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ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ ТЕРМИЧЕСКОГО ОБЕЗЗАРАЖИВАНИЯ  

МОЛОКА ТУБЕРКУЛИНПОЗИТИВНЫХ КОРОВ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ  

МЕТОДОВ ДЕТЕКЦИИ CWD ФОРМ МИКОБАКТЕРИЙ ТУБЕРКУЛЕЗА 

 

Резюме 
В крови и в молоке 75% туберкулинпозитивных коров условно благополучного по туберкулезу стада об-

наружена ДНК комплекса M.tuberculosis-M. bovis. Из крови выделены микобактерии туберкулеза с дефектной 

(CWD) клеточной стенкой. 

Из пулов молока туберкулинпозитивных коров, подвергнутых трехкратному кипячению, выделены мико-

бактерии туберкулеза с дефектной (CWD) клеточной стенкой. Изоляты выдерживали 10 мин прогревания при 

температуре 1000С и проходили через стерилизующий фильтр 0,22 мкм. Полученные результаты указывают 

на то, что существующие режимы термического обеззараживания молока не обеспечивают биологическую 

безопасность молочной продукции. 

В исследованиях использованы стимуляторы роста «Myccell DW», ВКГ и питательная среда  «Myccell 

DW», позволяющие с высокой чувствительностью получать рост CWD формы микобактерий туберкулеза 

через 2–5 суток после посева. 

 

Summary 
In a blood and in milk of 75% the tuberculinpositive cow`s DNA of the M.tuberculosis-M. bovis complex is 

found. From a blood were isolated cell wall deficient (CWD) mycobacteria.  

From milk pools this cows subjected to three-fold boiling tuberculosis CWD mycobacteria are isolated. Isolates 

maintained 10 min. a heating at 1000C and passed 0,22 microns through the sterilizing filter. The received results indi-

cate that the existing regimens of a thermal decontamination of milk don't ensure biological safety of dairy products. 

In researches the growth stimulant of "Myccell DW", VKG and Myccell DW nutrient medium allowing to receive 

with high sensitivity growth of a CWD form of mycobacteria of tuberculosis in 2–5 days after seed are used. 

 

Поступила в редакцию 02.06.2017 г. 

ВВЕДЕНИЕ 
Методы обнаружения микобактерий 

туберкулеза (МБТ) разрабатывались в кон-

це 19 в начале 20 века во время катастро-

фического распространения и превалиро-

вания тяжелых форм заболевания. Поэто-

му, вполне закономерно, сложился «золо- 

той стандарт» диагностики – выделение 

патогенных кислотоустойчивых палочек 

МБТ. Но почти сразу, после открытия воз- 

возбудителя болезни, было обнаружено, 

что МБТ могут менять форму, терять кис-

лотоустойчивость, резко снижать патоген-

ность [14,15]. Измененные (трансформиро- 

ванные) формы МБТ настолько отличались 

от типичных кислотоустойчивых палочек, 

что по фенотипическим признакам, их бы-

ло трудно отнести даже к роду Mycobacte-

rium. Поэтому, из-за отсутствия точных  

методов идентификации, несмотря на до-

статочно широкие исследования, отноше-

ние к проблеме изменчивости МБТ долго 

оставалось  скептическим. С другой сторо-

ны пандемия туберкулеза вызывала необ-

ходимость бороться с типичным возбуди-

телем и массовым проявлением заболева-

ния, не обращая внимания на феномен из-

менчивости МБТ. 
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Санитарные меры, применение  вак-

цины БЦЖ, появление эффективных хи-

миотерапевтических средств настолько 

снизили заболеваемость, что даже предпо-

лагалось полное искоренение туберкулеза. 

Однако, несмотря на оптимистические 

прогнозы, проблема туберкулеза осталась 

актуальной и в 21 веке [19]. Это связано не 

только с относительно высоким уровнем 

заболеваемости, но и с распространением 

латентной (скрытой) туберкулезной инфек-

ции, при которой в организме присутству-

ют МБТ, но заболевание не развивается [1, 

2, 9, 15].  

При латентной туберкулезной инфек-

ции МБТ персистируют, преимуществен-

но, в виде трансформированных (изменен- 

ных) форм, возникающих в результате 

адаптации к неблагоприятным условиям 

[1, 2, 9, 16]. Механизмы трансформации 

изучены недостаточно, но известно, что у 

МБТ меняется структура клеточной стен-

ки, появляются лишенные клеточной стен-

ки L- и формы с ригидной, но «дефектной» 

клеточной стенкой (CWD – cell wall defi-

cient)[1, 2, 9, 15]. Обнаружить CWD формы 

МБТ с помощью общепринятых бактерио-

логических методов почти невозможно, 

поэтому они выпадают из поля зрения ис-

следователей. Один из путей решения  

проблемы – применение стимуляторов ро-

ста и специальных питательных сред (ВКГ, 

Влакон, Myccell DW), позволяющие выде-

лить CWD МБТ [1, 11, 12, 13]. Для этого 

исследуемый материал инкубируют в сти-

муляторе роста (24–48 ч) и высевают на 

питательную среду, на которой колонии 

CWD МБТ появляется уже через 2–5 суток 

[1, 11, 12, 13]. 

Использование стимуляторов роста и 

специальных сред позволило обнаружить 

ряд неизвестных свойств МБТ и, в частно-

сти, их уникальную термостабильность 

[11]. Это представляет интерес не только с 

точки зрения использования туберкулинов, 

но и эффективности термического обезза-

раживания молока. Известно, что больные 

туберкулезом коровы выделяют МБТ с мо-

локом. До начала внедрения пастеризации в 

20–30–х  годах  прошлого века  до 30% слу- 

чаев заболевания человека были вызваны 

МБТ бычьего вида [17]. В настоящее вре-

мя, благодаря термическому обезврежива-

нию молока, случаи туберкулеза человека, 

вызванные M. bovis – единичны. Вместе с 

тем, несмотря на относительное благополу-

чие по туберкулезу крупного рогатого ско-

та, выявляется значительное количество 

коров, реагирующих на туберкулин. В 

частности, только в Великобритании в по-

следнее десятилетие ежегодно выделяли 

порядка 30000 туберкулинпозитивных жи-

вотных, от которых до момента сдачи на 

убой могло быть получено не менее 50 ты-

сяч тонн молока [5]. Безусловно, все моло-

ко подвергается термическому обеззаражи-

ванию. Считается, что 10 мин кипячение, 

пастеризация при температуре 90°С 5 мин 

или 30 мин при температуре 85°С полно-

стью убивает МБТ в молоке [17]. Однако 

эти данные были получены с помощью об-

щепринятых бактериологических методов 

относительно типичных МБТ.  

Цель исследования – изучение эффек-

тивности термического обеззараживания 

молока туберкулинпозитивных коров с ис-

пользованием методов детекции CWD 

форм микобактерий туберкулеза. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Исследовали 24 пробы крови и молока 

коров, реагировавших на туберкулин из 

стада с неопределенным статусом по ту-

беркулезу. 

ДНК выделяли из стабилизированной 

крови. Молоко центрифугировали при 

5000g, ДНК выделяли из полученного 

осадка. Пробы смешивали с лизирующим 

буфером (по 500 мкл) и прогревали при 

температуре 95°С 5 мин. ДНК из лизатов 

выделяли на аффинных колонках (ИБОХ 

НАНБ). Амплификацию проводили с прай- 

мерами 16s RNA (Mycobacterium) и MPB 

70 (комплекс tuberculosis-bovis) на ампли-

фикаторе С1000TM ThermoCycler (BioRad): 

950 – 4*, 940 – 1*(58–62 (60))0 – 1*, 720 – 

1,3*)×30 циклов, 720 – 5*. 

Продукты амплификации детектирова-

ли электрофоретически в 2 % агарозном 

геле (Sigma), результаты учитывали на Mo- 
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lecular Imager GelDoc TM XR+ (BioRad). 

Бактериологический посев. Ис-

пользованы стимулятор роста «Myccell 

DW» (с 0,15 % хлоргексидина), стимулятор 

роста ВКГ «Ганза» и питательная среда 

«Myccell DW». 

Пробы были объединены в 3 пула 

крови и 3 пула молока (таблица 1). Пулы 

молока 3-хкратно прогреты до закипания. 

После этого, пробы пулов смешивали со 

стимулятором роста Myccell DW (1:2) и по-

сле 24 ч инкубации при температуре 370С 

высевали на пробирки со средой «Myccell 

DW». 

Мазки изолятов окрашивали диффе-

ренцирующим иммунопероксидазным ме-

тодом (ДИП) [2, 11, 12, 13], который вклю-

чал инактивацию эндогенной пероксидазы, 

окраску по Kinyoun, обработку конъюга-

том пероксидазы с аффинно-очищенными 

антителами к M. bovis и проявление суб-

стратным раствором 3,3`диаминобензиди-

на.  

 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

В ПЦР в 18 пробах крови и молока 

(75%) обнаружена ДНК M.tuberculosis – M. 

bovis (таблица 1). 

№  

п/п 

ПЦР с кровью 
Посев пулов 

крови, ПЦР 

изолята 

ПЦР с молоком 
Посев пулов молока  

после прогревания  

при 1000С 
16s 

RNA 

MPB 70  

tuberculosis-bovis 
16sRNA 

MPB 70 tubercu-

losis-bovis 

1 + + 

Пул 1 

Рост +++ 

ПЦР 16sRNA+ 

MPB 70+ 

+ + 

Пул 1 

Рост +++ 

ПЦР изолята  16sRNA+ 

MPB 70+ 

2 + + + + 

3 + + + + 

4 + + + + 

5 + + + + 

6 + + + + 

7 ± + + + 

8 + + + + 

9 + + 

Пул 2 

Рост +++ 

ПЦР 16sRNA+ 

MPB 70+ 

+ + 

Пул 2 

 Рост +++ 

ПЦР изолята  16sRNA+ 

MPB 70+ 

10 + + + + 

11 + + + + 

12 + + + + 

13 - - - - 

14 + + + + 

15 - - - - 

16 - - - - 

17 + + 

Пул 3 

Рост +++ 

Не исследовали 

+ + 

Пул 3 

Рост +++ 

ПЦР 16sRNA+ 

MPB 70+ 

18 - - - - 

19 + + + + 

20 + + - - 

21 + + + + 

22 - - - - 

23 - - - - 

24 + + + + 

Таблица 1 – Результаты исследования  крови и молока коров, реагировавших на туберкулин 



 

 44 Экология и животный мир 1/2017 

 

Пулы молока были 3 раза нагреты  до 

кипения. После инкубации в стимуляторе 

роста и посева на среду «Myccell DW» не 

гретых пулов крови и кипяченого молока 

через 2 суток в посевах всех пулов крови и 

молока стал, заметен тонкий налет – 

«газон». После его пересева через 2 суток  

отмечен сплошной рост прозрачных коло-

ний (таблица 1).  

При ДИП окраске мазков клетки изо-

лятов окрашивались в интенсивный корич-

невый цвет, что указывало на то, что они 

реагировали с антителами к антигенам ти-

пичных МБТ (рисунок 1). Изоляты имели 

характерную для CWD форм МБТ морфо-

логию (биполярные длинные и короткие 

палочки, длинные и короткие зернистые 

палочки, длинные и короткие «пустые» па-

лочки, веретенообразные и колбоподобные 

клетки) [12, 13]. 

ДНК изолятов из крови и кипяченого 

молока в ПЦР дала положительную реак-

цию с праймерами 16s RNA (род Mycobac-

terium) и с праймерами MPB70 (tuberculo-

sis-bovis комплекс) (таблица 1).  

Результаты посева и ПЦР показали, 

что у коров, реагировавших на туберкулин, 

в крови и в молоке присутствуют МБТ, 

причем они не инактивировались кипячени-

ем и восстанавливали жизнеспособность в 

виде CWD форм МБТ. 

Для подтверждения термостабильно-

сти изолятов их суспензии прогрели 10 мин 

при температуре 1000С на твердотельном 

термостате Biosan CH100 (таблица 2). По-

сле этого, они были смешаны со стимулято-

ром роста ВКГ (1:2), 24 ч инкубированы 

при температуре 370С и посеяны на среду 

«Myccell DW». Часть суспензии изолята из 

крови пула 2 перед посевом была дополни-

тельно подвергнута стерилизующей филь-

трации через фильтр Millex®GP 0,22 мкм 

(таблица 2).  

Через 3 суток в посевах суспензий гре- 

тых изолятов из крови и молока был полу-

чен рост колоний (таблица 2, 3). В посевах 

фильтрата изолята из крови через 3 суток 

роста не обнаружено. Через 6 суток прове-

ден пересев придонной жидкости. На 7 сут-

ки в пересеве появился  «газон». Через 12 

суток в пробирках начального посева филь-

трата также стал заметен «газон». Его пере-

сев дал через 1 сутки интенсивный рост ко-

лоний (таблица 3) коротких биполярных и 

зернистых палочек и других CWD форм 

МБТ, которые окрашивались в интенсив-

ный коричневый цвет, что указывало на то, 

что они реагировали с антителами к антиге-

нам типичных МБТ (таблица 3). 

 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

Обнаружение ДНК МБТ в крови и в 

молоке свидетельствовало о том, что реак-

ции на туберкулин у коров из стада с не-

определенным статусом по туберкулезу 

(условно благополучного) были связаны с 

туберкулезной инфекцией. Это подтвержде-

но выделением из крови CWD форм МБТ. 

Несмотря на то, что при убое животных не 

было обнаружено видимых туберкулезных 

изменений, они выделяли МБТ с молоком.  

Особенностью использованной мето-

дики бактериологического исследования 

является то, что, если в материале присут-

ствуют типичные МБТ, на питательной сре-

де вырастают CWD формы [1, 11, 12, 13]. 

Поэтому нельзя сделать вывод, в типичной 

или CWD форме МБТ находились в крови и 

в молоке, однако однозначно, они сохраня-

ли жизнеспособность после 3-кратного ки-

пячения инфицированного молока. То есть 

МБТ выдерживали гораздо более сильное 

воздействие, чем при известных режимах 

термической обработки молока. Более того, 

CWD МБТ, выделенные из кипяченого мо-

лока, выдерживали 10 мин прогревание при 

температуре 1000С. 

1a 1b 
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1c 1d 

Рисунок 1 – Микроскопия изолятов из пулов крови и кипяченого молока: 

1a – изолят из крови пула 1,  1b – изолят из крови пула 2, 

1c – изолят из молока пула 1, 1d – изолят из молока пула 3.  ДИП окраска 10х100  

Таблица 2 – Схема и результаты опыта по изучению термостабильности изолятов из крови и 

молока и способности проходить через стерилизующий фильтр 

Изолят 

ПЦР 

исходного 

изолята 

Рост после  

прогревания и  

инкубации в  

стимуляторе роста 

Посев фильтрата прогретой суспензии,  

инкубированной в стимуляторе роста через  

стерилизующий фильтр 0,22 мкм 

изолят из крови 

пула 2 
16s+, 70+ через 3 суток 

через 6 суток  пересев придонной  жидкости, в  

течение 6 суток  роста нет, после слепого пересева  

через 1 сутки  рост по ходу петли в исходной  

пробирке (1 пересева). Через 12 суток  

в пробирках исходного посева  газонный рост 

изолят из крови 

пула 1 
16s±, 70+ через 3 суток не проводили 

изолят из молока 

пула 3 
16s+, 70+ через 3 суток не проводили 

изолят из молока 

пул 2 
16s+, 70± через 3 суток не проводили 

изолят из молока 

пул 1 
16s+, 70± через 3 суток не проводили 

Таблица 3 – Результаты микроскопии  роста изолятов из крови и молока после 10 мин про-

гревания при температуре 1000С  и стерилизующей фильтрации 

Изолят 
ДИП окраска мазков 

10х100 увеличенный фрагмент 

изолят из  крови пула 

2, выросший после 

прогревания  

(не фильтрованный)  

  

первичный рост филь-

трата гретого изолята 

из крови пула 2 
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Это, вероятно, не предел устойчиво-

сти. По ранее полученным данным, CWD 

МБТ были выделены из туберкулинов, при 

получении которых применяют нагрев до 

температуры 1210С 30–60 мин [11]. 

Жизнеспособность сохраняют не ве-

гетативные клетки МБТ. Инфицированное 

МБТ молоко после термической обработки 

не вызывает заболевания туберкулезом. 

Под действием высокой температуры веге-

тативные клетки погибают, но успевают 

образовать  защитные формы, природа ко-

торых не совсем ясна. Вместе с тем, уже 

известно, что они способны восстанавли-

вать жизнеспособность в виде CWD форм 

не только in vitro, но и при попадании в ор-

ганизм хозяина [11].  

Недавно у МБТ были обнаружены 

спороподобные термостабильные формы 

несколько меньшего размера, чем вегета-

тивные клетки [8], а также формы, сопоста-

вимые по размеру с вирусами [16, 18]. 

Наши опыты дали бактериологическое под-

тверждение существования фильтрующих-

ся форм МБТ. Посев фильтрата гретого 

изолята из крови дал рост CWD МБТ, хотя 

визуально заметные колонии, появились 

заметно позже, чем при посеве гретой сус-

пензии изолята. В мазках посева фильтрата 

наблюдалось образование специфической 

сети, внутри которой образовывались па-

лочковидные формы (таблица 3, стрелка).  

Результаты исследований однозначно 

показали, что кипячение и, следовательно, 

пастеризация полностью не обезвреживают 

молоко инфицированных (туберкулинпози- 

тивных) коров. Оно содержит защитные 

формы МБТ, способные восстанавливать 

жизнеспособность в виде CWD МБТ при 

попадании в организм потребителя [11]. 

Необходимо отметить, что CWD МБТ не 

вызывают типичного заболевания, но они 

способны, практически, пожизненно перси- 

стировать в организме хозяина [1, 9, 11, 12, 

15]. Их потенциальную опасность связыва-

ют не только с вероятностью реверсии [2], 

но и с тем, что они могут быть возможны-

ми причинами возникновения опухолей [4, 

9, 12, 15, 20], заболеваний центральной 

нервной и сердечно-сосудистой системы 

[10], сахарного диабета [6], саркоидоза [4], 

болезни Крона [7, 15].  

Установление факта сохранения жиз-

неспособности МБТ после термической 

обработки молока туберкулинпозитивных 

коров, пусть даже в виде защитных форм, 

ставит целый ряд проблем обеспечения 

биологической безопасности и вызывает 

необходимость дальнейших исследований. 

 

ВЫВОДЫ 

1 В крови и в молоке 75 % туберку-

линпозитивных коров условно благополуч-

ного по туберкулезу стада обнаружена 

ДНК комплекса M.tuberculosis – M. bovis. 

2 Из крови туберкулинпозитивных ко-

ров условно благополучного по туберкуле-

зу стада выделены микобактерии туберку-

леза с дефектной (CWD) клеточной стен-

кой. 

3 Микобактерии туберкулеза с дефект-

ной (CWD) клеточной стенкой были выде-

лены из пулов молока туберкулинпозитив-

ных коров, подвергнутых трехкратному ки-

пячению. Следовательно, существующие 

режимы термического обеззараживания мо-

лока не обеспечивают биологическую без-

опасность молочной продукции. 

4 Микобактерии туберкулеза с дефект-

ной (CWD) клеточной стенкой, выделен-

ные из пулов кипяченого молока туберку-

линпозитивных коров, выдерживали         

10 мин прогревание при температуре 1000С 

и были способны проходить через стерили-

зующий фильтр 0,22 мкм. 
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