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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ

ААМ – комплексний алерген з атипових мікобактерій
АГ – антиген
БЦЖ – BCG
ВООЗ – Всесвітня організація охорони здоров’я
ВРХ – велика рогата худоба
ВТП – внутрішньошкірна туберкулінова проба
ГЧСТ – гіперчутливість сповільненого типу
ІФА – імуноферментний аналіз
ККРА – крово‑краплина реакція аглютинації
МФА – метод флюоресцюючих антитіл
ПЛР – полімеразна ланцюгова реакція
ППД – protein purified derivate
РА – реакція аглютинації
РГА – реакція гемаглютинації
РІФ – реакція імунодифузії в агаровому гелі
РНГА – реакція непрямої гемаглютинації
РП – реакція преципітації
СВ – сахарозо-желатинозне середовище
СЖ – сахарозо-желатинове середовище
СЖА – сахарозо-желатино-агарове середовище
СКРА – сироватко-краплина реакція аглютинації
ТО – туберкулінова одиниця
УЗДН – ультразвукова дезінтеграція



ВСТУП

Актуальність теми. Сучасні птахівничі підприємства можуть бути рентабельними тільки в тому разі, якщо вони укомплектовані здоровим і високопродуктивним поголів’ям птиці. Тому одним з найважливіших завдань ветеринарної науки й практики є оздоровлення від інфекційних захворювань неблагополучних господарств і постійний контроль епізоотичної ситуації щодо вірус-бактеріальних інфекцій, зокрема і щодо туберкульозу [27, 29, 291, 293].
З літературних джерел відомо, що постійна циркуляція збудника туберкульозу на поголів’ї дикої птиці, а також безліч факторів передачі M. avium забезпечують підтримку осередків цієї інфекції в природі, що створює постійну загрозу зараження сприйнятливих до туберкульозу M. avium тварин і птиці, а також людей [23, 66, 83, 311]. В окремих публікаціях наводяться дані про виділення збудника туберкульозу M. avium від хворих курей і трансоваріальний шлях його передачі здоровим тваринам [148, 174, 245].
Для забезпечення стійкого благополуччя щодо туберкульозу птиці в птахогосподарствах України усіх форм власності необхідно здійснювати моніторинг епізоотичної ситуації щодо цього захворювання з метою своєчасного виявлення джерела збудника інфекції і проведення заходів з недопущення занесення інфекції в благополучні стада [60, 88, 144, 206, 286, 287, 295].
Для моніторингу епізоотичної ситуації щодо туберкульозу птиці в нашій країні, як і в багатьох країнах світу, у виробництво впроваджені методи алергічної діагностики із застосуванням туберкуліну очищеного (ППД) для птиці, але відомо, що на ранніх стадіях інфекційного процесу (10 ‑ 20 діб) та за генералізованої форми туберкульозу, ця проба не забезпечує повного виявлення хворої на туберкульоз птиці. Ряд дослідників запропонували використовувати методи серологічної діагностики, які дозволяють виявляти анергічну до туберкуліну хвору птицю. Це вимагає розробки і впровадження в практику високоспецифічного діагностикуму для постановки серологічних тестів [253, 282, 324].
З метою забезпечення бактеріальною масою процесу виробництва діагностичних препаратів виникає необхідність в оптимізації умов їх ліофільної сушки з використанням захисного середовища для збереження колекції продуктивних штамів M. avium [305, 309].
Вирішення цих питань особливо актуальне в процесі розробки та удосконалення засобів специфічної діагностики туберкульозу птиці, оцінки їх активності й специфічності, що є необхідною умовою здійснення моніторингу епізоотичної ситуації щодо туберкульозу птиці на території України.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконувалася згідно з тематичними планами наукових досліджень Національного наукового центру «Інститут експериментальної і клінічної ветеринарної медицини» ННЦ ІЕКВМ на 2001 ‑ 2005 роки за завданням «Розробити систему заходів боротьби з туберкульозом сільськогосподарських тварин в умовах реформування тваринництва» (номер державної реєстрації 0101U001615) та за завданням на 2006 ‑ 2010 рр. «Вивчити біологію збудників туберкульозу, особливості епізоотичного та інфекційного процесів, розробити нові методи профілактики, діагностики і боротьби з туберкульозом тварин» (номер державної реєстрації 0106U000351).
Мета і задачі досліджень. Метою роботи було вивчення епізоотичної ситуації щодо туберкульозу птиці в господарствах різних форм власності, виділення культур M. avium, вивчення їх протеїногенних і антигенних властивостей, розробка антигена для постановки ККРА та оптимізація умов зберігання M. avium для забезпечення виробництва засобів специфічної діагностики.
Для досягнення поставленої мети необхідно було вирішити такі завдання: 
- проаналізувати епізоотичну ситуацію щодо туберкульозу птиці та виділення культур M. avium з патологічного матеріалу від сільськогосподарських тварин та птиці;
- вивчити морфологічні ознаки, біохімічні, культуральні та біологічні властивості виділених з патологічного матеріалу культур M. avium;
- виділити протеїногенний штам, придатний для виробництва туберкуліну (ППД) для птиці;
- розробити методику виготовлення антигена для постановки ККРА;
- оптимізувати умови ліофільної сушки антигенних і протеїногенних штамів M. avium для виробництва засобів специфічної діагностики.
Об’єкт дослідження: туберкульоз; засоби специфічної діагностики туберкульозу птиці.
Предмет дослідження: морфологічні, тинкторіальні, культуральні, біохімічні, біологічні, протеїногенні та антигенні властивості M. avium, живильні середовища для виділення й культивування мікобактерій, виготовлення засобів специфічної діагностики туберкульозу птиці, вивчення їх активності і специфічності на поголів’ї хворої на туберкульоз птиці, а також визначення життєздатності ліофілізованих культур М. avium.
Методи досліджень. У роботі використовували ретроспективний епізоотологічний аналіз і методи бактеріоскопічного, бактеріологічного, біохімічного, біологічного, патологоанатомічного, серологічного, алергічного та статистичного досліджень.
Наукова новизна одержаних результатів. Уперше за 20 років здійснено аналіз епізоотичної ситуації щодо туберкульозу птиці в Україні і результатів виділення M. avium з біоматеріалу від сільськогосподарських тварин. 
Установлена захворюваність птиці туберкульозом в птахогосподарствах різних форм власності в межах від 0,06 % до 2,56 %, а в особистих підсобних господарствах громадян ‑ від 3,3 до 89 % випадків.
Уперше від хворої на туберкульоз птиці виділено й селекціоновано протеїногенний штам M. avium‑ЗСП‑93, перспективний для виготовлення туберкуліну очищеного (ППД) для птиці в стандартному розчині, який задепоновано в ДНКІБШМ. 
Розроблена методика отримання специфічного антигена з M. avium та визначена його ефективність в ККРА при дослідженні птиці на туберкульоз.
Уперше оптимізовані умови зберігання штамів M. avium на захисно-суспензійному середовищі й визначена оптимальна концентрація бактеріальної зависі та режим ліофілізації, що забезпечує життєздатність М. avium до 70 %‑72 % упродовж 18 місяців.
Вивчено вплив процесу ліофілізації на основні біологічні властивості M. avium та рівень життєздатності впродовж терміну зберігання.
Практичне значення одержаних результатів. Практичне значення роботи полягає в тому, що селекціоновано і задепоновано протеїногенний штам M. avium ЗСП ‑ 93, перспективний для виготовлення туберкуліну (ППД) для птиці та антигена для постановки ККРА. 
Запропонована схема ліофілізації M. avium, яка забезпечує збереження основних біологічних властивостей та високу життєздатність M. avium як на етапах процесу ліофілізації, так і впродовж терміну зберігання.
За результатами досліджень розроблено «Методичні рекомендації з ліофілізації мікобактерій пташиного виду», які ухвалені методичною комісією з інфекційної патології ННЦ «ІЕКВМ» протокол № 6 від 2.11.06 р. і затверджені науково-методичною радою Державного департаменту ветеринарної медицини України, протокол № 3 від 20.12.06 р.
Матеріали дисертації використані при розробці „Інструкції з профілактики та ліквідації туберкульозу птиці”, затвердженої Департаментом ветеринарної медицини України 28.08.06 р., та нормативної документації на виготовлення антигена для діагностики туберкульозу птиці в ККРА ‑ (ТУ У 24.4‑00497087‑075:2009).
Особистий внесок здобувача полягає в безпосередньому виконанні всього обсягу робіт за темою дисертації, а саме: аналізу літературних джерел, підборі методів та методик, здійсненні наукових експериментів, статистичної обробки й аналізу первинних даних, узагальненні результатів власних досліджень, формулюванні наукових положень і висновків. Вивчення морфологічних, тинкторіальних, біохімічних, культуральних, біологічних та протеїногенних властивостей ізольованих культур мікобактерій, а також виготовлення антигена з M. avium і постановка ККРА в дослідах на здоровій і хворій на туберкульоз птиці здійснювалися спільно з керівником та провідним науковим співробітником лабораторії вивчення туберкульозу ННЦ ІЕКВМ, кандидатом ветеринарних наук Позмоговою С.А.
Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертаційної роботи доповідались, обговорювались та отримали схвалення на звітних сесіях вченої ради ННЦ ІЕКВМ за підсумками роботи у 2004 ‑ 2008 рр., м. Харків; 
- щорічних звітних наукових конференціях Луганського НАУ за підсумками роботи (2004‑2008 рр.); 
- науково-практичному семінарі з питань ветеринарної медицини птахівництва (17 червня 2004 року, м. Луганськ);
- всеукраїнській конференції студентів, магістрантів і аспірантів „Майбутнє ветеринарної медицини, біології та біотехнології” (26‑28 квітня 2005 року, м. Луганськ);
- міжнародній науково-практичній конференції „Молоді вчені у вирішенні проблем аграрної науки і практики” (2006 рік, м. Львів);
- VII конференції з птахівництва з міжнародною участю (18‑22 вересня 2006 року, м. Алушта);
- VI з’їзді паразитоценологів України з міжнародною участю (11‑13 жовтня 2006 року, м. Харків);
- міжнародній науково-практичній конференції „Регіональні проблеми екології ветеринарної медицини (24‑25 жовтня 2007 року, м. Житомир);
- науково-практичній конференції, присвяченій 10-річчю заснування факультету ветеринарної медицини Луганського НАУ (26‑27 жовтня 2007 року, м. Луганськ).
Публікації. За матеріалами дисертаційної роботи опубліковано 12 наукових праць, у тому числі 11 ‑ у фахових наукових виданнях, перелік яких затверджено ВАК України, з них 3 – одноосібних, методичні рекомендації та ТУ.
Структура та обсяг дисертації. Дисертація викладена на 126 сторінках друкованого тексту і складається з таких розділів: вступу, огляду літератури, матеріалів і методів досліджень, результатів власних досліджень, аналізу та узагальнення результатів досліджень, висновків, пропозицій виробництву, додатків та списку використаних літературних джерел. Роботу ілюстровано 11 рисунками і 21 таблицями. Список літературних джерел містить 355 найменувань, серед яких 104 праці авторів дальнього зарубіжжя.

ВИСНОВКИ
1. У дисертації наведені аналітичні дані щодо епізоотичної ситуації туберкульозу птиці в господарствах різних форм власності і виділених культур M. avium з біоматеріалу від сільськогосподарських тварин. Проведене вивчення епізоотичних штамів M. avium  ‑ морфологічних ознак, культуральних, біохімічних, біологічних властивостей. Шляхом селекції одержано протеїногенний штам M. avium, придатний для виготовлення туберкуліну очищеного (ППД) для птиці. Розроблена методика виготовлення антигену для ККРА, а також режим ліофілізації M. avium на захисному суспензійному середовищі, що забезпечує їх життєздатність на рівні 70 ‑ 72%.
1. Ретроспективним аналізом державної звітності встановлено, що в період з 1970 до 2007 рр. з досліджуваного на туберкульоз біоматеріалу ізольовано 2898 культур M. avium, в т.ч. від великої рогатої худоби – 38,9 %, від свиней ‑ 3,7 % та від птиці ‑ 57,4 %.
1. Методом алергічних досліджень птахопоголів’я, що утримується в індивідуальних господарствах громадян, відсоток реагуючих на внутрішньошкірну пробу складає від 3,3 % до 38 %, тоді як в птахопідприємствах ‑ коливається від 0,06 % до 2,56 %.
1. Селекціонований туберкуліногенний штам M. avium ЗСП ‑ 93, має високі протеїногенні властивості, що дозволяє використовувати його для виготовлення туберкуліну очищеного (ППД) для птиці. 
1. Отриманий шляхом селекції штам M. avium ЗСП ‑ 93, за умови культивування на синтетичному поживному середовищі впродовж 60 діб, забезпечує накопичення бактеріальної маси з розрахунку на 1 літр ‑ 0,54 ± 0,06 %, а в культуральному фільтраті - вмісту загального білка 3,42 ± 0,01 мг/см3 і біологічну активність виготовленого з нього туберкуліну – 50495 ТО.
1. Встановлена висока активність в ККРА корпускулярного антигену з штаму M. avium ІЕКВМ УААН і селекціонованого штаму M. avium ЗСП ‑ 93 (в концентрації 5 мг/см3).
1.  Розроблена методика ліофільної сушки в концентрації 100 – 200 мг/см3 мікробних клітин у середовищі СВ дозволяє забезпечити життєздатність M. avium на рівні 70 ‑ 72 % впродовж 1,5 р. (термін спостереження) без суттєвих змін морфологічних ознак, культуральних, біохімічних і біологічних властивостей, що дозволяє забезпечити бактеріальною масою процес виробництва діагностичних препаратів з M. avium.
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