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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Дослідження епізоотичного стану щодо трихофітії великої рогатої худоби в Україні, з'ясування етіологічної структури захворювання, визначення біологічних особливостей збудників та розробка нових засобів його специфічної профілактики є одним із сучасних напрямків досліджень у ветеринарній медицині. Відомо, що трихофітія (стригучий лишай) великої рогатої худоби має значне поширення в світі та завдає значних економічних збитків у галузі скотарства (Петрович С.В., 1989, Саркисов А.Х., 2000, Саркисов К.А., 2006). Незважаючи на значну кількість наявних методів лікування, включаючи вибракування, трихофітія великої рогатої худоби є невирішеною проблемою, яка знижує продуктивність тваринництва та якість продукції галузі (Спесивцева Н.А., 1964, 
El Sayed M.T., 1976, Никифоров Л.И., 1984, Петрович С.В., 1989). 
Трихофітія має епідеміологічне значення, тому що хворі тварини є джерелом ураження людей і, перш за все, працівників тваринництва та членів їхніх сімей (Спесивцева Н.А., 1964, Петрович С.В., 1989, Латыпов А.Б, 2005, Маноян М.Г. и соавт., 2006). Із часів першого повідомлення Ернста в 1820 році про зооантропонозний характер захворювання і до сьогодення є повідомлення про зараження дерматофітами людей від свійських і диких тварин (Маноян М.Г. и соавт., 2007, Латыпов А.Б., 2007).
Науковий пошук засобів специфічної профілактики трихофітії розпочався ще на початку 20 століття (Bloch B., Massini R.,1909). У подальшому з цією метою багато дослідників здійснили експерименти щодо розробки й використання інактивованих і живих вакцин з різних збудників дерматомікозів (De Lamater E.D., 1941, 1965, Кашкин П.Н., 1954, 1956, Левенберг И.Г., 1956, Ford E.J.H., 1956, Jesionek A., 1961, Ариевич А.М. и соавт., 1964, Носков А.И., 1965, Саркисов А.Х. и соавт., 1965, 1970, 1972, Петрович С.В., 1967, 1969, Расулев Ш.Т., 1971, Безнос Т.И., 1977 та інші дослідники).
У результаті здійснених досліджень була створена ефективна жива вакцина ТФ-130, яка широко вивчалась у багатьох країнах (Норвегії, Швеції, Бельгії, Югославії, Болгарії, Румунії, Німеччині, Англії, Угорщині), випробовувалася й застосовувалася з позитивним результатом 
(Саркисов А.Х, 1970, 1972, 1975, 1987, 2000, Петрович С.В. и соавт., 1972, 177, 1987, Яблочник Л.М., 1972, Жарков И.И. 1976, Станкушев Х., 1979, Плауска В.А., 1975, 1986, Heinrichs B., 1977, Wernicke R., 1978, Gimeshi A. 1978, Rotermund H., 1980, Naess В., Sandvik О., 1981, Fischer J., 1985, Komarek J., 1985, Spanoghe L., 1985, Gudding R., 1987, 1988).
Профілактика трихофітії великої рогатої худоби в Україні  здійснюється, в основному, живими, сухими ліофілізованими вакцинами: ЛТФ-130 (Ставропольської біофабрики) та "Триховак" (Галещинської біофабрики), які містять антиген до одного збудника трихофітії – Trichophyton verrucosum (Вербицький П.І., Головко А.М. та ін., 2005). У той же час, значна кількість дослідників (Азимов И.М., 1963, Шарапов В.М., 1968, Gedek B., 1980,Carlisle D.H. еt al., 1984, Петрович С.В., 1989, Sik M. еt al., 1990, Саркисов К.А., 2002, 2006) та інші вчені вважають, що трихофітію у великої рогатої худоби й овець може викликати Trіchophуton  mentagrophytes.
У науковій літературі відсутні дані щодо етіологічної структури трихофітії великої рогатої худоби в Україні. У той же час дослідження науковців гуманної медицини, здійснені останніми роками (Коляденко В.Г., Степаненко В.І., 2001, Волкославська В.М., 2002), свідчать, що проблема дерматомікозів існує й серед населення України, і серед великої рогатої худоби та інших тварин. Через це розробка ефективних засобів специфічної профілактики трихофітії на підставі вивчення особливостей перебігу, етіологічної структури, біологічних властивостей збудників є сучасною й актуальною. Її розвиток вимагає здійснення комплексних досліджень щодо з'ясування клініко-епізоотологічних особливостей перебігу захворювання, його етіологічної структури та біологічних особливостей збудників, відкриває шлях до науково обгрунтованої розробки засобів специфічної профілактики трихофітії великої рогатої худоби.

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота є складовою частиною досліджень, передбачених тематичними планами ДНКІБШМ: № державної реєстрації 0100U000260 – "Підтримання штамів мікроорганізмів у Національному центрі штамів мікроорганізмів України", 
№ 0101U000542 – "Розробити методи підтримання та збереження мікроорганізмів (бактерій, вірусів, грибів), що знаходяться в установах ветеринарної медицини України з подальшим впровадженням їх під час промислового виготовлення біологічних препаратів", № 0104U007530 – "Розроблення засобів діагностики та профілактики інфекційних хвороб сільськогосподарських тварин та засобів їх стандартизації", № 0105U003218 – "Колекція штамів патогенних для тварин мікроорганізмів Національного центру штамів мікроорганізмів Державного науково-контрольного інституту біотехнології і штамів мікроорганізмів", № 0105U005322 – "Розроблення біотехнології виготовлення концентрованої вакцини проти трихофітії великої рогатої худоби (ВРХ) та інактивованої вакцини проти дерматомікозів м'ясоїдних".

Мета та завдання досліджень. Мета роботи – розробка бівалентної, живої, сухої, концентрованої вакцини проти трихофітії великої рогатої худоби на підставі вивчення етіологічної структури, визначення біологічних властивостей та селекції збудників захворювання.
Основні завдання досліджень:
· здійснити ретроспективний аналіз епізоотичного стану щодо трихофітії великої рогатої худоби в Україні;
· вивчити етіологічну структуру захворювання та визначити культурально-морфологічні й біологічні властивості виділених збудників;
· здійснити селекцію та відібрати виробничі штами для виготовлення й контролю живої бівалентної вакцини проти трихофітії великої рогатої худоби;
· удосконалити метод довготривалого зберігання штамів дерматофітів;
· теоретично й експериментально обгрунтувати та розробити технологію промислового виробництва живої, сухої, бівалентної вакцини проти трихофітії великої рогатої худоби;
· визначити профілактичну й терапевтичну дози та вивчити нешкідливість, профілактичну й терапевтичну ефективність лабораторних та промислових зразків  живої, сухої, бівалентної вакцини проти трихофітії великої рогатої худоби.

Об'єкт дослідження: захворювання великої рогатої худоби на трихофітію та засоби специфічної профілактики трихофітії.

Предмет дослідження: епізоотологічні особливості трихофітії великої рогатої худоби в Україні; етіологічні чинники трихофітії; хворі на трихофітію тварини; способи конструювання засобів специфічної профілактики дерматомікозів; показники факторів імунітету за умов спонтанної трихофітії та в поствакцинальний період.

Методи досліджень: ретроспективний епізоотологічний аналіз, епізоотологічний експеримент, біологічний експеримент, мікологічні, серологічні, біохімічні, статистичні методи.

Наукова новизна отриманих результатів. Уперше в Україні обгрунтовано спосіб виготовлення та складові компоненти живої, сухої, бівалентної вакцини проти трихофітії великої рогатої худоби, визначено її профілактичну й терапевтичну дози, доведено нешкідливість, профілактичну й терапевтичну ефективність цього препарату. З'ясовано етіологічну структуру трихофітії великої рогатої худоби, вивчено біологічні особливості виділених штамів, які полягають у різних термінах росту, морфології колоній, виду міцелію та особливостях його росту, структурі й кількості продукованих спор. 
На підставі клініко-епізоотологічних і мікологічних досліджень установлено роль T. mentagrophytes та T. verrucosum у виникненні трихофітії великої рогатої худоби. Селекціоновано високоімуногенні та високовірулентні штами збудників трихофітії (патенти України №№ 23490 - 23493). 
Уперше в Україні селекціоновано контрольні високовірулентні штами трихофітонів, виділені в Україні, і запропоновано їх використання для контролювання якості вакцин проти дерматомікозів тварин.
Уперше в Україні теоретично й експериментально обгрунтовано та виготовлено бівалентну, живу, суху вакцину проти трихофітії великої рогатої худоби та розроблено технологію її промислового виробництва (патент України № 25296). 
Удосконаленно запропоновану А.Х Саркісовим і співавт. (1971) методику лабораторної діагностики трихофітії тварин, яка дає змогу підвищити на 37%  ефективність виділення культур збудників захворювання та скоротити час виділення збудника T. verrucosum  вдвічі.
Розроблено спосіб довготривалого зберігання штамів збудників дерматомікозів, який дає змогу підвищити кількість життєздатних мікроконідій на 6 – 8 % та забезпечує життєздатність культур дерматофітів впродовж 2 років  за кімнатної температури ( патент України № 9617).
Розроблено модифіковане захисне середовище для ліофільного висушування дерматофітів, яке забезпечує збереженість мікроконідій до 
90 % та дозволяє отримувати високоякісну вакцину (патент України № 9637).

Практичне значення одержаних результатів. Виділено, селекціоновано та задепоновано виробничі вакцинні (T. mentagrophytes "ТМЧ" та T. verrucosum "Кн-01") і контрольні вірулентні (T. mentagrophytes "ТМЧ-К" та T. verrucosum "С-102") штами збудника трихофітії великої рогатої худоби.
Розроблено та затверджено в установленому порядку технологію виготовлення "Вакцини "Триходерм" проти трихофітії великої рогатої худоби бівалентної, живої, сухої, концентрованої" - технічні умови, настанову щодо застосування, інструкцію з виготовлення -
 ТУУ 24.4 –19024865 – 002:2005. На Державній Сумській біологічній фабриці освоєне промислове виробництво розробленого препарату.
За результатами досліджень розроблено методичні рекомендації "Лабораторна діагностика дерматомікозів тварин", які затверджені на НМК Державного департаменту ветеринарної медицини Міністерства аграрної політики України (протокол № 3 від 20 грудня 2006 року). 
Розроблено спосіб довготривалого зберігання штамів збудників дерматомікозів та модифікованого захисного середовища для їх ліофілізації, впровадження яких у практику дасть змогу ефективно зберігати необхідні штами дерматофітів у наукових установах і виробничих умовах.
Отримані результати досліджень упроваджені в лабораторіях ветеринарної медицини, а також використовуються в навчальому процесі студентами напрямку «Ветеринарна медицина» аграрних ВНЗ України 
IV рівня акредитації в процесі вивчення дисциплін «Мікробіологія», «Вірусологія», «Біотехнологія», «Імунологія».

Особистий внесок здобувача. Автор особисто здійснив аналіз літературних даних за темою роботи; теоретично й експериментально обґрунтував наукову концепцію та напрямки роботи; здійснив клініко-епізоотологічні обстеження, мікологічні дослідження, виділив та відселекціонував виробничі штами; розробив схеми та методики й здійснив експериментальні дослідження в лабораторних та виробничих умовах; здійснив аналіз та узагальнення одержаних результатів; сформулював висновки та практичні рекомендації; розробив нормативну документацію на "Вакцину "Триходерм" проти трихофітії великої рогатої худоби бівалентну, живу, суху, концентровану". 
Біохімічні дослідження проводили спільно із співробітником 
ННЦ ІЕКВМ УААН к.б.н. Романько М.Є. Методичні рекомендації "Лабораторна діагностика дерматомікозів тварин" готували спільно з д.вет.н. Головком А.М., Ушкаловим В.О., к.вет.н. Литвиновим О.М. Результати цих досліджень  відображені в спільних публікаціях і патентах.

Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертаційної роботи були повідомлені та обговорені на звітних сесіях вченої ради ДНКІБШМ у 2001 – 2006 роках, на НМК Державного департаменту ветеринарної медицини Міністерства аграрної політики України в 
 2005–2006 роках та на ІІ-му Міжнародному конгресі спеціалістів ветеринарної медицини (м. Київ, 2004 р), Міжнародній науково-практичній конференції "Сучасні аспекти розробки маркетингу і виробництва ветеринарних препаратів" (АР Крим, м. Феодосія, 2004 р.), Міжнародній науково-практичній конференції "Современное состояние и актуальные проблемы обеспечения ветеринарного благополучия животноводства" (АР Крим, м. Ялта, 2005 р.), Міжнародній науково-практичній конференції «Актуальные проблемы ветеринарной медицины в условиях современного животноводства» (г. Минск, 2005 г.), Міжнародній науково-практичній конференції "Ветеринарні препарати: розробка, контроль якості та застосування" (м. Львів, 2005 р.), Міжнародній науковій конференції «Мікробні біотехнології» (м. Одеса, 2006 р.), IV Міжнародному конгресі спеціалістів ветеринарної медицини (м. Київ, 2006 р.), V Всеросійському конгресі з медичної мікології «Успехи медицинской микологии» (г. Москва, 2007 г.), Міжнародній конференції «Актуальні проблеми молекулярної діагностики у ветеринарній медицині та біології» (АР Крим, м. Феодосія, 2007 р.), II Міжнародній науково-практичній конференції "Ветеринарні препарати: розробка, контроль якості та застосування" (м. Львів, 2007 р.).

Публікації. За темою дисертації опубліковано 34 друковані праці, з них один посібник–довідник, одні методичні рекомендації, 8 патентів, 19 (16 одноосібних) статей у фахових виданнях, що затверджені ВАК України, 5 – у матеріалах і тезах конференцій.

Структура дисертації. Дисертація викладена на 272 сторінках друкованого тексту та складається з таких розділів: вступ, огляд літератури, матеріали та методи досліджень, результати власних досліджень, аналіз та узагальнення одержаних результатів, висновки та пропозиції виробництву, список використаної літератури, додатки. Роботу ілюстровано 43 рисунками і 53 таблицями. Список використаних літературних джерел містить 479 найменування, в тому числі 250 далекого зарубіжжя.

Автор засвідчує щиру подяку фахівцям, які приймали участь у виконанні даної роботи:
Співробітникам ДНКІБШМ: доктору вет. наук, професору, членкору УААН Головку А.М., доктору вет. наук Ушкалову В.О., кандидату вет. наук Волкову М.В., науковим співробітникам Тиндику В.С., Гордієнко О.І., Яненку В.М., Стецюрі Л.Г.
Співробітнику ННЦ "ІЕКВМ" к. б. н. Романько М.Є.
Співробітникам Державної Сумської біофабрики: доктору вет. наук Ничику С.А., лікарям вет. медицини Дзюбі В.М., Шевченко Т.Б., 
Мірошник С.П., Івановій Л.М.
Співробітникам Херсонської державної біофабрики: Яковлєву Ю.С., Нахабіну В.М., Рєзніку В.С., Яковлєвій Л.М.
Співробітникам управлінь ветеринарної медицини в Полтавській, Сумській, Харківській областях: кандидатам вет. наук Аранчію С.В., Балиму Ю.П., лікарям вет. медицини Власенку О.А., Головачову В.Ф., Рябусі В.Г., Вишневському О.К.
Головним лікарям ветеринарної медицини: ВАТ "Шевченківський" – Павлову М.П., ДП «Дослідне господарство Сумського інституту Агропромислового виробництва» УААН Рибкіну Ю.П. 
В И С Н О В К И

1. Теоретично і експериментально обгрунтовано розробку і застосування бівалентної, живої, сухої, концентрованої вакцини проти трихофітії великої рогатої худоби на основі вивчення особливостей перебігу захворювання, етіологічної структури, вивчення біологічних властивостей збудників, селекції виробничих штамів. На державній Сумській біологічній фабриці впроваджено технологію виготовлення вакцини "Триходерм". Розроблено систему довготривалого зберігання культур трихофітонів та удосконалено лабораторну діагностику трихофітії.  
2. Вперше в Україні встановлено, що захворювання великої рогатої худоби на трихофітію спричиняють два види збудників – Trichophyton verrucosum i Trichophyton mentagrophytes. Клінічні прояви захворювання у тварин, спричинені T. verrucosum встановлено у 75,9 % обстежених господарств, Trichophyton mentagrophytes – у 13,8 %, асоціацією обох збудників –  у тварин 10,3 % обстежених господарств.
3. Встановлено сезонні, вікові і клінічні особливості перебігу трихофітії. Захворювання реєструвалось незалежно від пори року з тенденцією розповсюдження у зимово – весняний період (з лютого по квітень); хворіли переважно телята у віці 2–6 місяців (84,0 % клінічно хворих тварин). Найменше тварин хворіло у віці молодше двох місяців (4 %) і старше від 2-х років (2 %). Впливу статевої або породної належності на рівень захворюваності великої рогатої худоби на трихофітію не виявлено. Інкубаційний період захворювання сягав 12–25 днів. Виявлено десиміновановану, плямисту і стерту (атипову) форму захворювання. Найбільше поширення мала плямиста форма хвороби – 69,6 % хворих тварин. 
4. Ізольовано 147 епізоотичних культур трихофітонів. Після селекції відібрано для досліджень 10 штамів, які різнились між собою за культурально-морфологічними ознаками і патогенністю для тварин. Класичним ознакам T. verrucosum  відповідав один штам - "С-102", а з виділених культур T. mentagrophytes – штами "ТМЧ" і "ТМЧ-К". Отримані дані зумовили їх використання при виробництві і контролюванні вакцини.
5. Удосконалено методику лабораторної діагностики дерматомікозів тварин. Використання селективних поживних середовищ з циклогексемідом і антибактеріальними препаратами при первинних висівах матеріалу, зумовлюють підвищення ефективності ізоляції культур на 37 % і скорочують час виділення збудників виду T. verrucosum  удвічі. 
6. Розроблено спосіб довготривалого зберігання дерматофітів на основі вирощування культур у напіврідкому агаровому середовищі, ліофілізації всієї грибниці та відновлення штамів рідким середовищем Сабуро, що дозволяє підвищити кількість життєздатних мікроконідій на 
6–8 % та забезпечує життєздатність культур дерматофітів впродовж 2 років за кімнатної температури (20±20 С). 
7. Виділено та селекціоновано штами Trichophyton verrucosum 
«Кн-01» та Trichophyton mentagrophytes «ТМЧ», які характеризуються значним продукуванням мікроконідій, високою імуногенною активністю, низькою патогенністю для тварин. Ці якості були підставою для їх використання при виготовленні бівалентної, живої, сухої, концентрованої вакцини «Триходерм».
8. Обгрунтовано використання селекціонованих вірулентних для лабораторних і сільськогосподарських тварин штамів T. verrucosum «С-102» та T. mentagrophytes «ТМЧ-К» з метою контролювання імуногенності вакцин проти трихофітії тварин. 
9. Розроблено технологічні параметри виготовлення імуногенної вакцини проти трихофітії. Оптимальним для накопичення біомаси і ліофілізації є культивування вакцинних штамів трихофітонів впродовж 15–25 діб при 26±1° С і концентрація 400–600 х 106 /см3  мікроконідій в суспензії для висушування. Ці параметри дають змогу одержати 85–90 %  життєздатних мікроконідій у дозі вакцини, що забезпечує напружений імунітет щеплених тварин.  
10. Розроблено захисне середовище для ліофілізації штамів збудників трихофітії, що створює оптимальні умови життєдіяльності за рахунок макро- (солі калію) і мікроелементів (солі заліза, міді, цинку, марганцю), пептону (1 %); містить сахарозу (20 %) і желатину (4 %); забезпечує життєздатність мікроконідій після висушування до 90 % і дозволяє отримувати високоякісну бівалентну, живу, суху вакцину проти трихофітії великої рогатої худоби. 
11. Створене на основі солодового цукру зі збагаченням його амінокислотами та факторами росту (вітаміни групи Б) середовище для культивування трихофітонів прискорює появу росту колоній збудників трихофітії на 2–3 доби, появу росту мікроконідій на 3–4 доби, забезпечує збільшення кількості мікроконідій на 15–22 %  порівняно із загальноприйнятим сусло-агаром і може ефективно використовуватися для селекції та накопичення біомаси збудників трихофітії.
12. Бівалентна, жива, суха, концентрована вакцина проти трихофітії великої рогатої худоби після дворазового внутрішньом’язового введення в дозі 10 х 106 мікроконідій і більше забезпечує надійний захист як проти Trichophyton verrucosum, так і Trichophyton mentagrophytes у 80–100 % лабораторних тварин і 95–100 % великої рогатої худоби. Щеплення вакциною не спричиняє ускладнень та імуносупресивної дії. 
13. Серологічними дослідженнями встановлено вірогідну різницю в титрах аглютинінів до 8,4±1,07–8,49±0,97 lоg2 з виготовленими нами антигенами, збільшення концентрації імуноглобулінів на 2,1±0,06 мг/см3 
(16 %), зростання циркулюючих імунних комплексів (ЦІК) на 
0,04±0,02 мг/см3 (17 %) та активності лізоциму на 26,5±2,8 мкг/см3 (34 %) у сироватці крові щеплених тварин порівняно з інтактним контролем. 
14. Установлено виражену терапевтичну ефективність вакцини «Триходерм» при трихофітії великої рогатої худоби, зумовленій двома збудниками (T. verrucosum і T. mentagrophytes). Після дворазового щеплення в терапевтичній дозі (для телят віком до 4-х місяців – 2 см3, 4–8 місяців –
4 см3, старші за 8 місяців – 6 см3) у 78–100 % випадків тварини одужують упродовж 3–6 тижнів.
15. Клініко-епізоотологічні спостереження та порівняльні дослідження комерційної вакцини «ЛТФ-130» та бівалентної вакцини «Триходерм» свідчать, що вакцина «Триходерм» забезпечує надійний захист (80–100 %) і лікування (78–100 %) від двох збудників трихофітії великої рогатої худоби – T.verrucosum і T. mentagrophytes, а вакцина «ЛТФ-130» лише від одного – T. verrucosum.



ПРОПОЗИЦІЇ ДЛЯ ПРАКТИКИ

Розроблено і запропоновано для ветеринарної медицини:
1. Вакцина «Триходерм» проти трихофітії великої рогатої худоби бівалентна, жива, суха , концентрована, на яку отримано патент України за 
№ 25296, ТУ У 24.1-19024865-002:2005, РП № 2503-04-0284-07.
2. Настанова по застосуванню вакцини «Триходерм» проти трихофітії великої рогатої худоби бівалентної, живої, сухої, концентрованої. Затверджена Головним державним інспектором ветеринарної медицини України 19 грудня 2005 року.
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4. Методичні рекомендації "Лабораторна діагностика дерматомікозів тварин". Розглянуті і затверджені на засіданні НМК Державного Департаменту ветеринарної медицини Міністерства аграрної політики України, протокол № 3 від 20 грудня 2006 року.   
5. Виробничі вакцинні штами трихофітонів. Патенти України 
№№ 23490, 23492.
6. Контрольні вірулентні штами трихофітонів. Патенти України 
№№ 23491, 23493.
7. Система довготривалого зберігання культур дерматофітів. Патент України № 9617.
8. Захисне середовище для ліофілізації трихофітонів. Патент України № 9637.
9. Основні положення дисертації можуть бути використані при вивченні дисциплін «Мікробіологія», «Вірусологія», «Імунологія», «Біотехнологія» та інших, які є в навчальному плані підготовки фахівців ветеринарної медицини.
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