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Загальна характеристика роботи

Актуальність теми. Проблеми, пов’язані з розвитком внутрішніх хвороб великої рогатої худоби, завжди були в центрі уваги ветеринарних фахівців. Особливо широко розповсюджені хвороби, спричинені порушенням обміну речовин. У корів молочних порід часто діагностують остеодистрофію (Кондрахін І.П., 1980, 1989, 2000; Борисевич Б.В., 1992, 1997, 1999; Павлов М.Є., 1998; Левченко В.І. зі співавт., 2000). Серед основних причин остеодистрофії дослідники відзначають незбалансоване мінерально-вітамінне живлення, наявність супутніх патологій, зокрема кетозу, утримання на забруднених радіонуклідами територіях та порушення технологічних режимів утримання корів. Вплив останнього фактора на розвиток остеодистрофії у великої рогатої худоби не викликає сумніву, але його механізми висвітлені в літературі недостатньо (Волторністий В.М., 1983, 1987; Плященко С.И., Сидоров В.Т., 1987; Борисевич В.Б. зі співавт., 1992; Порфирьев И.А., 2001).
Для діагностики остеодистрофії корів розроблені і впроваджені в практику клінічні, фізичні, біохімічні та гістологічні методи, кожен з яких не тільки використовується для вирішення наукових і практичних завдань, але й має певні обмеження. Тому багато питань щодо діагностики остеодистрофії, особливо її ранньої стадії, залишаються ще маловідомими (Кондрахин И.П., 1989; Самотаев А.А., Розанов В.И., 1997; Борисевич В.Б., Борисевич Б.В, 2002). Це стосується деяких біохімічних тестів, що характеризують стан мінерального гомеостазу, який змінюється лише при істотних порушеннях системи ендокринної регуляції та значному ступені ушкоджень структури кісткової тканини. Відомості про стан органічної складової кісткової тканини у корів у нормі та при остеодистрофії досить обмежені (Зусмановский А.Г., Самотаев А.А., 1981; Зухрабов М.Г., 1989; Стадник А.М., 2001, 2002). У роботах зарубіжних дослідників описані нові для ветеринарії методи діагностики остеодистрофії: визначення в крові і сечі вмісту остеокальцину, гідроксипроліну, карбокситермінального телопептиду І типу колагену, гідроксипіридиноліну та інші (Palmer J., 1995; Philipov Z.P., 1998; Liesegang А., 1998). 

Тому встановлення фізіологічних параметрів біохімічних показників стану сполучної тканини у сироватці крові та сечі корів у нормі і за остеодистрофії та виявлення інформативних тестів для її ранньої діагностики, а також пошук ефективних заходів корекції метаболічних порушень є актуальними напрямами і потребують подальшого вивчення.

Зв’язок дисертаційної роботи з науковими програмами. Дисертаційна робота є фрагментом наукової теми кафедри клінічної діагностики Харківської державної зооветеринарної академії “Розробка і впровадження нових та вдосконалення існуючих методів лабораторної діагностики для оцінки стану здоров’я тварин”, номер державної реєстрації 0102U003546. 

Мета роботи – встановити інформативність біохімічних показників стану сполучної тканини в сироватці крові та сечі корів для діагностики остеодистрофії, особливо на ранніх стадіях, та здійснення контролю ефективності корекції метаболічних порушень при цій патології.
Для досягнення мети необхідно було вирішити наступні завдання:

– експериментально обґрунтувати та визначити інформативність біохімічних показників стану кісткової системи за даними досліджень сироватки крові й сечі білих щурів та високопродуктивних корів, що знаходяться в умовах обмеженої рухової активності (ОРА);

– обґрунтувати доцільність використання біохімічних показників, що характеризують стан сполучної тканини: концентрація глікопротеїнів (ГП), хондроїтинсульфатів (ХСТ), рівень глікозаміногліканів (ГАГ) і їх фракцій у сироватці крові, вміст оксипроліну (ОП), уронових кислот (УК) і фракцій глікозаміногліканів, а також кальцію (Са) і фосфору (Р) в сечі при обстеженні корів з метою виявлення різних, у тому числі ранніх, стадій остеодистрофії;

– встановити взаємозв’язок між рівнем біохімічних показників у сироватці крові та рівнем молочної продуктивності корів, що може служити фактором, який сприятиме розвитку остеодистрофії; 

– обгрунтувати ефективність використання препарату вітаміну D3 та еконіки “Люкон” для лікування корів, хворих на остеодистрофію;

– розробити практичні рекомендації щодо використання біохімічних показників сироватки крові та сечі для діагностики остеодистрофії у корів.
Об’єкт дослідження – порушення обміну речовин у корів.

Предмет дослідження –біохімічні показники сироватки крові і сечі, що характеризують стан сполучної тканини, для діагностики остеодистрофії у корів та контролю за ефективністю корекції порушень метаболізму при лікуванні, обгрунтування ефективності застосування препарату вітаміну D3 та еконіки “Люкон” в лікуванні хворих на остеодистрофію корів.

Методи досліджень – клінічні; експериментальне моделювання остеодистрофії у корів та щурів гіпокінезією та внутрішньом’язовим введенням дексаметазону у щурів; біохімічні (визначення у сироватці крові глікопротеїнів, за-гальних хондроїтинсульфатів, фракцій глікозаміногліканів, загального білка та його фракцій, сечовини, креатиніну, глюкози, молочної та піровиноградної кислот, холестеролу, загального кальцію, неорганічного фосфору, активності аланін- і аспартатамінотрансфераз, лужної фосфатази; в сечі – кальцію, фосфору, оксипроліну, уронових кислот, фракцій глікозаміногліканів); гістологічні (гістопрепарати губчастих кісток щурів, зафарбовані гематоксиліном і еозином); методи статистичного аналізу.

Наукова новизна роботи. В експерименті на білих щурах та коровах доведено, що довготривале обмеження рухової активності є фактором, який спричинює деструктивні зміни в кістковій тканині, котрі супроводжуються деполімеризацією макромолекул органічного матриксу кісткової тканини і підвищенням рівня біохімічних показників у сироватці крові (глікопротеїнів, хондроїтинсульфатів, фракцій ГАГ) і сечі (оксипроліну, уронових кислот) на ранніх стадіях патологічного процесу. У дослідах на коровах, хворих на остеодистрофію, запропоновані діагностичні критерії різних, у тому числі ранніх, стадій остеодистрофії з використанням біохімічних показників, що характеризують стан органічного матриксу кісткової тканини. Доведена інформативність цих показників при контролі за лікуванням корів. 

Практичне значення одержаних результатів. Установлені ліміти концентрації біохімічних показників сироватки крові (вміст глікопротеїнів, хондроїтинсульфатів, фракцій ГАГ) та сечі (уронових кислот і оксипроліну) для корів, що дає змогу проводити діагностику ранніх стадій остеодистрофії у високопродуктивних корів. Доведена ефективність використання комплексу вітаміну D3 та еконіки “Люкон” для лікування корів, хворих на остеодистрофію. Одержані результати використовуються в науково-дослідній роботі та при викладанні предметів “Ветеринарна клінічна біохімія” і “Внутрішні хвороби тварин” у Білоцерківському державному аграрному університеті, Харківській державній зооветеринарній та Полтавській державній аграрній академіях.

Особистий внесок здобувача. Здобувач самостійно виконав, проаналізував та узагальнив увесь обсяг експериментальних досліджень. Гістологічні дослідження кісткової тканини виконувалися за консультативної допомоги кандидата біологічних наук, старшого наукового співробітника лабораторії морфології сполучної тканини ХНДІПХС ім. проф. М.І. Ситенка Л.М. Бенгус.


Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертації доповідались і обговорювалися на Міжнародній науково-практичній конференції, присвяченій 150-річчю з дня заснування Харківського зооветеринарного інституту (Харків, 2001 р.), 4-й (Біла Церква, 2003 р.) і 5-й (Біла Церква, 2005 р.) міжнародних науково-практичних конференціях "Проблеми неінфекційної патології тварин", науковій конференції за підсумками науково-дослідної роботи за 2001–2002 рік 

(Харків, 2002 р.), науково-практичній конференції хірургів “Сучасні проблеми ветеринарної хірургії” (Харків, 2004 р.). 

Публікації за темою дисертації. Результати експериментальних досліджень опубліковані у 7 статтях, що вийшли у фахових виданнях: “Збірник наукових праць Харківського зооветеринарного інституту” (1), “Збірник наукових праць Харківської державної зооветеринарної академії” (1), “Вісник Білоцерківського державного аграрного університету” (2), “Науковий вісник Львівської державної академії ветеринарної медицини ім. С.З.Гжицького” (1), “Наукові праці Полтавської державної аграрної академії” (1), “Вісник Полтавської державної аграрної академії” (1).

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота складається зі вступу, огляду літератури, 6 розділів результатів власних досліджень, їх узагальнення та аналізу, висновків і пропозицій, списку використаної літератури, що містить 212 джерел, у тому числі 86 – із далекого зарубіжжя. Робота викладена на 125 сторінках комп’ютерного тексту, ілюстрована 25 таблицями та 18 рисунками. У додатку наведено 7 документів. 

Вибір напрямів досліджень, матеріал та методи виконання роботи.

Незважаючи на значну кількість публікацій з патології опорно-рухового апарату у великої рогатої худоби і, зокрема кісткової тканини, біохімічні критерії, які характеризують стан її органічного компонента, у ветеринарній медицині практично не вивчалися. Водночас відомо, що при захворюваннях пов’язаних з порушеннями метаболізму в кістковій тканині, її клітини і білки беруть активну участь у розвитку патологічного процесу. Окрім мінеральної частини, кісткова тканина у своєму складі містить багато органічних компонентів (колагенові і неколагенові білки, глікозаміноглікани тощо) та ферментів, визначення яких може бути доцільним в діагностиці остеодистрофії. Очевидно, що за остеодистрофії у сироватці крові та сечі відбуваються зміни показників, що характеризують стан сполучної тканини, тому їх дослідження мають істотне значення в діагностиці хвороби, особливо на ранній стадії. Проте такі відомості щодо сільськогосподарських тварин у вітчизняній літературі обмежені (Стадник А.М., 2001, 2002). Це й зумовило вибір напряму наших досліджень.
Робота виконувалася протягом 2000–2006 рр. на кафедрі клінічної діагностики та в науково-навчальному центрі тваринництва і рослинництва Харківської державної зооветеринарної академії, у відділі проблем лабораторної діагностики та імунології Інституту патології хребта та суглобів ім. М.І. Ситенка, на базі господарства АТОВ “Харківплемсервіс” Харківського району Харківської області. Проведено клінічне обстеження і лабораторний аналіз крові та сечі 40 щурів і 72 корів. Експерименти проведено відповідно до концепції 3R згідно з загальними принципами експериментів на тваринах, які ухвалені на Першому національному конгресі з біоетики (Київ, 2001) та узгоджені з положеннями Європейської конвенції про захист хребетних тварин, яких використовують для експериментальних та інших наукових цілей (Страсбург, 1985). 

Дослідження проводили за чотири етапи. На першому етапі інформативність біохімічних показників сполучної тканини при діагностиці остеодистрофії вивчали після експериментального відтворення патології на білих щурах лінії Wistar (40 особин). Остеодистрофію моделювали внутрішньом’язовим введенням 2%-ного водного розчину дексаметазону в дозі 9 мг/кг маси тіла, один раз на тиждень протягом місяця (10 особин), а також утриманням тварин у спеціальних клітках для гіпокінезії протягом 28 діб. Щурів, яким вводили дексаметазон, виводили з досліду на 28-у добу, а щурів після ОРА – відповідно на 7-, 14-, 21- та 28-у добу. Шість інтактних щурів були контрольними. Для взяття матеріалу застосовували метод декапітації під гексеналовим наркозом, після чого негайно відбирали проби крові і зразки кісткової тканини для гістологічних досліджень. 

Стан кісткової тканини вивчали за наступними показниками: а) в сироватці крові визначали вміст хондроїтинсульфатів (ХСТ) та глікопротеїнів (ГП), фракцій ГАГ, загального кальцію та неорганічного фосфору, активність лужної фосфатази; б) у сечі – вміст оксипроліну, уронових кислот, фракцій ГАГ, кальцію і фосфору. Для гістологічних досліджень використовували грудні та поперекові сегменти хребта білих щурів. Гістологічні препарати фарбували гематоксиліном і еозином.

На другому етапі інформативність біохімічних показників стану кісткової тканини вивчали на коровах АТОВ “Харківплемсервіс” червоно-рябої породи віком 5–7 років, на 5–6-му місяцях лактації, з середньорічною продуктивністю по останній лактації 6000–7000 кг, усього 27 тварин, з яких 9 були клінічно здорові і користувалися щоденним моціоном (контрольна група), 9 – хворі на остеодистрофію (третя стадія) та 9 клінічно здорові, що були переведені на стійлове утримання без моціону протягом 2-х місяців (ОРА). У корів останньої групи кров відбирали на 15-, 30- та 60-ту добу. Після клінічного обстеження корів визначали біохімічні показники крові і сечі, що характеризують стан кісткової тканини. 

На третьому етапі вивчали клініко-біохімічні характеристики корів при лікуванні спонтанної остеодистрофії. Дослідження проводили у науково-навчальному центрі тваринництва і рослинництва Харківської державної зооветеринарної академії на 25 коровах чорно- та червоно-рябої порід, віком 5–7 років, продуктивністю 3–4 тис. л молока за лактацію. 7 корів були клінічно здоровими, 18 – з ознаками остеодистрофії, вони увійшли в першу та другу дослідні групи. Тваринам першої дослідної групи внутрішньом’язово ін’єктували препарат “Продевіт-тетра” (1 см3 препарату містить вітаміни: А – 50000 МО; D3 – 25000 МО; Е – 20 мг; F – 5 мг) в середньому по 6 мл кожні 5 днів (усього 10 ін’єкцій). Тваринам другої групи внутрішньом’язово ін’єктували препарат “Продевіт-тетра” за тією ж схемою в поєднанні з препаратом “Люкон” у дозі 8 мг/кг маси тіла протягом 51 дня по 7 днів поспіль з 7-денною перервою після кожного курсу. Всіх корів досліджували клінічно і проводили біохімічний аналіз крові на початку досліду та на 30- і 60-у добу лікування.

На четвертому етапі в АТОВ “Харківплемсервіс” на 30 коровах вивчали вплив високого рівня молочної продуктивності на розвиток остеодистрофії. При виконанні роботи у сироватці крові корів визначали такі показники: загальний білок – біуретовим методом; білкові фракції – електрофорезом на папері в мединал-вероналовому буфері; сечовину – за колірною реакцією з діацетилмонооксимом; креатинін – за колірною реакцією Яффе (метод Поппера); холестерол – за методом Ілька; глікопротеїни – за Штейнбергом–Доценком; фракції ГАГ методом Штерна зі співавт., хондроїтинсульфати – за методом Nеmeth – Csoka у модифікації Л.І. Слуцького; загальний кальцій – комплексонометричним методом з індикатором мурексидом (за Луцьким Д.Я.); неорганічний фосфор – за реакцією з аскорбіновою кислотою (метод Фіске-Субароу); активність АлАТ та АсАТ – уніфікованим динітрофенілгідразиновим методом за Райтманом і Френкель; лужної фосфатази – за методом Боданські. Вміст оксипроліну у сечі визначали за методом А.А Крель і Л.М. Фурцевої, сумарних уронових кислот – за N. Di Ferrante та C. Rich, фосфору і кальцію – за методикою, описаною в посібнику під редакцією А.А. Покровського (1969), фракційний склад ГАГ – за методом, розробленим у лабораторії ХМДІПХС. У щурів і частини корів визначали також вміст глюкози, лактату і пірувату уніфікованими методами. Математична обробка проводилася статистичними методами з використанням Т-критерію Фішера–Стьюдента та стандартного пакету “Статистика” в програмі ЕХЕL 2000.

Результати досліджень та їх аналіз

Експериментальне відтворення остеодистрофії у білих щурів

Поглиблене вивчення методів діагностики різних стадій остеодистрофії у корів з використанням біохімічних досліджень є актуальною, але досить складною проблемою. Тому дослідженням цього захворювання у корів передували експерименти на білих щурах, які знаходилися в умовах гіпокінезії протягом 28 діб, щурам п’ятої групи внутрішньом’язово вводили дексаметазон (табл.1).

Уже на початкових стадіях гіпокінезії встановлено збільшення вмісту глюкози, пірувату і лактату в сироватці крові (як наслідок стресорної реакції), тенденцію до збільшення концентрації деяких компонентів, але більш істотні та вірогідні зміни значень біохімічних показників спостерігали на 21- і 28-й дні експерименту. До них можна віднести вірогідне збільшення на 21-й день вмісту загальних хондроїтинсульфатів (р(0,001), 28-й – глікопротеїнів (р(0,05), а на 14-й (р(0,01) і 28-й (р(0,001) дні – активності лужної фосфатази у порівнянні з контрольною групою, гіперекскрецію кінцевих метаболітів обміну органічних компонентів кісткової тканини. Такі зміни свідчать про посилення катаболічної спрямованості метаболізму хрящової і кісткової тканин внаслідок як реактивного (динаміка глікопротеїнів і сіалових кислот), так і деструктивного характеру (динаміка загальних хондроїтинсульфатів). Про це також свідчить більш виражене зростання концентрації глікопротеїнів на 28-й день досліду синхронно з підвищенням вмісту хондроїтинсульфатів, рівень яких продовжував зростати саме в цей період. 

У сироватці крові тварин, яким протягом місяця ін’єктували дексаметазон, спостерігалося значне зростання (р(0,001) рівня всіх вищезгаданих показників, порівняно з контрольною групою. Це свідчить про розвиток більш значних деструктивних ушкоджень у тканинах кістково-суглобового апарату, порівняно з щурами, у яких патологію моделювали гіпокінезією. Перші зміни концентрації продуктів метаболізму органічного матриксу кісткової тканини в сечі виявлялися у щурів уже на 7-й день експерименту: вміст оксипроліну підвищився на 45,6 % (р(0,001), уронових кислот – 24,7 % (р(0,001), що на фоні значних змін фракційного складу ГАГ свідчить про значні порушення у кістковій тканині. На 14-й день досліду вміст оксипроліну в сечі тварин підвищився майже удвічі, порівняно з контролем, а на 28-й – у 2,6 рази (табл.1).
Уміст першої та другої сироваткових фракцій ГАГ, як показників обміну тканинних протеогліканів, що переважно містяться в хрящовій та кістковій тканинах, почав вірогідно змінюватися вже на 7-у добу експерименту. Так, рівень першої фракції ГАГ, в якій кількісно переважає хондроїтин-6-сульфат, знизився на 22,8 % (р(0,001), другої і третьої підвищився на 9,8 (р(0,05) і 31,6 % (р(0,001) відповідно, проте загальна кількість ГАГ зменшилася на 10,7 % (р(0,05), що свідчить про порушення синтезу цих компонентів клітинами сполучної тканини внаслідок обмеження рухової активності. 

При тривалому терміні (28 днів) обмеження рухової активності у білих щурів спостерігалися більш суттєві зміни складу всіх фракцій ГАГ у порівнянні з контрольною групою. Так, вміст другої і третьої фракцій був підвищеним, порівняно з контролем, на 129,0 і 110,5 % (р<0,001). У цей час відбувається посилення деструктивних змін, про що свідчить не тільки порушення співвідношення окремих фракцій ГАГ, але й збільшення активності лужної фосфатази, концентрації глікопротеїнів і сіалових кислот, що притаманно реактивному процесу. 

Введення дексаметазону спричинило ще більш істотні зміни кісткової тканини у вигляді остеомаляції та остеопорозу, що підтверджується даними гістологічних досліджень. У сироватці крові значно підвищилися рівні ХСТ, ГП, сироваткових фракцій ГАГ та активність лужної фосфатази. Вміст оксипроліну в сечі зріс до 49,8±2,0, уронових кислот – до 75,3 ±3,4 мг на добу, порівняно з 6,8±0,4 і 7,7±0,3 в контролі.
Результати дослідів свідчать, що на 7-й день експерименту в сироватці крові виявилася тенденція до зменшення концентрації загального кальцію, що супроводжувалося збільшенням його екскреції з добовою сечею (р(0,05) на 22,4 % (рис.1). Останнє, можливо, пов’язано з тим, що у тварин внаслідок стресової реакції на різку зміну умов утримання посилювалося утворення антидіуретичного гормону, що зменшило добовий діурез і сприяло відносному збільшенню екскреції кальцію і фосфору. На 28-й день експерименту рівень кальцію в сироватці крові був зниженим, порівняно з контролем, на 23,7 % (р(0,001). Екскреція кальцію в цей термін була вищою на 83,5 % (р<0,001). 
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Рис.1. Динаміка загального кальцію в сироватці крові та сечі у щурів 

                    протягом гіпокінезії (у відсотках порівняно з контрольною групою)

Але найбільшими змінами біохімічних показників сироватки крові і сечі характеризувалася група щурів, яким уводили дексаметазон. У них відзначали різке (р(0,001) зниження вмісту в сироватці крові кальцію і фосфору на 30,2 і 18,0 %, відповідно, при вірогідному зростанні показників добової екскреції цих елементів із сечею (р(0,001), у 3,0 та 2,3 рази, що вказує на значну втрату цих елементів організмом.

Підсумовуючи дані розділу, можна твердити, що вже на початкових стадіях остеодистрофії, яка виникає при різкому обмеженні рухової активності, у щурів підвищується вміст окремих фракцій ГАГ у сироватці крові та екскреція оксипроліну, уронових кислот і кальцію з сечею. На більш пізніх термінах до цих змін додається збільшення концентрації глікопротеїнів, хондроїтинсульфатів та підвищення активності лужної фосфатази. Результати біохімічних досліджень були підтверджені гістологічно змінами губчастої кісткової тканини щурів.

Визначення інформативності показників стану сполучної тканини

в сироватці крові та сечі при діагностиці остеодистрофії у корів

Відомо, що режим гіпокінезії призводить до виникнення і розвитку у великої рогатої худоби багатьох патологій неінфекційного характеру, зокрема остеодистрофії. Виникнення цієї патології у корів у зимово-стійловий період утримання пов’язують як з обмеженням рухової активності, так із невідповідною структурою раціону, недостатністю мінерально-вітамінного живлення, захворюваннями нирок, печінки та дисфункцією залоз внутрішньої секреції, що негативно впливає на метаболізм кісткової тканини.

Тому на другому етапі наших досліджень вивчалася можливість використання комплексу біохімічних показників сироватки крові та сечі для ранньої діагностики остеодистрофії у великої рогатої худоби, яка виникає внаслідок впливу ОРА в зимово-стійловий період утримання.

Утримання тварин в умовах повного виключення моціону протягом двох місяців на фоні незбалансованого мінерально-вітамінного живлення негативно вплинуло на їх клінічний статус. У дослідних тварин, починаючи з 30-го дня такого режиму, знижувалася молочна продуктивність; у трьох корів спостерігалася блідість слизових оболонок, у двох – гіпотонія рубця. Реакція сечі з реактивом Розера у двох тварин дала позитивний результат, що свідчить про розвиток кетозу. У групі контролю за цей період також знизилася молочна продуктивність, але загальний стан і клінічні показники не змінилися. На 60-й день експерименту у тварин дослідної групи спостерігали спотворення смаку та подальше зниження молочної продуктивності. Гіпотонію рубця відмічали у п’яти корів (55,6 %), блідість слизових оболонок – у чотирьох (44,4 %), горбкуватість останньої пари ребер – у двох тварин (22,2 %), чого не спостерігалося на початку досліду. Контрольні тварини мали задовільні клінічний статус та вгодованість протягом усього експерименту. 

У тварин з вираженими клінічними ознаками остеодистрофії, які увійшли до п’ятої групи, був спотворений смак; вони неохоче піднімалися та приймали корм, гіпотонія рубця спостерігалася у трьох тварин, а в чотирьох діагностували потовщення зап’ясткових суглобів та асептичний пододерматит. У всіх корів виявили лізис останніх хвостових хребців, виражену горбкуватість та часткове розсмоктування останньої пари ребер (до 1/2 ребра у п’яти тварин). Кон’юнктива анемічна, температура тіла в межах норми, у трьох тварин спостерігали тахіпное. Гіпокінезія спричиняла негативний вплив на функціональний стан і структуру печінки: поступово зменшувався вміст альбумінів (на 30-у добу; р(0,01) та збільшувалася активність АсАТ і АлАТ (на 60-у добу; р(0,05 і р(0,01).

На 15-у добу відмічали тенденцію до зменшення вмісту загального кальцію та вірогідне (р(0,01) зниження рівня неорганічного фосфору (на 12,1 %), а на 30-у в корів спостерігали вірогідне (р(0,001) зменшення вмісту загального кальцію, неорганічного фосфору (р<0,01) та збільшення активності лужної фосфатази в 1,6 раза (р<0,001; табл. 2). 

Таблиця 2 – Біохімічні показники сироватки крові корів в умовах обмеження 

                      рухової активності та хворих на остеодистрофію
	                Група

Показник
	Контроль
	Гіпокінезія, днів
	При 

остеодистрофії

	
	
	30
	60
	

	Са, ммоль/л
	2,46±0,04
	 2,21±0,03***
	 2,30±0,04**
	1,95±0,03***

	Р, ммоль/л
	2,06±0,06
	   1,79±0,04**
	 1,97±0,04
	  1,67±0,05***

	ЛФ, од. Боданські
	8,6±0,7
	13,8±1,1***
	 13,0±0,5***
	20,1±1,5***

	ГП, од
	0,49±0,02
	0,63±0,03***
	 0,53±0,02
	0,69±0,02***

	ХСТ, г/л
	  0,08±0,003
	  0,12±0,003***
	 0,14±0,005***
	0,248±0,04***

	Фракції ГАГ
	І, од.
	  6,3±0,20
	  7,7±0,10***
	8,2±0,20***
	 8,9±0,20***

	
	ІІ, од.
	  3,2±0,20
	  4,6±0,10***
	5,2±0,20***
	 7,1±0,30***

	
	ІІІ, од.
	  1,4±0,10
	  2,0±0,04***
	   1,6±0,40**
	 2,4±0,30***

	Сума ГАГ, од.
	10,9±0,30
	14,7±0,20***
	 15,1±0,30***
	18,4±0,30***


Примітка. Різниця з контролем*-р<0,05; **-р<0,01; ***-р<0,001

У корів з вираженими клінічними ознаками спонтанної остеодистрофії рівень загального кальцію та неорганічного фосфору був значно нижчим (р(0,001), ніж у корів групи контролю: 1,95(0,03 і 1,67(0,05 ммоль/л проти 2,46(0,04 та 2,06(0,06 ммоль/л, відповідно. 

У тварин на 30-й день досліду відбувалося вірогідне (р(0,001) збільшення, порівняно з контрольною групою, показників, які свідчать про активну елімінацію в кров органічних компонентів кісткової тканини і є інформативними щодо розвитку в ній дистрофічного процесу: ГП, ХСТ, ГАГ та їх фракцій.

Після 60-добової гіпокінезії у корів дослідної групи продовжувала збільшуватися концентрація хондроїтинсульфатів (0,14(0,005 г/л, порівняно з 0,08(0,003 у контролі; р(0,001). Це свідчить про деполімеризацію протеогліканів, внаслідок чого в загальний кровообіг потрапляють глікозаміноглікани. Тварини з клінічними ознаками остеодистрофії мали максимальні показники вмісту сироваткових ГП – 0,69(0,02 од. та ХСТ – 0,248(0,04 г/л (р(0,001, порівняно з контролем), що дає підставу вважати їх інформативними тестами для діагностики остеодистрофії у корів. 

Відбулися зміни і у фракційному складі ГАГ. Вже на 15-ту добу досліду вірогідно (р(0,01) збільшився сумарний вміст ГАГ (12,32(0,25 од.) внаслідок зростання першої (13,4 %) і другої (17 %) фракцій, а після 30-денної гіпокінезії на фоні підвищення вмісту кожної з фракцій ГАГ на 22,6 %, 41,5 і 41,7 % (р(0,001), відповідно, збільшилася загальна їх сума на 30,6 % (р(0,001). 

У корів на 60-й день гіпокінезії, порівнянно з попереднім терміном, підвищився вміст загальних ГАГ до 15,1(0,30 од. внаслідок зростання рівня всіх фракцій, порівняно з контролем, а саме – І фракції на 31,1 % (р(0,001), ІІ – на 62,3 (р(0,001), ІІІ – на 16,5 % (р(0,01). Змінюється співвідношення між окремими фракціями: відносна кількість другої збільшується на 5,1 % (р(0,01), першої, що переважно містить хондроїтин-6-сульфат, та третьої – зменшується.

У корів, хворих на остеодистрофію, були значно підвищені як загальна кількість ГАГ (на 68,0 %; р(0,001), так і вміст усіх трьох фракцій, відповідно, на 41,5 %, 118,9 та 69,8 %; р(0,001). У цих тварин спостерігався також перерозподіл фракцій ГАГ: відбувалося переважне збільшення ІІ (р(0,001), більш специфічної для кісткової тканини фракції, оскільки у корів у ній кількісно переважає хондроїтин-4-сульфат.

Для визначення ступеня катаболізму кісткової тканини були проведені біохімічні дослідження складу сечі. Уже на 15-у добу гіпокінезії збільшилася екскреція фосфору на 49,3 % (р(0,001), а в перерахунку на креатинін – на 50 % (р(0,001). У корів на 30-й день гіпокінезії (табл.3), порівняно з групою контролю, вірогідно збільшувалося виділення кальцію на 24,1 % (р(0,001) та фосфору на 88,7 % (р(0,001), екскреція оксипроліну та уронових кислот зросла на 24,5 і 25,3 % (р(0,001).

На 60-й день експерименту, порівняно з попереднім періодом, екскреція мінеральних компонентів з сечею зменшилася і тому різниця в показниках з контролем невірогідна. Високою, порівняно з контролем, залишалася екскреція оксипроліну та уронових кислот (р(0,001).

Таблиця 3 – Біохімічні показники в сечі корів в умовах обмеження рухової активності та хворих на остеодистрофію
	Показник
	Контроль
	Гіпокінезія, днів
	При остеодистрофії

	
	
	30 днів
	60 днів
	

	Са, мг/л
	   136,8(3,0
	    169,7(2,2***
	     143,7(2,3
	  179,4(2,5***

	Р, мг/л
	 27,4(1,3
	      51,7(1,7***
	28,4(1,8
	49,0(2,9***

	Са/Р
	   5,0(0,17
	        3,3(0,12***
	  5,2(0,33
	  3,8(0,23***

	УК, мг/л
	   8,3(0,44
	      10,4(0,21***
	11,9(0,25***
	12,4(0,55***

	Оксипролін, мг/л
	 31,4(1,4
	      39,1(1,1***
	38,0(1,0***
	47,3(2,1***


Примітка. Вірогідна різниця з контролем ***-р<0,001

У корів, хворих на остеодистрофію, метаболічні порушення були більш виражені, ніж після 60-денної гіпокінезії: у цій групі були максимальними показники екскреції кальцію, оксипроліну та уронових кислот (р(0,001). Це вказує на високу діагностичну цінність показників стану мінеральної та органічної складових кісткової тканини при діагностиці остеодистрофії у корів.

Визначення інформативності показників стану сполучної тканини 

в сироватці крові та сечі при лікуванні остеодистрофії корів

У цьому розділі дисертаційної роботи була визначена ефективність застосування комплекного препарату вітамінів А, D3, Е, F “Продевіт-тетра” 

(1 см3 препарату містить вітаміну А – 50000 МО; D3 – 25000 МО; Е – 20 мг; F – 5 мг) у поєднанні з гепатопротекторним препаратом з рослинної сировини “Люкон”, який належить до класу біомосів. Для корів препарат був застосований вперше. Контроль за якістю лікування здійснювали за допомогою клінічних методів обстеження корів і визначенням змін біохімічних показників сироватки крові та сечі (табл.4). Вміст показників, які характеризують стан органічного матриксу, а також активність лужної фосфатази зазнали значних змін протягом досліду як у тварин контрольної, так і дослідної груп. Так, у контрольній групі корів на 60-й день досліду вірогідно (р<0,01) підвищився рівень глікопротеїнів та хондроїтинсульфатів на 27,8 та 50,0 % відповідно. Водночас у групі 1 і 2 вірогідно зменшувалася концентрація глікопротеїнів – на 9,6 (р<0,05) і 26,6 % (р<0,01), хондроїтинсульфатів – на 23,1 (р<0,01) і 52,9 % (р<0,001) відповідно, що свідчить про зниження ступеня деструктивних процесів у кістковій та хрящовій тканинах. Окрім цього, у другій дослідній групі протягом досліду зменшувалася активність лужної фосфатази порівняно з початком досліду: на 30-й день – на 19,1 (р<0,01), на 60-й – 46,6 % (р<0,001).

Таблиця 4 – Показники стану сполучної тканини в сироватці крові корів з ознаками остеодистрофії та у корів, хворих на остеодистрофію, протягом лікування
	Термін досліду, діб
	Контроль
	1 група
	2 група

	
	клінічно здорові
	“Продевіт-тетра”
	“Продевіт-тетра+”Люкон”

	Глікопротеїни,

од.
	На початку
	0,54(0,05
	0,64(0,04
	   0,79(0,06***

	
	30
	0,59(0,06
	0,61(0,04
	           0,70(0,04

	
	60
	   0,69(0,03°°
	    0,58(0,04*,°
	   0,58(0,04*,°°

	ХСТ, г/л
	На початку
	        0,12(0,02
	           0,13(0,01
	  0,17(0,02***

	
	30
	        0,14(0,01
	           0,11(0,01
	           0,14(0,01

	
	60
	   0,18(0,01°°
	           0,10(0,01***, °°
	         0,08(0,01***, °°°

	ЛФ, од.Боданські
	На початку
	        10,2(1,1
	13,0(0,4*
	           13,1(0,8*

	
	30
	        10,4(0,7
	  13,6(0,6**
	           10,6(0,7°°

	
	60
	        11,1(0,8
	           12,7(0,5
	         7,0(0,3***, °°°


Примітки:* р(0,05;**р(0,01; ***р(0,001 порівняно з контролем;


       ° р(0,05; °°р(0,01; °°°р(0,001 порівняно з початковим показником 

Вірогідні відмінності на початку досліду були між показниками контрольної і дослідних груп. У дослідних тварин групи 1, порівняно з контрольною, була вірогідно підвищена активність лужної фосфатази – на 28,4 % (р<0,05), групи 2 – підвищеними були вміст глікопротеїнів – на 34,7 % (р<0,001), хондроїтинсульфатів – на 41,7 % (р<0,001) та активність лужної фосфатази – на 28,4 % (р<0,05). 

На 30-й день експерименту у тварин обох дослідних груп намітилася тенденція до зменшення, порівняно з вихідними даними, вмісту глікопротеїнів, рівень яких вірогідно не відрізнявся від такого у групі контролю. Подібна динаміка спостерігалася і відносно концентрації ХСТ. Активність лужної фосфатази у першій групі була вищою за контроль на 30,8 % (р<0,01), а в другій – практично зрівнялася з ним. 

На 60-й день досліду у корів обох дослідних груп, порівняно з контролем, вірогідно знизився вміст глікопротеїнів: у першій – на 15,9 % (р<0,05), у другій – на 18,0 % (р<0,01). Зниження рівня глікопротеїнів у першій групі супроводжувалося вірогідним (р<0,001) зменшенням вмісту хондроїтинсульфатів на 44,4 %. У тварин першої групи залишалася високою, порівняно з контролем, активність лужної фосфатази, а в другій вона була нижчою, ніж у контрольній, на 36,8 % (р<0,001).

Наведена динаміка показників вмісту глікопротеїнів та хондроїтинсульфатів свідчить про нормалізацію обміну вуглеводно-білкових біополімерів сполучної тканини у тварин дослідних груп, що, на нашу думку, відбувається за рахунок зменшення деструкції органічних компонентів кісткової тканини на фоні застосування препаратів, що позитивно впливають на їх метаболізм.

Вірогідну інформацію про метаболізм органічного матриксу кісткової тканини при лікуванні корів хворих на остеодистрофію дає визначення специфічних показників – глікозаміногліканів сироватки крові (табл 5).

Вміст першої фракції ГАГ сироватки крові, у якій переважає хондроїтин-6-сульфат, на початку досліду у корів, хворих на остеодистрофію, в обох групах був вищим (р<0,001) на 26,9 і 44,2 %, ніж у тварин контрольної групи, що свідчить про деструктивні зміни в сполучній тканині. 

Через 30 діб рівень ГАГ, що входять в І фракцію, в сироватці крові хворих корів залишався підвищеним, хоча і не було вірогідної різниці з групою контролю, а у групі 2 вірогідно (р<0,05) зменшився на 14,7%, порівняно з початком досліду. Через 60 діб утримувалася тенденція до зниження вмісту цієї фракції ГАГ в обох дослідних групах, порівняно з початком дослідження. У групах 1 і 2 різниця становила 15,2 (р<0,01) і 34,7 % (р<0,001) відповідно, причому, якщо показник у першій групі знизився до рівня контрольної групи, то в другій він став на 14,0 % нижчим за контроль (р<0,05).

Рівень другої фракції ГАГ, в якій переважає хондроїтин-4-сульфат, також був підвищеним, порівняно з контролем, при первинному обстеженні у першій дослідній групі на 40,9, другій – 77,3 %. Оскільки ця фракція ГАГ в найбільшій кількості міститься в кістковій тканині, то це свідчить про переважання деструктивних змін саме у кістках корів дослідних груп на початку експерименту.

Через 30 днів в обох дослідних групах ситуація істотно не змінилася і вміст хондроїтин-4-сульфату залишався вірогідно вищим за контроль і незмінним порівняно з початковими показниками. Через 60 днів у тварин контрольної групи рівень фракції – підвищився на 68,2 % (р<0,001). У дослідних групах, навпаки, було відмічено зниження, порівняно з контролем, вмісту хондроїтин-4-сульфату в сироватці крові корів на 13,5 % (р<0,05) та 18,9 % (р<0,01). Окрім цього, у тварин другої групи рівень ІІ фракції ГАГ був вірогідно (р<0,01) меншим порівняно з початком досліду на 23,1 %, що доводить позитивний ефект лікування корів вітамінним комплексом у поєднанні з препаратом “Люкон”.

Таблиця 5 – Вміст ГАГ у сироватці крові у корів, хворих на остеодистрофію, протягом лікування
	Термін досліду, діб
	Контроль
	1 група
	2 група

	
	клінічно здорові
	“Продевіт-тетра”
	“Продевіт-тетра+”Люкон”

	І фракція
	На початку
	5,2(0,5
	6,6(0,2***
	7,5(0,3***

	
	30
	5,8(0,6
	5,9(0,3
	6,4(0,4°

	
	60
	5,7(0,4
	5,6(0,2,°°
	             4,9(0,6*,°°°

	ІІ фракція
	На початку
	2,2(0,1
	3,1(0,3*
	           3,9(0,3***

	
	30
	2,7(0,2
	3,4(0,2*
	3,6(0,2**

	
	60
	3,7(0,2°°°
	3,2(0,1*
	3,0(0,1**,°°

	ІІІ фракція
	На початку
	2,1(0,1
	2,1(0,2
	1,9(0,1

	
	30
	2,3(0,1
	2,2(0,2
	1,8(0,1***

	
	60
	2,5(0,1°°°
	1,8(0,1***
	             1,6(0,1***

	Всього
	На початку
	9,5(0,5
	           11,7(0,6**
	           13,4(0,4***

	
	30
	        10,8(0,6
	           11,4(0,5
	           11,8(0,3

	
	60
	        11,9(0,4
	           10,6(0,2**,°
	             9,5(0,6**


Примітки:* р(0,05;**р(0,01; ***р(0,001 порівняно з контролем;


      ° р(0,05; °°р(0,01; °°°р(0,001 порівняно з початковим показником

До складу ІІІ фракції сироваткових ГАГ входять такі компоненти, як гепарин, гепаран- та кератансульфати. Останній кількісно переважає інші. Кількість його збільшується у тканинах суглобів при старінні і дистрофічних захворюваннях. Він заміщує частку хондроїтинсульфатів кісткової тканини, яка відповідно зменшується. Як свідчать дані, наведені в таблиці 5, на початку досліду вміст компонентів, що входять у ІІІ фракцію ГАГ, однаковий у всіх групах. Через 30 діб від початку експерименту у корів другої групи спостерігається високовірогідне (р<0,001) зниження вмісту цієї фракції на 21,7 %, порівняно з контрольною. Це збігається з наведеними вище даними щодо змін вмісту хондроїтинсульфатів у цій групі. 

Через 60 діб у першій і другій дослідних групах корів відбувалося вірогідне зменшення рівня ІІІ фракції сироваткових ГАГ – на 28,0 і 36,0 % відповідно. Це свідчить про зниження катаболічних процесів у тканинах кісток та суглобів. У корів контрольної групи цей показник вірогідно підвищився, порівняно з початком досліду, на 19,1 %.

Зміна суми фракцій ГАГ відображає загальну тенденцію перетворень обміну протеогліканів сполучної тканини у корів. Виявилося, що до початку досліду вміст ГАГ у корів обох дослідних груп був підвищений на 23,2 та 41,1 % відповідно, що підтверджує розвиток остеодистрофії. Через 30 діб з початку застосування препаратів сумарна кількість ГАГ істотно не змінилася, а через 60 днів вірогідно зменшилася при введенні вітамінного препарату на 10,9 %, а в комплексі з препаратом “Люкон” – на 20,2 %. 

Екскреція оксипроліну та уронових кислот з сечею у тварин дослідних груп була вірогідно вищою, порівняно з контролем, на 46,8 та 58,2 % відповідно (табл.6). Протягом досліду вміст оксипроліну в дослідних групах знижувався: на 60-й день у другій групі, порівняно з контролем, на 25,9 % та на 42,2 % у порівнянні з показником на початку досліду (р<0,001). У контрольній групі екскреція оксипроліну з сечею, навпаки, зросла на 23,4 % (р<0,05).

Таблиця 6 – Екскреція оксипроліну та уронових кислот у корів, хворих на остеодистрофію, протягом лікування

	Термін досліду, діб
	Контроль
	1 група
	2 група

	
	клінічно здорові
	“Продевіт-тетра”
	“Продевіт-тетра+”Люкон”

	Оксипро-

лін,

мг/л
	На початку
	14,1(1,2
	20,7(2,3*
	22,3(1,2***

	
	30
	16,1(0,5
	19,8(1,4*
	18,4(0,7*

	
	60
	17,4(0,6°
	17,6(0,9
	12,9(0,7***°°°

	Уронові кислоти, мг/л
	На початку
	 3,8(0,2
	  8,5(0,3***
	            8,2(0,2***

	
	30
	 4,4(0,2
	  7,1(0,3***
	            6,5(0,3***,°

	
	60
	 4,9(0,2°
	  5,4(0,3°°°
	  5,2(0,3°°°


Примітки:* р(0,05;**р(0,01; ***р(0,001 порівняно з контролем;

       ° р(0,05; °°р(0,01; °°°р(0,001 порівняно з початковим показником

Таким чином, за результатами досліджень можна зробити висновок, що для підвищення ефективності лікування корів, хворих на остеодистрофію, паралельно з традиційним методом вітамінотерапії, доцільно застосовувати комплексне лікування з використанням БАД еконіки “Люкон”.

Подібна динаміка спостерігалася і при аналізі екскреції з сечею уронових кислот, початковий рівень яких у дослідних групах був вищим за контроль у 2–2,5 рази (р<0,001). На 30-й день лікування рівень уронових кислот залишався підвищеним, хоч і дещо знизився, порівняно з контрольною групою, а в групі 2 (р<0,05) зменшився на 20,7 %, у порівнянні з попереднім періодом. На 60-й день досліджень екскреція уронових кислот у контрольній групі вірогідно (р<0,05) збільшилася на 28,9 %, а в обох дослідних групах вірогідно (р<0,001) зменшилася на 36,5 та 36,6 % відповідно, порівняно з початком досліджень.

Вивчення впливу високого рівня молочної продуктивності на розвиток остеодистрофії у корів

В останньому розділі власних досліджень визначався зв’язок між високим рівнем молочної продуктивності та рівнем біохімічних показників, що характеризують розвиток остеодистрофії у корів. Аналіз отриманих даних показав, що в цілому вірогідними (р(0,001) з високим значенням коефіцієнтів були від’ємні кореляції між рівнем молочної продуктивності і вмістом таких метаболітів, як: загальний білок (r=-0,665) (-глобуліни (r=-0,593), кальцій (r=-0,776) та фосфор (r=-0,672). Також з підвищенням молочної продуктивності вірогідно (р(0,001) зростала концентрація показників деструкції сполучної тканини – глікопротеїнів (r=0,740), хондроїтинсульфатів (r=0,539), а також сечовини (r=0,492), (-глобулінів (r=0,589), активність ферментів переамінування АлАТ (r=0,887) і АсАТ (r=0,686) та лужної фосфатази (r=0,743). 

Отже, збільшення молочної продуктивності, яке не забезпечується високою якістю годівлі та відповідними умовами утримання корів, спричиняє розвиток негативного енергетичного балансу, витрату запасів, що призводить до обмінних патологій, зокрема остеодистрофії. Це відображають коєфіціенти кореляції між показниками молочної продуктивності й значеннями біохімічних тестів, що характеризують ступінь дистрофічних змін у кістковій тканині. 

ВИСНОВКИ

1. У роботі в експериментах на білих щурах та у дослідженнях при моделюванні гіпокінезії у корів встановлено інформативність, значення і ліміти біохімічних показників органічних компонентів сполучної тканини для діагностики остеодистрофії у корів (зокрема її ранніх стадій) та для оцінки ефективності лікувальних заходів. 

2. Обмеження рухової активності (гіпокінезія) у білих щурів протягом 28 днів призводить до дистрофічних змін у тканинах скелета, що проявляється зникненням остеоїдного шару на поверхні трабекул, їх потоншенням та вертикалізацією, зниженням щільності остеоцитів та запустінням кісткових лакун. Гіпокінезія та введення щурам дексаметазону спричиняють розлад метаболізму кісткової тканини, що характеризується зростанням у сироватці крові концентрації хондроїтинсульфатів, сіалових кислот, другої і третьої фракції глікозамінгліканів, активності лужної фосфатази, збільшенням екскреції із сечею кальцію, оксипроліну та уронових кислот, що є характерним для остеодистрофії.
3 Обмеження рухової активності корів на фоні незбалансованого мінерального, А- і D-вітамінного живлення протягом 60-ти днів спричиняє поступовий розвиток остеодистрофії, яка на першій стадії характеризується підвищенням у сироватці крові вмісту хондроїтинсульфатів (0,08–0,14 г/л; р<0,01) та другої фракції глікозамінгліканів (3,0–4,3 од.; р<0,05, порівняно з контролем), зменшенням вмісту неорганічного фосфору (1,81±0,03 ммоль/л; р<0,01), гіперекскрецією із сечею оксипроліну – 27,0–43,0 мг/л та уронових кислот – 8,3–11,1 мг/л (норма, відповідно, 7,9–17,9 та 3,2–4,6 мг/л) і фосфору (35,0–49,0 мг/л). На 30-й день гіпокінезії зміни показників, що характеризують стан органічного матриксу кісткової тканини, наростають.

4. Друга стадія остеодистофії корів вирізняється підвищенням у сироватці крові вмісту хондроїтинсульфатів до 0,12–0,17 г/л (0,14±0,005, порівняно з 0,06–0,09 г/л в контролі; р<0,001) та сіалових кислот (163,0±2,8 ммоль/л; в контролі – 130,0±4,0; р<0,001), що свідчить про розвиток деполімеризації протеогліканів і катаболізм глікопротеїнів, збільшенням суми глікозаміногліканів (15,1±0,26 од., порівняно з 10,89±0,030 у контролі; р<0,001) за рахунок першої (8,22±0,19 од.; р<0,001) і другої (5,24±0,15 од; р<0,001) фракцій (у контролі відповідно, 6,27±0,21 і 3,23±0,16 од/л), зростанням активності лужної фосфатази (13,0±0,5 од. Боданські; у контролі – 8,6±0,7). Одержані результати свідчать про активну елімінацію в кров органічних компонентів кісткової тканини. 

5. На другій стадії остеодистрофії наростає екскреція із сечею оксипроліну до 35–44 мг/л (38,0±1,0) і уронових кислот до 10,9–13 мг/л (11,9±0,25; р<0,001), а виділення кальцію і фосфору не відрізняється від показників у здорових корів.

6. Третя стадія остеодистофії у корів характеризується зниженням вмісту загального кальцію до 1,95±0,03 (1,80–2,15) і неорганічного фосфору до 1,67±0,05 (1,41–1,95) ммоль/л, порівняно з 2,46±0,04 і 2,06±0,06 ммоль/л у контролі (р<0,001), підвищенням активності лужної фосфатази до 20,1±1,5 од. Боданські (р<0,001), збільшенням вмісту глікопротеїнів до 0,69±0,02 од/л і хондроїтинсульфатів до 0,248±0,04 г/л (у контролі – 0,49±0,02 од/л і 0,08±0,03 г/л; р<0,001).

7. У корів, хворих на остеодистрофію, на 68% зростає загальна кількість глікозаміногліканів (18,4±0,30 од.; р<0,001) внаслідок підвищення вмісту кожної з трьох фракцій: першої на – 41,5% (8,9±0,20 од.; р<0,001) другої – 118,9 (7,1±0,25; р<0,001) і третьої – на 69,8% (2,4±0,34 од; р<0,001). Змінюється співвідношення між окремими фракціями: частка більш специфічної для кісткової тканини другої фракції, до складу якої входить переважно хондроїтин-4-сульфат, збільшується з 29,7±1,23 до 38,6 ±1,21% (р<0,001) на фоні зменшення частки першої (р<0,001), що містить в основному хондроїтин-6-сульфат.

8. На третій стадії остеодистрофії, порівняно з другою, у корів наростає (р<0,001) виділення з сечею оксипроліну (47,3±2,1 мг/л), кальцію (179,4±2,5 мг/л), фосфору (49,0±2,9 мг/л), а екскреція уронових кислот стабілізується.

9. У корів української червоно-рябої молочної породи з різним рівнем молочної продуктивності була виявлена вірогідна (р<0,001) кореляція між біохімічними показниками сироватки крові і молочною продуктивністю, а саме: від’ємна кореляція з концентрацією кальцію (r=-0,776) та фосфору (r=-0,672); позитивна кореляція з показниками вмісту глікопротеїнів (r=+0,740), хондроїтинсульфатів (r=+0,539), а також з активністю ферментів переамінування АлАТ (r=+0,887), АсАТ (r=+0,686) та лужної фосфатази (r=+0,743). Це свідчить про зв’язок між підвищенням рівня молочної продуктивності та розвитком остеодистрофії корів.

10. Застосування коровам з клінічними ознаками остеодистрофії другої та третьої стадій комплексного вітамінного препарату “Продевіт-тетра” внутрішньом’язово в дозі 6 мл кожні 5 днів (10 ін’єкцій) в поєднанні з пероральним застосуванням препарату “Люкон” у дозі 8 мг/кг протягом 49 днів по 7 днів поспіль з 7-денною перервою сприяло поліпшенню клінічного стану корів та позитивній динаміці біохімічних показників: у сироватці крові нормалізувався рівень глікопротеїнів, знизилася концентрація хондроїтинсульфатів, нормалізувалися активність лужної фосфатази та рівень фракційного складу ГАГ; знизилася екскреція з сечею оксипроліну та уронових кислот.

ПРОПОЗИЦІЇ ВИРОБНИЦТВУ

1. Як нормативні показники, що характеризують стан кісткової тканини корів при діагностиці остеодистрофії, доцільно використовувати такі біохімічні тести: сироватки крові – вміст глікопротеїнів – 0,40–0,60 г/л, хондроїтинсульфатів – 0,07–0,10 од., сироваткових фракцій ГАГ: перша – 3,6–6,8 од., друга – 1,9–2,5 од., третя – 1,7–2,4 од, сума фракцій – 8,0–11,0 од; активність лужної фосфатази – 7,8–10,0 од. Боданські; сечі – концентрація оксипроліну – 7,9–17,9 мг/л, уронових кислот – 3,2–4,6 мг/л.

2. Рання стадія остеодистрофії корів визначається підвищенням рівня ІІ фракції сироваткових ГАГ – 2,6–4,3 од., гіперекскрецією із сечею оксипроліну –27,0–43,0 мг/л та уронових кислот – 8,3–11,1 мг/л.

3. При лікуванні корів, хворих на остеодистрофію, поряд з традиційними методами вітамінотерапії доцільно перорально застосовувати препарат “Люкон” у дозі 8 мг/кг по 7 днів поспіль з 7-денною перервою під контролем біохімічних показників сироватки крові та сечі.

4. Результати досліджень щодо інформативності біохімічних показників сполучної тканини при остеодистрофії корів доцільно включати до курсу лекцій та лабораторно-практичних занять з клінічної біохімії тварин при вивченні тем “Біохімічна діагностика порушень стану сполучної тканини”, а також до курсу “Внутрішні хвороби тварин” при вивченні теми “Хвороби обміну речовин”.
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Дисертант організував і провів експерименти, провів клінічні та лабораторні дослідження сироватки крові, обробив та узагальнив одержані результати, підготував роботу до друку.

Боровков С.Б. Клініко-біохімічні показники стану сполучної тканини в діагностиці та лікуванні остеодистрофії корів. – Рукопис.
Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата ветеринарних наук за спеціальністю 16.00.01 – діагностика і терапія тварин. – Білоцерківський державний аграрний університет, Біла Церква, 2006.

У дисертації експериментально і теоретично обґрунтована інформативність та доцільність використання показників стану сполучної тканини (глікопротеїнів, хондроїтинсульфатів та фракцій глікозаміногліканів у сироватці крові та сечі, а також оксироліну, уронових кислот і фракцій ГАГ у сечі) при діагностиці різних, у тому числі ранніх, стадій остеодистрофії у корів.

Обмеження рухової активності та введення дексаметазону в дозі 9 мг/кг живої маси щурам призводить до порушення структури і метаболізму кісткової тканини, що супроводжується зростанням концентрації компонентів органічного матриксу кісткової тканини у сироватці крові та вмісту кальцію в сечі.

Ранні стадії остеодистрофії у корів характеризуються вищими від показників норми вмісту ІІ фракції сироваткових ГАГ, гіперекскрецією оксипроліну і уронових кислот. При другій стадії остеодистрофії до вищевказаних змін додається підвищення вмісту І фракції сироваткових ГАГ, а при третій – зниження концентрації загального кальцію крові, збільшення глікопротеїнів, і хондроїтинсульфатів, підвищення активності лужної фосфатази, а також значна екскреція оксипроліну та уронових кислот.

Встановлена вірогідна від’ємна кореляція рівня молочної продуктивності з концентрацією загального кальцію та неорганічного фосфору і позитивна кореляція з показниками вмістму ГП, ХСТ та активності АлАТ, АсАТ і ЛФ.

Застосування при остеодистрофії корів комплексного вітамінного препарату “Продевіт-тетра” внутрішньом’язово в дозі 6 мл на корову у поєднанні з пероральним застосуванням препарату “Люкон” в дозі 8 мг/кг маси тіла значно покращувало клінічний стан корів та позитивно позначалося на динаміці біохімічних показників сироватки крові і сечі.

Ключові слова: остеодистрофія, кісткова тканина, сполучна тканина, колаген, глікопротеїни, фракції глікозаміногліканів, лужна фосфатаза, діагностика, лікування.

Боровков С.Б. Клинико-биохимические показатели состояния соединительной ткани при диагностике и лечении остеодистрофии коров. – 

Рукопись.
Диссертация на соискание учёной степени кандидата ветеринарных наук по специальности 16.00.01 – диагностика и терапия животных. – Белоцерковский государственный аграрный университет, Белая Церковь, 2006.

В работе в экспериментах на белых крысах и на коровах с моделированной гипокинезией установлены информативность, значение и лимиты биохимических показателей органических компонентов соединительной ткани для диагностики остеодистрофии и для оценки эффективности лечебных мероприятий. На 14-е сутки гипокинезии в сыворотке крови белых крыс повышается активность щелочной фосфатазы (ЩФ), 21-е – содержание хондроитинсульфатов (ХСТ) и сиаловых кислот (СК), 28-е – гликопротеинов (ГП), на 7-е сутки с мочой увеличивается экскреция оксипролина и уроновых кислот (р<0,001), повышается уровень второй (р<0,05) и третьей (р<0,001) фракций ГАГ. Более выражены изменения после инъекции дексаметазона.

Ограничение двигательной активности коров на фоне несбалансированного минерального и витаминного питания на протяжении 60-ти дней приводит к развитию остеодистрофии, которая на ранней стадии (15-е сутки) сопровождается достоверным уменьшением содержания неорганического фосфора в сыворотке крови, увеличением уровня ХСТ, первой (7,11±0,26 ед.) и второй (3,78±0,16) фракций ГАГ, повышением экскреции с мочой фосфора, а на 30-е сутки – оксипролина (35–44 мг/мл) и уроновых кислот (9,6–11,2 мг/мл) по сравнению с 23–36 и 7,6–9,5 мг/л соответственно в контроле. Через месяц гипокинезии в сыворотке крови коров уменьшается содержание кальция (2,21±0,03 ммоль/л; (р<0,001), фосфора, повышается активность ЩФ (13,8±1,1 ед. Бодански; в контроле – 8,6±0,7; р<0,001), ГП (0,63±0,03 ед; в контроле – 0,49±0,02; р<0,001), ХСТ (0,12±0,03 г/л; в контроле – 0,08±0,003) и сиаловых кислот (р<0,001). Достоверно возрастает содержание всех фракций ГАГ. Изменения содержания ГП, ХСТ, ГАГ свидетельствует о деполимеризации протеогликанов и катаболизм гликопротеинов, активную элиминацию в кровь органических компонентов костной ткани.

Вторая стадия остеодистрофии у коров сопровождается более высоким, чем в норме и при первой стадии, содержанием хондроитинсульфатов в сыворотке крови – (0,12–0,17 г/л) и сиаловых кислот, повышением содержания сывороточных ГАГ: первой фракции до 7,4–9,1 ед., второй – 4,5–5,8 ед., увеличением суммы фракций сывороточных ГАГ до 13,9–16,0. ед. гиперэкскрецией с мочой оксипролина – 35,0–44,0 мг/л и уроновых кислот – 10,9–13,1 мг/мл (р<0,001). В то же время, выделение кальция и особенно фосфора с мочой уменьшается и не отличается от показателей у коров контрольной групы.

Третья стадия остеодистрофии коров характеризовалась снижением уровня сывороточного кальция (1,80–2,15 ммоль/л) и неорганического фосфора (1,41–1,95 ммоль/л), повышением активности щелочной фосфатазы до 13,6–26,7 ед. Бодански в норме (7,8–12,4 ед.); уровня гликопротеинов до 0,61–0,75 ед. (в норме – 0,40–0,60 ед.) и ХСТ (0,248±0,04 г/л). На 68 % возрастает общее количество ГАГ (16,6–19,4 ед.; 18,4±0,30; (р<0,001) за счёт увеличения каждой из трьох фракций: первой – на 41,5 % (8,9±0,20 ед.), второй – 118,9 % (7,1±0,25 ед.),и третьей – на 69,8 % (2,4±0,3 ед.). Изменяется соотношение между отдельными фракциями: относительное количество более специфической для костной ткани второй фракции, в состав которой примущественно входят хондроитин-4-сульфат, увеличивается с 29,7±1,23 до 38,6±1,21 % (р<0,001), а первой уменьшается. Возрастает экскреция с мочой оксипролина (47,3±2,1 мг/л), а выделение уроновых кислот – стабилизируется.

Применение коровам с клиническими признаками остеодистрофии комплексного витаминного препарата “Продевит-тетра” внутримышечно в дозе 6 мл каждые 5 дней (10 инъекций) в сочетании с пероральным применением препарата “Люкон” в дозе 8 мг/кг на протяжении 49 дней по 7 дней подряд с 7-дневным перерывом способствовало улучшению клинического состояния коров и позитивной динамике биохимических показателей: в сыворотке крови нормализуется уровень ГП, активность ЩФ, фракционный состав ГАГ, уменьшается содержание ХСТ, выделение с мочой оксипролина и уроновых кислот.

Ключевые слова: остеодистрофия, костная ткань, соединительная ткань, коллаген, гликопротеины, фракции гликозаминогликанов, щелочная фосфатаза, диагностика, лечение.

Borovkov S.B. Clinical-biochemical indexes of the state of connecting tissue in diagnostics and treatment of osteodystrophy in cows. – Manuscript.
Тhе dissertation to apply for the scientific degree of candidate of veterinary sciences after speciality 16.00.01 is diagnostics and therapy of animals. – Bilotserkivskij state agrarian university, Bila Tserkva, 2006.

In the dissertation experimentally and in theory a seted informing and expedience of the use of indexes of the state of connecting tissue (glycoprotheins, chondroitinsulphates and fractions of glycosaminoglycans (GAG) in the blood and urine, and also oxyprolin, uronic acids and fractions of GAG in urine) at diagnostics of different, in that number of early stages of osteodystrophya at a caws.

The limiting of the activity and managmeut of dexametazone 9 mg/kg living weight in rates cause the structural demages and metabolist failures in bone tissue. It is accompanied by increasing of the levels of organic matrix components of the bone tissue in blood serum and calcium level in urine.

The early stages of osteodystrophya are characterized by the increase from the values of norm of ІІ faction of GAG in bload and oxyprolin, uronic acids in urine. 

During second stage of osteodystrophy eхept pointed changes it is added the increase of the first fraction of glucosaminglicanes serum level. During third stage it is added the decrease of blood total calcium glycoproteins, chondroityusulfus levels, increase of alkaline phospate activity, and also conciderable eхrection of oхyproline and uron acids. 

It is determinated the trustworthiness negative correlation of the milk productive level with total calcium and unorganic phosphorus levels and positive correlation with values of glycoporoteins, HST, ALT, AST and AP activities.

Treatment of osteodystrophya of cows of the complex vitamin preparation “Prodevit-thetra” intramuscular in a dose 6 ml on a cow in combination with application of the “Lukon” in the dose of a 8 mg/kg living weight considerably improved the clinical state of cows and was positively represented on the dynamics of biochemical indexes of whey of blood and urine.

Key words: osteodystrophya, bone tissue, connecting tissues, glycoprotheins, fractions of glycosaminoglycans, alkaline phosphatase, diagnostics, treatment.
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