Організації Об’єднаних націй [7].
НХ вперше зареєстрована у 1926 році в Англії [54], на протязі 20 сторіччя нанесла величезний економічний збиток птахівництву усього світу [7]. В даний час, незважаючи на значні витрати на вивчення молекулярних основ патогенності збудника, діагностику і специфічну профілактику, спалахи захворювання НХ реєструються майже в усіх країнах світу. За даними МЕБ у 2004 році офіційно зареєстровано 11304 спалахи ньюкаслської хвороби більш ніж у 100 країнах світу.
Особливу увагу у боротьбі з інфекцією приділяють моніторингу, своєчасній діагностиці та заходам профілактики. На цьому етапі, разом з класичними лабораторними методами діагностики захворювання птиці на НХ (ретроспективна діагностика, яка передбачає виявлення специфічних антитіл за допомогою традиційних серологічних реакцій – реакції затримки гемаглютинації (РЗГА) та імуноферментного аналізу (ІФА); індикація та ідентифікація ізоляту вірусу за допомогою реакції гемаглютинації (РГА), РЗГА, реакції нейтралізації (РН) та біопроби)
 велика увага приділяється прогресивним методам молекулярної діагностики та біологічним тестам визначення ступеню патогенності збудника. У 1999 році на Генеральній сесії МЕБ було прийнято рішення, що основними критеріями оцінки вірулентності ізоляту вірусу ньюкаслської хвороби (ВНХ) є дослідження первинної структури сайту розрізування білку злиття F0 та визначення індексу інтрацеребральної патогенності (ІІЦП).
Значна частина раніше проведених досліджень щодо ізолятів ВНХ в Україні була спрямована на вивчення морфології та біохімічних властивостей збудника, питань патогенезу, клініки та перебігу епізоотичного процесу, діагностики та імунопрофілактики захворювання, але питання молекулярно-біологічних показників ізолятів ВНХ вивчені недостатньо.
Відповідно до сучасних вимог, розробку та впровадження класифікації ізолятів ВНХ необхідно проводити з урахуванням їх молекулярно-біологічних властивостей, які відіграють вирішальну роль у перебігу епізоотичного процесу. Вивчення цих властивостей надасть можливість науково обґрунтувати систему заходів боротьби та профілактики з метою забезпечення контрольованого епізоотичного стану щодо НХ в Україні.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами.
Робота є складовою частиною досліджень, передбачених тематичним планом лабораторії вивчення хвороб птиці ІЕКВМ УААН у 2001-2005 роках за темою 07 ”Розробити та впровадити комплексну систему діагностики, терапії та профілактики хвороб птиці”, держреєстрація № 0101U001612.
Мета і задачі досліджень. Мета досліджень було проведення моніторингу епізоотичної ситуації щодо НХ в Україні, виділення та вивчення молекулярно-біологічних властивостей польових штамів вірусу НХ, що циркулюють в Україні, удосконалення діагностики НХ.
Для досягнення мети були поставлені задачі:
· провести моніторинг епізоотичної ситуації щодо НХ у птахогосподарствах України;
· виконати дослідження з індикації ВНХ у вірусовмісних матеріалах за допомогою класичних методів лабораторної діагностики (РГА, РЗГА) і сучасних (зворотньо-транскриптазної полімеразної ланцюгової реакції, ЗТ-ПЛР), ідентифікувати штами вірусу за допомогою реакції нейтралізації і нуклеотидного секвенування варіабельної ділянки гену F0;
· вдосконалити діагностику НХ;
· встановити для ізольованих штамів ВНХ біологічні показники такі, як індекси інтрацеребральної, внутрішньовенної патогенності та середнього часу загибелі ембріонів;
· проаналізувати нуклеотидні послідовності варіабельної ділянки гену F0 польових штамів вірусу НХ, виділених в Україні, і, для визначення генетичної спорідненості, порівняти їх з нуклеотидними послідовностями варіабельної ділянки гену F0 штамів вірусу НХ, ізольованих за межами України.
Об’єкт дослідження: ньюкаслська хвороба.
Предмет дослідження: вірус ньюкаслської хвороби, молекулярні та біологічні властивості, засоби діагностики.
Методи досліджень. Загальноприйняті епізоотологічні, патологоанатомічні, серологічні, вірусологічні методи, біологічні тести, методи молекулярно-генетичної діагностики та електронної мікроскопії; експериментальні, біохімічні методики; методи статистичної обробки отриманих результатів.
Наукова новизна одержаних результатів. Наукова новизна роботи полягає в уточненні епізоотологічних даних щодо НХ в таких регіонах України, як – Донецька, Сумська, Днепропетрівська, Луганська, Запорізька, Миколаївська, Харківська, Житомирська та Полтавська області, визначенні нуклеотидних послідовностей ділянки гену F0 ізолятів ВНХ, виділених від птиці на території України, диференціації генетичних груп штамів вірусу НХ, створенні банку даних нуклеотидних та відповідних амінокислотних послідовностей варіабельної ділянки гену F0 вірусу НХ, визначенні індексів інтрацеребральної і внутрішньовенної патогенності ізолятів вірусу НХ, та середнього часу загибелі курячих ембріонів, інфікованих ізолятами вірусу НХ.
Аналіз нуклеотидних послідовностей фрагменту гену F0, досліджених ізолятів ВНХ, виявив загальне їхнє походження з ізолятами, що циркулювали в Росії у Приморському краї, а також ізолятами, що були виділені у Південно-Східній Азії.
Практичне значення одержаних результатів. На основі досліджень по удосконаленню діагностики НХ були розроблені – спосіб визначення індексу інтрацеребральної патогенності ізолятів вірусу ньюкаслської хвороби на 14-добових перепелятах (патент України № 7441 від 17.12.2004 р., кл. А61К39/00, автори Герман В.В., Зандарян С.Ю.) та спосіб диференціації лентогенних штамів вірусу ньюкаслської хвороби на курячих ембріонах, що розвиваються (патент України № 11207 від 06.06.2005 р., кл. А61К39/00, автори Герман В.В., Зандарян С.Ю.). Одержані дані було використано при розробці проекту «Інструкції щодо діагностики ньюкаслської хвороби птиці», який було ухвалено на методичній комісії ІЕКВМ УААН, протокол №1 від 1 лютого 2005 року, та направлено для узгодження і затвердження до Державного департаменту ветеринарної медицини України.
Особистий внесок здобувача. Особистий внесок дисертанта полягає в самостійному виконанні запланованого об’єму методичної та експериментальної роботи, узагальненні та аналізі одержаних результатів. Проведення ЗТ-ПЛР та секвенування ділянки геному здійснено за участю кандидата ветеринарних наук Маніна Т.Б. Праймери для ЗТ-ПЛР розраховані кандидатом біологічних наук Грибановим О.Г.
Апробація результатів дисертації. Результати були представлені, обговорені і схвалені на річних наукових конференціях ІЕКВМ УААН та звітних сесіях вченої ради ІЕКВМ УААН у 2003-2005 роках; методичній комісії ІЕКВМ УААН, протокол №1 від 1 лютого 2005 року; IV Українській конференції по птахівництву з міжнародною участю (15-19 вересня 2003 р., м. Алушта, АР Крим), Міжнародній конференції молодих вчених (3-5 грудня 2003 р., ІЕКВМ, м. Харків), семінарі „Ветеринарне забезпечення галузі птахівництва” (7-10 квітня 2004 р., НАУ, м. Київ), Міжнародній науково-практичній конференції „Ветеринарна медицина-2004” (24-29 травня 2004 р., ІЕКВМ, м. Феодосія, АР Крим), Міжнародній науково-практичній конференції “Ветеринарна медицина-2005” (30 травня-4 червня 2005 р., ІЕКВМ, м. Ялта, АР Крим).
Публікації. Основний зміст дисертації викладено у 6 друкованих працях, які опубліковано у фахових виданнях, з них 2 одноосібних.
Структура та обсяг дисертації. Дисертація викладена на 137 сторінках комп’ютерного тексту, містить 24 таблиці і 17 рисунків. Робота складається із вступу, огляду літератури, матеріалів та методів досліджень, результатів досліджень, обговорення результатів досліджень, висновків, пропозицій для практики, списку використаних джерел літератури, який містить 213 найменувань, у тому числі 184 іноземних, та 4 додатків.


ВИСНОВКИ

1. Епізоотологічний моніторинг щодо ньюкаслської хвороби у птахогосподарствах України свідчить про циркуляцію штамів вірусів НХ, різноманітних за молекулярно-біологічними властивостями. Встановлено, що виділені в Україні польові ізоляти ВНХ за структурою сайтів розрізування білків F0 та показниками індексів патогенності є велогенними і мають високий ступінь гомології з ізолятами ВНХ, які тривалий час циркулювали на території Росії та Південно-Східної Азії, що дозволяє зробити припущення про їхнє загальне походження.
2. Ідентифікація штамів вірусу НХ, що циркулюють серед птиці в Україні, на основі прямого секвенування амплифікованого в ЗТ-ПЛР фрагменту кДНК гену F0, дозволила віднести їх до VI (UA/Kup/ch/03) та VII А (UA/Cirk/ch/03, UA/Poc/ch/03 і UA/Bor/ch/03) генетичних груп.
3. Індекси інтрацеребральної (ІІЦП), внутрішньовенної (ВВІП) патогенності та середнього часу загибелі (СЧЗ) ембріонів 6-ти польових ізолятів ВНХ відповідно становили: UA/Kup/ch/03 – 1,66/2,09/53,4; UA/Cirk/ch/03 – 1,81/2,37/55,7; UA/Poc/ch/03 – 1,76/2,34/48,6; UA/Bor/ch/03 – 1,7/1,59/79,6; UA/Lug/ch/03 – 0,65/0,16/86 і UA/Keg/ch/03 – 0,93/2,58/51,8.
4. Встановлено кореляцію між ступенем патогенності штамів ВНХ при визначенні ІІЦП, ВВІП та СЧЗ із впливом вірусу на проліферативну активність клітин FLK-92.
5. Розроблено спосіб визначення ІІЦП ізолятів ВНХ на перепелятах та диференціації лентогенних штамів ВНХ на курячих зародках для удосконалення діагностики НХ.
6. Започаткована робота по створенню віртуального банку даних нуклеотидних послідовностей варіабельної ділянки гену F0 і відповідних амінокислотних послідовностей ділянки білку F0 вітчизняних штамів вірусу НХ, що дозволяє проводити порівняльний аналіз і ідентифікацію знову виділених ізолятів ВНХ.



ПРОПОЗИЦІЇ ДО ПРАКТИКИ

1. На основі виконаних досліджень було розроблено проект «Інструкції щодо діагностики ньюкаслської хвороби птиці», який було ухвалено на методичній комісії ІЕКВМ УААН, протокол №1 від 1 лютого 2005 року, та направлено для узгодження і затвердження до Державного департаменту ветеринарної медицини України.
2. На основі досліджень по удосконаленню діагностики НХ були розроблені – спосіб визначення індексу інтрацеребральної патогенності ізолятів вірусу ньюкаслської хвороби на 14-добових перепелятах (патент України № 7441 від 17.12.2004 р., кл. А61К39/00) та спосіб диференціації лентогенних штамів вірусу ньюкаслської хвороби на курячих ембріонах, що розвиваються (патент України № 11207 від 06.06.2005 р., кл. А61К39/00, автори Герман В.В., Зандарян С.Ю.).
3. Започаткована робота по створенню віртуального банку даних нуклеотидних послідовностей варіабельної ділянки гену F0 і відповідних амінокислотних послідовностей ділянки білку F0 вітчизняних штамів вірусу НХ.
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