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 ВСТУП

Актуальність теми.
Розвиток основ сучасної імунології і встановлення складних кооперативних взаємодій між різними спеціалізованими клітинами імунної системи зумовили створення нових галузей цієї науки. Швидко і плідно розвивається та її частина, яка займається вивченням зниження активності органів імунітету, зокрема тих її станів, які одержали назву імуносупресій або імунодефіцитів [38, 140, 190]. Імунодефіцити досить поширені і у тваринництві. Проведені в минулі роки дослідження та повідомлення наукової літератури вказують на велике економічне і епізоотологічне значення факторів, що пригнічують функцію імунітету. Актуальним, у зв'язку з цим, є удосконалення методів діагностики імунодефіцитів, розробка схем і засобів корекції імунітету із застосуванням нових, порівняно дешевих імуностимуляторів, особливо при використанні вірусних вакцин, які спричиняють імуносупресивну дію.
Про ефективність використання імуностимуляторів при вакцинації птиці повідомляють багато авторів [8, 35, 48, 88, 89, 121, 133, 150 125, 126, 135, 136, 182], однак, як вибір самих стимуляторів, так і схем їх застосування ще не одержали достатнього наукового обґрунтування. 
Недостатність імунної відповіді часто виникає при імунодефіцитах. В практиці наукових досліджень щодо діагностики імунодефіцитних станів частіше застосовують імунологічні методи, засновані на вивченні клітин і факторів крові, які з багатьох причин реалізуються лише частково і не дають повного уявлення про стан імунітету. У цьому плані великі можливості криються у комплексному застосуванні серологічних і гістоморфологічних методів досліджень. Найчастіше в діагностиці імунодефіцитних станів при вакцинаціях та імуностимуляції птиці користуються тільки одним із вищезазначених методів, що не завжди дозволяє отримати позитивний результат. У доступній літературі ми знайшли лише дані И.А. Кривутенко (1980), Г.А. Краснікова і Н.Г. Колоусової (1991) та И.Н. Громова (2000) про використання гістологічного методу для оцінки активності імуностимуляторів. Даних щодо відпрацювання схем їх ефективного застосування при вакцинації за допомогою серологічних та гістологічних досліджень у доступних нам джерелах не було виявлено. У зв'язку з цим доцільним було застосувати і перевірити розроблені в ІЕКВМ критерії оцінки стану імунітету при дії супресивних і стимулюючих факторів у курчат, зокрема, при щепленні вірус-вакциною 2 ІЕКВМ із штаму УМ-93, вакцинами із слабо-атенуйованих штамів БГ і 228 Е вірусу інфекційної бурсальної хвороби та вакцини із штаму Ла-Сота проти н’юкаслської хвороби і на їх тлі розробити схеми ефективного застосування похідних імідазолу (левамізолу і його аналога ФІАНТ-2, синтезованого в Україні).
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконувалась згідно тематичних планів ІЕКВМ, затверджених Українською академією аграрних наук: „Вивчити механізм формування функції імунітету і розробити методи інтегральної оцінки його стану та направленої корекції” 1998-2000 рр. (№ держреєстрації 0197U000754); „Дослідити механізми формування клітинного і гуморального імунітету з метою удосконалення методів діагностики, профілактики і лікування заразних хвороб тварин” 2001-2002 рр. (№ держреєстрації 0101U001611).
Мета і задачі дослідження. Метою наших досліджень була розробка схем корекції імунітету похідними імідазолу (левамізол і ФІАНТ-2) і визначення ефективності їх застосування  при вакцинаціях проти н’юкаслської та інфекційної бурсальної хвороб з використанням методів серологічного і гістоморфологічного аналізу. 
Для досягнення цієї мети були поставлені такі задачі:
· Визначити ефективність застосування серологічного методу виявлення антитіл в комплексі з гістологічними дослідженнями при вивченні імунодефіцитних станів, обумовлених застосуванням вакцин із слабоатенуйованих вірусних штамів та при розробці ефективних схем імуностимуляції у птиці;
· Вивчити гістоморфологічні зміни фабрицієвої бурси при застосуванні вакцин із слабоатенуйованих штамів БГ та 228 Е вірусу інфекційної бурсальної хвороби;
· Порівняти схеми імуностимуляції левамізолом та ФІАНТ-2, застосованих окремо або з добавками аеросилу і вітаміну Е, при імунізації курчат вакциною із слабоатенуйованого штаму БГ вірусу інфекційної бурсальної хвороби;
· Провести вивчення одно- і двоциклічного методу застосування ФІАНТ-2 при щепленні курчат проти інфекційної бурсальної хвороби (шт.УМ-93) та н’юкаслської хвороби (шт. Ла-Сота);
· Дослідити стимулюючу дію ФІАНТ-2 при вакцинації проти н’юкаслської  хвороби  курчат 15-ти і 25-ти добового віку;
· Відпрацювати кратність і тривалість введення левамізолу курчатам при щепленні їх проти н’юкаслської хвороби (шт. Ла-Сота);
Об’єкт дослідження. Імунодефіцити у птиці та посилення післявакцинального імунітету шляхом застосування імуностимуляторів.
Предмет дослідження. Серологічні та гістологічні методи дослідженння при вивченні імунітету курчат після вакцинацій проти інфекційної бурсальної та н’юкаслської хвороб, а також відпрацювання ефективних схем застосування стимуляторів імідазолового ряду (левамізолу та ФІАНТ-2).
Методи дослідження. Робота виконана з використанням серологічних, імуногістохімічних, морфометричних, біохімічних та статистичних методів досліджень. 
Наукова новизна одержаних результатів. Наукова новизна роботи полягає в отриманні нових даних щодо застосування комплексу серологічних і гістоморфологічних досліджень при вивченні імунітету після щеплень та його корекції, зокрема, при вакцинації проти інфекційної бурсальної і н’юкаслської хвороб та показана доцільність одночасного застосування гістохімічних досліджень (метод Браше) при ідентифікації різних форм імунокомпетентних клітин та оцінці імунних структур, стану їх функціональної і гермінативної активності. Встановлена імуносупресивна дія вакцин, широке застосування яких призводить до розвитку поствакцинальних імунодефіцитів, особливо після щеплення вакцинами із штамів БГ і 228 Е проти інфекційної бурсальної хвороби. Визначена імуностимулююча активність нового препарату ФІАНТ-2, який застосовували окремо або з вітаміном Е. Вперше вивчено особливості імуностимулюючої дії ФІАНТ-2 на формування імунітету у курчат різного віку після щеплення вірусними вакцинами.
Запропоновано спосіб стимуляції імунітету шляхом застосування ФІАНТ-2 з інтервалами різної тривалості (двоциклічний метод) [деклараційний патент № 46377 А Україна МКІ 7 А61К31/425. Спосіб застосування імуностимулятора для модуляції імунітету при вакцинації сільськогосподарської птиці]. 
Практичне значення одержаних результатів. При визначенні рівня поствакцинального імунітету птиці пропонується проводити одночасну комплексну оцінку показників серологічних досліджень з гістоморфометричним вивченням основних структур тимуса, селезінки і фабрицієвої бурси згідно рекомендованих критеріїв норми, посилення і послаблення морфофункціонального стану.
Рекомендується з метою посилення імунної відповіді після щеплення проти інфекційної бурсальної та н’юкаслської хвороб застосовувати левамізол або ФІАНТ-2 за одноциклічною та двоциклічною схемами. Для зменшення патологічних змін фабрицієвої бурси при застосуванні вакцини БГ із слабоатенуйованого вірусу інфекційної бурсальної хвороби доцільно використовувати стимулятор з вітаміном Е.
На підставі виконаних досліджень розроблено „Рекомендації щодо патоморфологічної діагностики імунодефіцитів птиці, їх корекції та стимуляції післявакцинального імунітету похідними імідазолу”.
Основні положення, що виносяться на захист
· Серологічні дослідження в комплексі з гістоморфологічним вивченням основних органів імунітету курей (фабрицієвої бурси, селезінки і тимусу) дозволяють оцінювати стан імунітету птиці та ступінь імуносупресивної дії вакцин. 
· Значне поширення імуносупресивних станів у курчат раннього віку висуває необхідність здійснення серомоніторингу до н’юкаслської і інфекційної бурсальної хвороб, гістологічного контролю імунокомпетентних органів при підозрі на імунодефіцит і застосування засобів імунокорекції.
· Атенуйовані вакцини, зокрема вакцина БГ і 228 Е зумовлюють важкі незворотні зміни фабрицієвої бурси, близькі до тих, які спостерігаються при інфекційній бурсальній хворобі, що треба враховувати при їх щепленні.
· Новий імуностимулятор імідазолового ряду ФІАНТ-2 нешкідливий, не поступається за своєю активністю перед левамізолом і діє як імуностимулятор при вакцинації птиці проти н’юкаслської хвороби.
· Застосування імуностимуляторів ФІАНТ-2 і левамізолу самостійно, або в суміші з вітаміном Е та аеросилом при вакцинації курчат проти хвороби Гамборо слабоатенуйованими вакцинами послаблює вираженість патологоанатомічних змін фабрицієвої бурси і підвищує рівень специфічних антитіл на 14 добу після щеплення на 0,2-0,8 log2.
· Більш виражену корегуючу дію чинять імуностимулятори ФІАНТ-2 і левамізол при одночасному щепленні проти н’юкаслської хвороби вакциною Ла-Сота та інфекційної бурсальної хвороби вірус- вакциною 2 ІЕКВМ (УМ-93) з інтервалами різної тривалості за запропонованою двоциклічною схемою, де цикл із двох – чотирьох введень через одну добу після вакцинації повторюється через сім діб, тобто на висоті розвитку імунної відповіді.
· Вираженість імунної реакцій при щепленні проти н’юкаслської хвороби залежить від віку птиці. Кращій ефект дає застосування імуностимуляторів курчатам старшого віку (старше 25 діб), імунні органи яких досягли більшого морфологічного розвитку.
Особистий внесок здобувача. Автор дисертації особисто приймав участь в розробці схем і напрямків експериментів, організації та проведенні науково-господарських дослідів. Самостійно виконав весь обсяг експериментальних досліджень, узагальнив первинні дані, які статистично обробив і проаналізував. 
Апробація результатів дисертації. Результати були представлені, обговорені і схвалені на річних наукових конференціях ІЕКВМ УААН, звітних сесіях вченої ради ІЕКВМ УААН у 1998-2002 роках; першій міжвузівській науковій конференції молодих вчених і аспірантів „Інфекційна патологія молодняку сільськогосподарських тварин і птиці” (9-10 червня 1999 р. САУ м. Суми); конференції молодих вчених та спеціалістів ІЕКВМ ”Стан та перспективи розвитку ветеринарної науки” (6-7 жовтня 1999 р. ІЕКВМ м. Харків); Міжнародній науково-практичній конференції „Ветеринарна медицина на порозі ХХІ століття” (15-16 листопада 2000 р. ІЕКВМ м. Харків); V-му з’їзді паразитоценологів України „Проблеми зооінженерії та ветеринарної медицини” (5-6 квітня 2001р., ХЗВІ і ХДМУ м. Харків); Міжнародній науково-практичній конференції „Актуальні проблеми ветеринарної медицини в умовах сучасного ведення тваринництва” (26 травня-2 червня 2003 р., ІЕКВМ м. Феодосія).
Публікації. Основний зміст дисертації викладено у 16 друкованих працях, з них 13 статей опубліковано у фахових виданнях. У співавторстві опубліковані методичні рекомендації та деклараційний патент на винахід. 
Структура та обсяг дисертації. Дисертація викладена на 149 сторінках комп’ютерного тексту, ілюстрована 15 таблицями і 18 рисунками. Робота складається із вступу, огляду літератури, матеріалів та методів досліджень, власних досліджень, аналізу і узагальнення результатів власних досліджень, висновків і пропозицій виробництву та списку джерел літератури, який містить 301 найменування, в тому числі 103 іноземних. 


ВИСНОВКИ
1. Вивчена імуносупресивна дія живих вакцин із штамів БГ та 228 Е вірусу інфекційної бурсальної хвороби. Запропоновані схеми корекції імунітету похідними імідазолу (левамізол і ФІАНТ-2) при вакцинаціях птиці проти н’юкаслської та інфекційної бурсальної хвороб. Розроблено комплекс серологічних, морфометричних  та імуногістохімічних досліджень, що дозволяє оцінювати гуморальний і клітинний стан імунітету птиці при застосуванні вакцин з імуносупресивною дією і контролювати ефективність корегуючої дії імуностимуляторів.
2. Однією із головних причин послаблення функції імунокомпетентних органів є їх ураження імуносупресивними вірусами та вакцинами, виготовленими на їх основі. Після щеплення курей вакцинами БГ та 228 Е із слабоатенуйованих вірусів інфекційної бурсальної хвороби в фабрицієвій бурсі розвиваються зміни характерні для цього захворювання, які приводять до руйнування фолікулів та атрофії органу, що зумовлює тяжкий імунодефіцитний стан.
3. Левамізол в дозі 4 мг/кг живої ваги та ФІАНТ-2 - 1 мг/кг живої ваги, при застосуванні їх за рекомендованими схемами, стимулюють стан гуморального імунітету курчат після щеплення проти інфекційної бурсальної хвороби вакциною із штаму БГ. Застосування цих препаратів чотири рази підряд самостійно, або в комплексі з вітаміном Е сприяє підвищенню титру антитіл на 0,6-0,8 log2 порівняно з групою контролю. 
4. За даними серологічних та гістологічних досліджень препарат ФІАНТ-2, похідний імідазолу, в дозі 1 мг/кг живої маси проявляє виражену імуностимулюючу дію і не поступається за ефективністю левамізолу, застосованому в дозі 2,5-4 мг/кг.
5. Застосування вітаміну Е та аеросилу разом з імуностимуляторами (левамізолом і ФІАНТ-2) не посилює морфофункціональну активність імунокомпетентних органів після щеплення вакциною БГ, але зменшує ступінь вираженості патологічних змін, зумовлених дією вакцини.
6. Ефект імуностимулюючої дії при щепленні птиці проти н’юкаслської хвороби (вакциною із штаму Ла-Сота) та інфекційної бурсальної хвороби (вірус-вакциною 2 ІЕКВМ із штаму УМ-93) досягається при дворазовому призначенні ФІАНТ-2 з наступної доби після щеплення. Прояви імуностимуляції розвиваються швидше при введенні препарату один раз на добу протягом чотирьох діб. Більш стійкий і тривалий ефект забезпечує застосування двоциклічної схеми, яка передбачає дво- або чотириразове введення імуностимулятора підряд кожну добу, з перервою сім-вісім діб.
7. Чіткі прояви імуностимулюючої дії препарату зумовлює застосування ФІАНТ-2 за двоциклічною схемою при одночасній вакцинації птиці проти інфекційної бурсальної та н’юкаслської хвороби. Найбільше імуностимуляція проявляється на 21 добу після щеплення. Титр специфічних антитіл при цьому зростає на 1,3 log2 як при вакцинації проти н’юкаслської хвороби, так і інфекційної бурсальної хвороби у порівнянні з групою, якій не задають імуностимулятор. Одноциклічні схеми імуностимуляції ФІАНТ-2 сприяють збільшенню титрів антитіл на 0,3-1 log2. 
8. Ефективність дії імуностимуляторів при щепленні проти н’юкаслської хвороби залежить від віку курчат. Кращий ефект імуностимуляції дає застосування ФІАНТ-2 курчатам старшого віку після щеплення в 25-ти добовому віці, коли імунні органи досягають більш вираженої морфологічної завершеності в порівнянні з курчатами, яким вводять вакцини і використовують імуностимулятор  у 15-ти добовому віці. Рівень групового імунітету на 14 добу після щеплення проти н’юкаслської хвороби складає 100 % у птиці обох вікових груп, але титр антитіл вище у птиці, яку щеплюють в віці 25 діб.
9. Двоциклічна схема імуностимуляції ефективна як при застосуванні левамізолу, так і ФІАНТ-2. Найвищий ефект приросту маси та стимуляції морфометричних показників імунокомпетентних органів дає ця схема при щепленні проти н’юкаслської хвороби. 
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