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Перелік умовних позначень
Omp (OMP)	outer membrane protein;
АТФ	аденозин трифосфорна кислота;
ДЕАЕ-Д	диетіламіноетілдекстран;
ДНК	дезоксирибонуклеїнова кислота;
ЕЛД50	50-відсоткова ембріональна летальна доза;
ЕТ	елементарні тільця;
ІЕ	інфекційний епідидиміт;
ІТ	ініціальні тільця;
ІФА	імуноферментний аналіз;
кД	кілодальтон;
МЕБ	Міжнародне Епізоотичне Бюро;
МППГГА	м’ясо-пептонно-печінковий глюкозо-гліцериновий агар;
МППГГБ	м’ясо-пептонно-печінковий глюкозо-гліцериновий бульйон;
НРА	напіврідкий агар;
ОПС	О-полісахарид;
ПТ	проміжні тільця;
РА	реакція аглютинації;
РЗК (РТЗК)	реакція зв’язування (тривалого зв’язування) комплементу;
РІД	реакція імунодифузії;
РНК	рибонуклеїнова кислота;
РТ	ретикулярні тільця.
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Вступ. Загальна характеристика роботи
[bookmark: _Ref30608576][bookmark: _Ref30348263][bookmark: _Ref31734860][bookmark: _Ref39401832]Актуальність теми. Серед небезпечних хвороб, що завдають значних економічних збитків вівчарству за рахунок утрати генетичного фонду високоцінних порід і зниження рівня відтворення поголів’я, інфекційний епідидиміт баранів та хламідіоз є найбільш поширеними в багатьох країнах світу з розвинутим вівчарством (Burgess G.W., 1992; Walker R.L. et al., 1986; Katoch R.C. et al., 1996) [1, 2, 3]. Актуальними зазначені хвороби залишаються і для України (Діренко П.М., Руденко А.Ф., 1984; Бусол В.О., Бабкін А.Ф., 1991; Дейнеш А., 1992; Бабкін А.Ф., 1998) [4, 5, 6, 7].
[bookmark: _Ref30608974]Аналіз джерел вітчизняної та закордонної літератури свідчить, що незважаючи на всебічне вивчення збудників бруцелаовісної та хламідійної інфекцій, багато питань із діагностики та боротьби з цими захворюваннями залишається все ще не визначеними [1, 3, 8, 9]. За рядом показників, зокрема, морфо-тинкторіальним властивостям, тропізмом до тканин репродуктивної системи, що зумовлює розвиток “статевої інфекції”, а також здатності тривалий час персистувати в організмі у латентному стані, зазначені збудники мають багато спільного, що ускладнює проведення діагностики та диференційної діагностики [10, 11, 12, 13].
[bookmark: _Ref38684300]В останні роки, на підставі фундаментальних досліджень суттєво змінилися наші знання щодо таксономії збудників із Родини Chamydiaceae (Everett K.D.E., Bush R.M., 1999), а також обговорюються нові гіпотези щодо Родини Brucellaceae (Halling S.M., Zehr E.S., 1990; Michaux-Charachon S. et al., 1997) [13, 14, 15, 16].
В умовах досягнення епізоотичного благополуччя тваринництва України від збудників бруцельозу великої рогатої худоби (Brucella abortus), дрібної рогатої худоби (Brucella melitensis) та свиней (Brucella suis), викоренення збудника інфекційного епідидиміту баранів (Brucella ovis) усе ще є невирішеною проблемою. При реформуванні тваринництва, коли в селянських господарствах на одному подвір’ї утримується велика й дрібна худоба, свині, виникають сприятливі умови для міграційних процесів збудників бруцельозу, зокрема, B.ovis, враховуючи дані про мінливість цього збудника у напрямку S-форми бруцел [17, 18, 19]. У зв’язку із зазначеним, подальше вивчення мінливості культурально-морфологічних, антигенних та патогенних властивостей польових, музейних та виробничих штамів Brucella ovis є актуальною проблемою. Першорядним є питання розробки більш ефективних методів ізоляції культури Brucella ovis, удосконалення методів серологічного скринінгу та діагностичної оцінки виявленої серопозитивності. Серологічна ідентифікація культур B.ovis в реакції аглютинації є найбільш дешевим і доступним методом індикації та диференціації ізольованих культур бруцел, що рекомендована МЕБ (2000) для застосування в діагностичних і наукових лабораторіях усього світу [6, 20, 21]. Проте, за допомогою існуючих комерційних наборів для серологічної диференціації бруцел не можна відрізнити культури Brucella ovis від інших видів R-форм бруцел: Brucella abortus, B.melitensis, B.suis, B.canis.
Майже не досліджувалось питання щодо діагностики та диференційної діагностики при асоціативному перебігу бруцелаовісної та хламідійної інфекцій, хоча деякі вчені (П.М. Мітрофанов, М.Г. Казанков, В.Г. Ощепков, 1982; Bloch N., Diallo I., 1991) та МЕБ рекомендують проводити диференціацію збудників цих хвороб [12, 13, 22, 23].
Зазначені дані свідчать про необхідність подальшого вивчення епізоотологічних та діагностичних аспектів бруцелаовісної й хламідійної інфекцій, дослідження мінливості та антигенної варіабельності збудників, а також удосконалення методів їх ідентифікації, зокрема, B.ovis.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконувалась у лабораторії вивчення хвороб рогатої худоби ІЕКВМ у відповідності до робочих програм 04.04 – Удосконалити систему і засоби контролю епізоотичної ситуації по бруцельозу тварин в Україні, № держреєстрації 0197U000757 (1996–2000 рр.), та 05.03 – Розробити та впровадити сучасні засоби і методи діагностики й профілактики бруцелаовісної, кампілобактерійної і хламідійної інфекцій, № держреєстрації 0101U001610 (2001–2005 рр.).
Мета і задачі досліджень: метою досліджень є визначення мінливості штамів Brucella ovis, родової й видової бруцельозної антигенності збудника інфекційного епідидиміту баранів, та особливостей серологічної діагностики при асоційованому перебігу бруцелаовісної та хламідійної інфекцій овець.
На вирішення поставлено такі задачі:
1. дослідити мінливість культурально-морфологічних і антигенних властивостей штамів B.ovis в залежності від умов зберігання і культивування;
1. визначити родові та видові бруцельозні антигенні властивості штамів B.ovis і виготовити відповідні діагностичні R-сироватки для серологічної диференціації бруцел;
1. розробити нормативну документацію на виготовлення, контроль та застосування Набору для серологічної диференціації культур бруцел;
1. провести серологічний моніторинг щодо виявлення бруцелаовісної та хламідійної інфекцій у вівцегосподарствах із низьким рівнем відтворення поголів’я та при спонтанному спалаху інфекційного епідидиміту баранів;
1. вивчити вплив інокуляції інактивованих бактеринів та живої культури B.ovis на динаміку серологічних зрушень при латентній бруцелаовісній і хламідійній інфекції у ягнят;
1. дослідити причини виявлення перехресних серологічних реакцій при дослідженнях із застосуванням бруцелаовісних і хламідійних антигенів.
Об’єкт досліджень: бруцелаовісна та хламідійна інфекції овець, культури бруцел (Brucella abortus, Brucella melitensis, Brucella suis, Brucella ovis), вівцепоголів’я неблагополучних по ІЕ баранів і хламідіозу господарств, антигени B.ovis і Chl.psittaci та діагностичні сироватки.
Предмет досліджень: мінливість штамів B.ovis, родо- та видоспецифічні антигенні властивості, індикація та диференціація збудника ІЕ баранів, серологічна діагностика при асоційованому перебігу бруцелаовісної і хламідійної інфекцій.
Методи досліджень: в роботі використано епізоотологічні, клінічні, бактеріологічні (ізоляція, типізація та диференціація культур), серологічні (РА, РІД, РЗК, РТЗК, ІФА) та алергічні методи досліджень. Статистичну обробку одержаних результатів проводили на комп’ютері ІВМ РС за допомогою програми “Stat SF”, розробленою в ІЕКВМ УААН. Оцінку вірогідності показників визначали за методом Т-критеріїв Ст’юдента.
Наукова новизна отриманих результатів. Визначено мінливість культурально-морфологічних та антигенних властивостей штамів B.ovis, що тривалий час культивувались на щільних живильних середовищах, яка характеризувалась дисоціацією 46,7 % штамів у напрямку S-форм, супресією видового бруцелаовісного R-антигену та експресією S-бруцельозного антигену. Уточнено диференційні ознаки при проведенні типізації культур бруцел, зокрема, відсутність росту типових R-форм B.ovis на середовищах з основним фуксином (1:50000) та позитивна уреазна проба. Виявлено штами Brucella ovis із високою видовою бруцелаовісною (67/Б) та родовою бруцельозною (76/982) антигенною активністю. За антигенними взаємозв’язками штамів B.ovis з культурами інших видів бруцел, зокрема, B.abortus та B.melitensis, виявлено 2 групи, які умовно позначено як R-a (R-abortus) та R-m (R-melitensis). 
Теоретично обґрунтовано та розроблено способи одержання родової бруцельозної (патент № 53910 А) і видової бруцелаовісної (патент № 49257 А) R-сироваток із застосуванням селекційонованих штамів B.ovis. 
Установлено й охарактеризовано природу антиген-неспецифічної модуляції імунної відповіді на хламідійні антигени при введенні тваринам бруцельозних антигенів, зокрема, бруцеліну ВІЕВ, по фону латентного хламідіозу, що проявилося підвищенням титрів протихламідійних антитіл. В ІФА з використанням моноклональних протихламідійних антитіл не виявлено антигенної спорідненості з антигенами B.ovis. Подвійна серопозитивність, що виявлена в сироватках овець обумовлена наявністю антитіл проти антигенів обох збудників.
Практичне значення одержаних результатів. Результати досліджень використано при розробці нормативної документації на виготовлення, контроль та застосування “Набору компонентів для серологічної диференціації культур бруцел”, яка затверджена Державним департаментом ветеринарної медицини Міністерства аграрної політики за № 15-14/125 від 22 квітня 2002 року. 
Розроблено способи виготовлення видо- та родоспецифічних R-сироваток із використанням штамів B.ovis з високими родовими та видовими антигенними властивостями, що поліпшило серологічну ідентифікацію та диференціацію культур бруцел, зокрема, Brucella ovis.
Запропоновано й задепоновано у ДНКІБШМ виробничі штами B.ovis, які мають різні антигенні характеристики, зокрема, 67/Б і 76/982, для виготовлення діагностичних наборів.
Виявлено залежність рівня бруцелаовісної й хламідійної серопозитивності та рівня відтворення поголів’я, що вказує на необхідність серологчних досліджень тварин на зазначені хвороби у господарствах із низьким виходом ягнят.
Особистий внесок здобувача полягає у безпосередньому виконанні клініко-епізоотологічних досліджень у господарствах, проведенні наукових дослідів і експериментів, статистичній обробці та аналізі первинних даних, узагальненні результатів та висновків.
Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертації доповідались й обговорювались на: Міжнародній науково-практичній конференції молодих вчених “Стан та перспективи розвитку ветеринарної науки” (6–7 жовтня 1999 р., ІЕКВМ, м. Харків); Міжнародній конференції “Ветеринарная наука на пороге ХХІ века” (15–16 листопада 2000 р., ІЕКВМ, м. Харків); 5-му з’їзді паразитоценологів України “Проблеми зооінженерії та ветеринарної медицини” (5–6 квітня 2001 р., м. Харків, ХДМУ, ХЗВІ); Міжнародній науково-практичній конференції “ІЕКВМ – 80 років на передовому рубежі ветеринарної науки” (15–19 жовтня 2002 р., ІЕКВМ, м. Харків); Міжнародній науково-практичній конференції “Актуальні проблеми ветеринарної медицини в умовах сучасного ведення тваринництва” (26 травня – 2 червня 2003 р., ІЕКВМ УААН, м. Феодосія); засіданнях і звітних сесіях Вченої ради ІЕКВМ УААН в 1999–2002 рр.; засіданнях методичної ради ІЕКВМ УААН; міжлабораторному засіданні ІЕКВМ УААН.
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 7 наукових праць у фахових виданнях, отримано два патенти на винаходи.
Висновки
1. Результати серологічного моніторингу п’яти племінних вівцегосподарств із низьким рівнем відтворення у період 1999–2002 років свідчать про циркуляцію серед поголів’я збудників інфекційного епідидиміту баранів та хламідіозу. Стаціонарність і латентний перебіг хвороб були обумовлені не тільки біологією збудників, а й недодержанням технологічних вимог щодо відокремленого утримання різних статево-вікових груп та повноти проведення діагностичних і протиепізоотичних заходів. Серед досліджених штамів збудника ІЕ баранів B.ovis встановлено гетерогенність щодо родового бруцельозного і видового бруцелаовісного R-антигенів, визначено і задепоновано виробничі штами, розроблено нормативну документацію на виготовлення, контроль та застосування набору компонентів для серологічної диференціації бруцел.
2. Щорічне виділення 1,8–6,4 % тварин серопозитивних на інфекційний епідидиміт, 8–19 % тварин серопозитивних на хламідіоз та від 1,9 до 3,7 % тварин позитивно реагуючих одночасно на ІЕ і хламідіоз, а також низький рівень відтворення поголів’я, який становив, у середньому по отарах, від 40,7 до 62,7 %, свідчили про стаціонарне неблагополуччя вівцегосподарств № 1 і № 2 на бруцелаовісну й хламідійну інфекції. Установлена тенденція залежності високого рівня серопозитивності на бруцелаовісну та хламідійну інфекції й зниження виходу ягнят в окітний сезон наступного року.
3. Спонтанний спалах бруцелаовісної інфекції у д/г “А”, д/г “М” і д/г “Т” влітку 2002 року характеризувався високим рівнем серопозитивності баранів репродуктивного віку (2–5 років), який сягав від 68,6 до 71,4  %. При проведенні бактеріологічних досліджень від одного барана було ізольовано культуру, яку за культурально-морфологічними та антигенними властивостями типовано нами як B.ovis.
4. У лабораторних умовах на групі 20 клінічно здорових ягнят у 5-ти місячному віці виявлено серопозитивність на бруцелаовісну й хламідійну інфекції у 25 % тварин, що свідчило про латентний перебіг ІЕ баранів і хламідіозу. Введення бруцеліну ВІЕВ тваринам, серед яких виявляли серопозитивність на ІЕ баранів і хламідіоз, викликало активацію імунної відповіді, що супроводжувалось появою та підвищенням при дослідженні через 14 діб титрів антитіл у 92,9 % тварин не тільки на ІЕ баранів, а й на хламідіоз. Протягом наступних 2–3 місяців, спостерігали зниження, а у деяких тварин повне зникнення серопозитивності на антигени обох збудників.
5. При дослідженні бруцелаовісних та хламідійних гіперімунних сироваток кролів в перехресних імунологічних тест-системах (РА, РЗК) та антигенів в ІФА з моноклональними протихламідійними антитілами не виявлено антигенної спорідненості поміж збудниками інфекційного епідидиміту баранів і хламідіозу. 
6. При тривалому зберіганні 15 штамів B.ovis на щільних живильних середовищах у 46,7 % виявлено дисоціацію у напрямку RS-форми незалежно від умов культивування. Характерною відмінністю культуральних властивостей стабільних штамів B.ovis від дисоційованих було те, що вони не росли на напіврідкому агарі з основним фуксином 1:50000, редукували сечовину та аглютинувались видовою бруцелаовісною R-сироваткою.
7. Селекційоновано стабільні штами B.ovis з високою активністю видових бруцелаовісних (штами 67/Б, 156/7807) та родових бруцельозних (штам 76/982) R-антигенів. При дисоціації штамів відбувалась супресія видового бруцелаовісного R-антигену й експресія родового бруцельозного S-антигену. У стабільних і дисоційованих штамів B.ovis зберігався родовий бруцельозний R-антиген, загальний для різних видів бруцел, B.abortus, B.melitensis, B.suis, B.ovis, в R- та RS-формах.
8. Серед культур B.ovis виявлено два штами, які мали різну антигенну спорідненість до інших видів бруцел за родовим бруцельозним R-антигеном. Штам B.ovis 67/Б виявив більшу спорідненість до RS- форм B.abortus – група R-a (R-abortus), а штам B.ovis 76/982 антигенно ближчий до RS- форм B.melitensis і B.suis – група R-m (R-melitensis). 
9. Розроблено способи одержання видоспецифічної бруцелаовісної аглютинуючої R-сироватки, за допомогою якої виявляли тільки типові штами збудника інфекційного епідидиміту баранів B.ovis в R-формі (патент UA, № 49257 А), та родоспецифічної бруцельозної аглютинуючої R-сироватки, яка аглютинувала типові та дисоційовані штами B.ovis, а також штами B.abortus, B.melitensis та B.suis в R- та RS- формах (патент UA, № 53910 А).



Пропозиції для практики

1. Нормативна документація на виготовлення, контроль та застосування набору компонентів для серологічної диференціації культур бруцел (ТУ У 24,4–00497087–654–2002, Інструкція по виготовленню, Настанова по застосуванню), яку затверджено Державним департаментом ветеринарної медицини Мінагрополітики України від 22 квітня 2002 року, № 15-14/125.
2. Спосіб одержання видоспецифічної R-бруцелаовісної аглютинуючої сироватки (патент України № 49257 А).
3. Спосіб виготовлення родоспецифічної R-бруцелаовісної аглютинуючої сироватки (патент України № 53910 А).
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Рис. 1. Динаміка нападання кровосисних комарів на велику рогату худобу для 

живлення 
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