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ВСТУП


           Актуальність теми.  Чума домашніх і диких м'ясоїдних тварин – одна з найпоширеніших і небезпечних інфекційних хвороб [6, 17, 34, 36, 38, 39, 132].  Вона завдає значних економічних збитків хутровому звірівництву і собаківництву через високу летальність. Симптоматика її помітно змінюється. Останнім часом чимало типових ознак хвороби не реєструється [132, 135, 161]. Це, очевидно, пов’язано  з інтенсивним застосуванням різноманітних профілактичних і терапевтичних засобів, які створюють умови для природної селекції модифікованих штамів вірусу [9, 12, 259]. Використання існуючих вакцинних препаратів для профілактики цього захворювання  та відомих засобів терапії хворих на  чуму тварин не завжди призводить до очікуваного ефекту. З цього випливає необхідність пошуку більш надійних засобів профілактики та терапії при чумі м'ясоїдних. Важливим завданням сьогодення  все ще залишається діагностика, профілактика та терапія чуми м'ясоїдних.     
           Нині відмічається широке впровадження в практику ветеринарної медицини засобів і методів  профілактики та терапії інфекційних захворювань, а також певні досягнення у клінічній імунології. Удосконалення існуючих засобів   залишається об’єктом  досліджень багатьох наукових центрів світу [5, 13, 22, 29, 42, 260]. Публікації, щодо згаданих проблем, вказують на те, що  одним із пріоритетних напрямків цих досліджень є створення препаратів на основі трансфер-фактора [28, 32, 78, 91, 96, 118, 127, 129]. Всебічне вивчення імунобіологічних властивостей цих препаратів спрямоване на подальше широке застосування їх для лікування хворих людей і тварин [32, 127, 130]. Сьогодні людство в арсеналі лікарських засобів має цілий ряд препаратів ТФ. Отримані  антигеноспецифічні трансфер-фактори знаходять все більше клінічне використання [32, 234].  Препарати на основі трансфер-фактора мають ряд суттєвих переваг над іншими імуномодуляторами та традиційними засобами, які широко використовуються нині для лікування хворих людей і тварин,   зокрема вони не мають у своєму складі трансплантаційних антигенів,  безпечні,  здатні терміново обумовити «адресну» резистентність організму.      
            Співробітники кафедри мікробіології, вірусології та біотехнології Національного  університету біоресурсів і природокористування України мають певний досвід в отриманні ефективних зразків трансфер-фактора, специфічного, зокрема проти збудника сказу, ротавірусної та коронавірусної інфекцій великої рогатої худоби і деяких інших. З доступних нам літературних джерел ми не знайшли відомостей щодо наявності препаратів  на основі згаданого фактора при чумі м'ясоїдних.  Тому наші наукові дослідження були спрямовані саме на створення відповідного препарату.   
         Зв’язок роботи з науковими програмами, планами,  темами.       Дисертація є частиною комплексних досліджень за темою  «Розробити наукові основи отримання  препаратів з протективною активністю на основі факторів  клітинної кооперації (цитокінів)», номер державної реєстрації – 0106U005716.     
         Мета і завдання дослідження. Мета роботи – отримати трансфер-фактор активного імунітету проти чуми м’ясоїдних та дослідити його імуномодулюючу активність.
         Відповідно до мети роботи були поставлені такі наукові завдання:
–  оптимізувати  параметри культивування вірусу чуми м’ясоїдних  у  культурі клітин та в курячих ембріонах для отримання препаративної маси антигену;
– розробити метод сенсибілізації свиней-донорів трансфер-фактора, специфічного щодо  чуми  м’ясоїдних;
–  отримати дослідні  зразки трансфер-фактора активного імунітету, специфічного щодо  збудника чуми м’ясоїдних, та визначити їх імунобіологічну активність;
– вивчити  імунобіологічну активність окремих фракцій трансфер-фактора, отриманих  методом гельпроникаючої хроматографії;  
–  здійснити перенесення гіперчутливості сповільненого типу до збудника чуми м’ясоїдних  від сенсибілізованих донорів (свиней) до інтактних ксеногенних реципієнтів (білих мишей та курячих ембріонів) за допомогою трансфер-фактора,  специфічного щодо  збудника чуми м’ясоїдних;
– визначити вплив  ТФ  на деякі біохімічні та гематологічні показники  крові   собак;
· дослідити на курячих ембріонах протективну активність трансфер-фактора, специфічного щодо збудника чуми м’ясоїдних;
· розробити методику отримання комбінованих зразків трансфер-факторів, специфічних щодо аденовірозу, інфекційного гепатиту, парвовірусної інфекції, лептоспірозу та чуми собак  та дослідити їх терапевтичну ефективність в умовах клінік міст  Києва та Чернігова.  
         Об’єкт дослідження.  Трансфер-фактор клітинного (активного) імунітету при  чумі м’ясоїдних.     
         Предмет дослідження.  Методика отримання, імуномодулюючі властивості та терапевтична ефективність дослідних зразків трансфер-фактора. 
         Методи дослідження. Поставлені в роботі наукові завдання вирішували експериментально з використанням вірусологічних (культивування вірусу чуми м’ясоїдних в КК та КЕ), імунологічних (реакціях гіперчутливості сповільненого типу (ГСТ), бласттрансформації лімфоцитів (РБТЛ) та (РІМЛ) інгібіції міграції лейкоцитів), біохімічних (дослідження сироватки крові тварин), гематологічних (визначення популяційного та субпопуляційного складу лімфоцитів), клінічних (обстеження хворих тварин) та статистичних методів досліджень.
          Наукова новизна одержаних результатів.  Вперше розроблено схему сенсибілізації свиней-донорів для отримання трансфер-фактора, специфічного щодо збудника чуми м’ясоїдних, яка включала імунізацію тварин антигеном ЧМ у поєднанні з ад’ювантом ISA–25; отримано зразки трансфер-фактора активного імунітету щодо вірусу чуми м’ясоїдних, визначено та  охарактеризовано його високу імунобіологічну активність в реакціях ГСТ, РБТЛ та РІМЛ;  оптимізовано методику  культивування вірусу чуми м’ясоїдних (штам 668–КФ) в культурі клітин фібробластів курячих ембріонів та в курячих ембріонах, що дозволило отримати в умовах лабораторії вірус із титром біологічної активності  106,61ТЦД50/см3;  розроблено раціональний метод визначення активності трансфер-фактора, специфічного щодо  збудника чуми м’ясоїдних, який дозволяє опосередковано визначати біологічну активність отриманих зразків ТФ із використанням КЕ; встановлено здатність індукції активного клітинного імунітету до вірусу  чуми м’ясоїдних  у ксеногенних реципієнтів, що підтверджують результати ГСТ, РБТЛ та РІМЛ; доведено можливість комбінованого отримання ефективних зразків трансфер-факторів, розроблено «Спосіб отримання трансфер-фактора «Гексаканіс-ТФ», специфічного щодо збудників лептоспірозу, аденовірозу, інфекційного гепатиту, парвовірусної інфекції та чуми м’ясоїдних», на що отримано патент  UA 36156, А61К 39/00.
          Практичне значення одержаних результатів.  Результати досліджень обґрунтовують ефективність використання трансфер-фактора, специфічного щодо  збудника чуми м’ясоїдних, у практиці  ветеринарної медицини. Експериментальні зразки  ТФ, отримані із  лімфоїдних органів імунізованих донорів, виявили також  терапевтичний ефект  при клінічному застосуванні хворим на чуму тваринам (собакам).
          Результати дисертаційного дослідження можуть бути  впроваджені як елементи біотехнології промислового виготовлення препарату на основі трансфер-фактора, специфічного щодо чуми м’ясоїдних та інших актуальних інфекційних хвороб, а також використовуватись в навчальному процесі на кафедрі мікробіології, вірусології та біотехнології НУБіПУ. Результати науково-дослідної роботи увійшли до методичних рекомендацій та вказівок для спеціалістів ветеринарної медицини, агропромислових підприємств, працівників і студентів аграрних навчальних закладів. 
         Особистий внесок здобувача полягає у самостійному проведенні теоретичних та практичних експериментальних досліджень, аналізі їх результатів та підготовці матеріалів до опублікування.
         Апробація результатів дисертації. Основні результати досліджень доповідалися на чотирьох наукових конференціях професорсько-викладацького складу та аспірантів Національного аграрного університету в 2005–2008 рр. та Міжнародному конгресі спеціалістів ветеринарної медицини, присвяченому 110- річчю НАУ.
          Публікації. За матеріалами досліджень опубліковано 4 статті у фахових виданнях та 8 тез доповідей, в яких викладені основні положення дисертаційної роботи.
          










ВИСНОВКИ

 1. У дисертації наведене теоретичне узагальнення і нове вирішення наукової задачі, що виявляється в експериментальному обґрунтуванні отримання біологічно активних зразків трансфер-фактора, специфічного щодо вірусу чуми м’ясоїдних та доведено можливість отримання  його у комбінації з іншими ТФ, специфічними щодо збудників  лептоспірозу, аденовірозу, інфекційного гепатиту та парвовірусної інфекції собак;  підтверджено їх виразний вплив на клітинний імунітет  та встановлено протективну дію трансфер-фактора, специфічного щодо чуми м’ясоїдних  в умовах експериментальної інфекції на курячих ембріонах. 
  2. За допомогою експериментальних зразків трансфер-фактора, специфічного щодо чуми м’ясоїдних та комбінованого зразка «Гексаканіс – ТФ»,  здійснено перенесення активного клітинного імунітету до збудників чуми і інших патогенів від свиней донорів трансфер-фактора ксеногенним тваринам (білим мишам).
  3. Найбільш біологічно активними виявились експериментальні  зразки трансфер-фактора, специфічного щодо чуми м’ясоїдних, отримані  із лімфоїдних органів свиней-донорів при одноразовому введенні їм антигену чуми м’ясоїдних (вірус шт. 668–КФ + ад’ювант ISA–25 у співвідношенні 1:1) порівняно з 3-кратним введенням відповідного антигену.
 4. Зразки трансфер-фактора, специфічного щодо чуми м’ясоїдних, інтенсивно стимулюють бласттрансформаційну активність лімфоцитів у присутності специфічного антигену та мітогену ФГА (Р < 0,001). 
  5. Оптимізовано елементи методики приготування первинно-трипсинізованої культури фібробластів КЕ (ФКЕ) та  культивування вірусу чуми м’ясоїдних   (шт. 668–КФ та шт. ТС–2), які дозволяють отримувати в умовах лабораторії вірус із титром біологічної активності  106,61 ТЦД 50/см3  та     10 5,19 ТЦД 50/см3   відповідно .
  6. Трансфер-фактор, специфічний щодо вірусу чуми м’ясоїдних,  призводить у собак до вірогідного збільшення популяції циркулюючих у крові лімфоцитів і обумовлює виразну зміну субпопуляційного складу Т-клітин,  що виражається у знижені числа теофілінчутливих лімфоцитів і підвищенні кількості теофілінрезистентних клітин. Після одноразового введення ТФ показник співвідношення Тх/Тс у дослідних тварин досягав максимальних значень через тиждень і становив 3,62, а ще через сім діб після повторного введення препарату зростав до 3,74. 
  7. Зразки трансфер-фактора, специфічного щодо чуми м’ясоїдних, практично не впливали на біохімічні показники крові собак: вміст  загального білка, креатиніну та активність ферментів – аспартатамінотрансферази і аланінамінотрансферази.  Введення препарату ТФ у рекомендованих дозах не спричиняє негативного впливу  на стан та функціональну активність життєво важливих органів собак: печінки та нирок. 
 8.  Застосування ТФ, специфічного щодо збудника ЧМ у собак,  із лікувально-профілактичною метою є нешкідливим і безпечним, про що свідчать результати  гематологічних досліджень.
  9. Зразки фактора перенесення активного імунітету проти вірусу чуми м’ясоїдних  в умовах експериментальної інфекції  на КЕ, обумовили  виразний протективний ефект. 
  10. Запропонований  метод  для визначення активності ТФ, специфічного щодо вірусу чуми м’ясоїдних, який базується на експериментальній інфекції   курячих ембріонів, показав високий ефект і відкриває перспективи для поліпшення стандартизації відповідних препаратів за їх активністю.
   11. За допомогою колоночної хроматографії  отримано по 7 фракцій зразків ТФ (Гексаканіс–ТФ та ТФ–ПЧМ–1), з яких активними і антигенспецифічними фракціями виявилися: зразки № 4, 5, 3 і 6 (ТФ–ПЧМ–1) та зразки № 6, 4, 5 і 7 (Гексаканіс–ТФ);  в РІМЛ  індекс міграції  їх становив –  41 %, 44, 55, 58 %  та 43,6 %, 49,3, 57,7, 63 % – відповідно. Антигенспецифічні фракції препаратів ТФ мали ММ у діапазоні від 2500 до 4000Д. 
     12.  У результаті експериментальних випробувань  ефективності лікування  ТФ найбільш розповсюджених інфекційних захворювань собак із застосуванням зразків фактора перенесення (Гексаканіс–ТФ та ТФ–ПЧМ–1) було встановлено значне прискорення термінів одужання хворих собак, у середньому до двох діб   порівняно з контрольними групами.  Застосування зразків ТФ при тяжких нервових формах чуми м’ясоїдних  виявилось неефективним. 
  13. Терапія із застосуванням  трансфер-фактора  істотно поліпшує імунний статус у собак хворих на чуму, лептоспіроз, аденовіроз, інфекційний гепатит, парвовірусну інфекцію.





















ПРОПОЗИЦІЇ  ВИРОБНИЦТВУ

     Для проведення науково-дослідної роботи з проблем діагностики чуми м’ясоїдних,  вивчення клітинного імунітету тварин та створення препаратів на основі фактора перенесення запропоновано:
    1. «Методичні рекомендації  з оцінки та корекції клітинного імунітету у тварин», затверджені Науково-методичною радою Державного Департаменту ветеринарної медицини Мінагрополітики України 20.12.2006р. (протокол №2). 
    2. Методичні вказівки  для спеціалістів ветеринарної медицини, співробітників науково-дослідних і навчальних закладів, аспірантів і студентів факультету ветеринарної медицини «Оцінка та корекція клітинного імунітету у тварин», Видавничий центр НАУ, 2005р.
    3. Методичні вказівки для студентів і магістрантів факультету ветеринарної  медицини та слухачів підвищення кваліфікації – лікарів ветеринарної медицини  – вірусологів «Лабораторна діагностика чуми м’ясоїдних». Київ, Видавничий центр НАУ, 2007р.
    4. Спосіб отримання трансфер-фактора “Гексаканіс–ТФ”, специфічного щодо збудників лептоспірозу, аденовірозу, інфекційного гепатиту, парвовірусної інфекції та чуми м’ясоїдних (патент № 36156, який зареєстровано в Державному реєстрі патентів України на корисні моделі 10.10.2008 р.).
    5. Для промислового виготовлення  біологічно активних зразків трансфер-фактора, специфічного щодо чуми м’ясоїдних та полівалентного препарату «Гексаканіс–ТФ» проти збудників  чуми, лептоспірозу, аденовірозу, інфекційного гепатиту, парвовірусної інфекції собак  при імунізації свиней-донорів необхідно використовувати антигени – вірус шт. 668–КФ + ад’ювант ISA–25 у співвідношенні 1:1 та вакцину Гексаканівак фірми «Ветзвероцентр» (Росія) за ТУ 9384-057-0494185-94, відповідно. 
    6. За умови позитивної експертизи ТУ на препарат «Гексаканіс–ТФ»,  лікарям клінік ветеринарної медицини пропонуємо використовувати  його   для терапії тварин при чумі, лептоспірозі, аденовірозі, інфекційному гепатиті, парвовірусній інфекції собак.
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