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ОИ-19 с помощью лупы начиная с контроля. Если с 
нормальной сывороткой не отмечалась агглютина

ция, проводили учёт всей реакции. Положительной 
считали реакцию с образованием крупно- или мел
козернистого агглютината с просветлением жидко

сти не менее, чем на"++". Отрицательной считали 
реакцию, если суспензия оставалась гомогенной. 

Интенсивность агглютинации оценивали в плюсах: 

"++++" - образование крупно- или мелкозернистого 
агглютината с полным просветлением жидкости; 

"+++" - образование заметного крупно- или мелко

зернистого агглютината с почти полным просветле

нием жидкости; "++" - образование заметного круп
но- или мелкозернистого агглютината, но просвет

ление жидкости выражено слабо; "+" - образование 
едва заметного крупно- или мелкозернистого агглю

тината, жидкость мутная; "-" - нет образования агг
лютината, жидкость равномерно мутная; 

Результаты исследований и их обсуждение. 
Нами получены следующие результаты: 

1) из лимфатических узлов убитых животных 
и из крови животных и человека при помощи пита

тельной среды ВКГ и созданного нами диагностиче
ского набора антисывороток были выделены прото
пласты и L-формы микобактерий, которые были 

идентифицированы как М. tuberculosis. 
2) В результате культивирования полученных 

культур на среде Гельберга с малахитовым зелё
ным в течение 30-40 дней был получен характер
ный рост колоний для М. tuberculosis и М. bovis. При 
окраске препаратов-мазков по Цилю-Нильсену бы
ли выявлены рубиново-красные утолщённые по 
центру палочки, что является свидетельством спо

собности трансформированных форм реверсиро
вать в кислото-спирто-устойчивую форму. 
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При обработке исследуемого материала на 
питательной среде ВКГ выделяются протопласты 
(от лат. protos - первый, plato - лепить) и L-формы 

микобактерий. Многие исследователи считают про
топласты одной из стадий L-трансформации бакте
рий 17/. 

Вывод. Проведенные исследования показа
ли, что питательная среда ВКГ и диагностический 

набор сывороток, являются универсальным спосо
бом, при помощи которого можно в течение 3 - 7 
дней выделить трансформированные (без клеточ

ной стенки) и L-формы микобактерии и достоверно 
установить их принадлежность к микобактериям 
вида М. bovis или М. tuberculosis. 
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Лынченко И.Ю. 
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FаЬ2флуоресцирующий диагностикум пред

назначен для индикации лимфоцитов перифериче

ской крови инфицированных вирусом лейкоза круп

ного рогатого скота (ВЛКРС). 
Препарат представляет собой взвесь FаЬ2-

фрагментов иммуноглобулинов класса G к ВЛКРС, 
обработанных флуоресцеинаизотиоционатом 

(ФИТЦ). 

Для изготовления FаЬ2флуоресцирующего 
диагностикума использовали следующие компонен

ты: FаЬ2-фрагменты lgG к ВЛКРС; ФИТЦ; 0.1 М 
Na2C03; 0,05 М раствор карбоната натрия; 0.01 М 
фосфатно-солевой буфер, рН 7,5; дистиллирован
ная вода; физраствор. 

Для получения FаЬ2-фрагментов lgG к 
ВЛКРС брали следующие компоненты: lgG к 

ВЛКРС; О, 1 М ацетатный буфер рН 4,3; кристалли
ческий пепсин; 1 М раствор уксусной кислоты; 1 М 
раствор NaOH; стафилококковый реагент производ
ства НИИ им Л.Пастера( г.Санкт-Петербург); О, 1 М 
фосфатный буфер рН 8,0; азид натрия. 

lgG к ВЛКРС диализовали против О, 1 М аце
татного буфера, рН 4,3; затем к нему добавляли 

кристаллический пепсин в соотношении глобу

лин:пепсин 50:1; при необходимости, доводили рН 
до 4,3 1 М раствором уксусной кислоты; смесь ос
тавляли на водяной бане при t +37°С на 8-14 ча
сов; затем охлаждали во льду. Осадок, который 
образовывался во время реакции, удаляли центри
фугированием и доводили рН до 8,0 с помощью 1 М 
раствора NaOH (для инактивирования пепсина); к 
осадку стафилококка после последнего центрифу-
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гирования добавляли фрагментированные lgG в 
соотношении осадок : белок 8 : 1 ; взвесь тщатель
но встряхивали и оставляли при комнатной темпе

ратуре на 2-3 часа; смесь центрифугировали в те
чение 1 О минут при 5000 об/мин; осадок отбрасыва
ли, надосадочную жидкость консервировали ази

дом натрия в соотношении 1 : 10 ООО. 
Контроль чистоты FаЬ2-фрагментов lgG к 

ВЛКРС осуществляли с помощью реакции агглюти
нации со стафилококковым реагентом. Реакцию 
ставили капельным методом. Для этого на пред

метное стекло наносили каплю полученных FаЬ2-
фрагментов lgG к ВЛКРС, затем добавляли стафи
лококковый реагент смесь тщательно перемешива

ли и оставляли на 2-3 минуты при комнатной темпе
ратуре. Реакцию оценивали визуально, при нали

чии Fс-фрагментов lgG наблюдалось наличие агг
лютинации в виде хлопьевидного осадка. 

Контроль активности FаЬ2-фрагментов lgG к 
ВЛКРС осуществляется с помощью микрометода 

РИД. Для определения активности Fab7 

фрагментов необходимы следующие компоненты: 
- антиген из «Набора для серологической 

диагностики лейкоза крупного рогатого скота» 

производства Курской биофабрики; 
- солевая смесь агара из «Набора для серо

логической диагностики лейкоза крупного рогатого 

скота» производства Курской биофабрики; 
-разбавитель из «Набора для серологической 

диагностики лейкоза крупного рогатого скота» про
изводства Курской биофабрики. 

Постановка РИД. 

Стеклянные пластинки устанавливали на 

строго горизонтальной поверхности; расплавлен
ный агар тщательно перемешивали пастеровской 

пипеткой и, не охлаждая, разливали на предметное 

стекло; в застывшем агаре металлическим пробой
ником делали две лунки; из лунок удаляли агаро

вые пробки, избегая повреждений краев лунки или 

отслоения агара от дна пластинки. 

В первую лунку с помощью стериль

ной пастеровской пипетки вносили антиген из 

«Набора для серологической диагностики лейкоза 

крупного рогатого скота» производства Курской 

биофабрики; во вторую лунку вносили FаЬ2-
фрагменты lgG к ВЛКРС; предметное стекло стави
ли во влажную камеру и помещали в холодильник 

при t +4°С не менее чем на 24 часа. 
Оценка результатов РИД. 
Для учета реакции пластинки просматривали 

с помощью лупы на темном фоне. Положительная 
реакция характеризовалась наличием полосы пре

ципитации серо-белого цвета между антигеном и 
FаЬ2-фрагментами, отрицательная - отсутствием 

полосы преципитации. 

Метку FаЬ2-фрагментов lgG к ВЛКРС прово
дили флуоресцеинаизотиоционатом (ФИТЦ). Для 

метки FаЬ2-фрагментов антител ФИТЦ использова-

ли следующие компоненты: FаЬ2-фрагменты lgG к 
ВЛКРС; ФИТЦ; 0.1 М Nа2СОз; 0,05 М раствор карбо
ната натрия; 0.01 М фосфатно-солевой буфер, рН 
7,5; дистиллированная вода; физраствор. 

Необходимую навеску ФИТЦ готовли непо

средственно перед меткой из расчета 1 О мкл на 1 
мг белка; ее растворяли в минимальном количестве 
О, 1 М раствора Na2C03; раствор белка предвари
тельно охлаждают во льду; доводили рН до 9,0 с 
помощью О, 1 М Na2C03 и добавляли к раствору 
ФИТЦ, осторожно перемешивая; реакция проходи

ла на ледяной бане; в реакционной смеси поддер
живали рН ближе к 9,0, добавляя в случае необхо
димости, 0,05 М раствор карбоната натрия; если рН 
смеси не изменялось в течение 15 минут, сосуд 
закрывали пробкой и оставляли во льду при легком 
помешивании на18 часов в защищенном от света 

месте; после окончания реакции смесь центрифуги

ровали, затем проводили диализ против физрас
твора. 

Индикацию лимфоцитов периферической 

крови инфицированных ВЛКРС с помощью FаЬ2-
флуоресцирующего диагностикума проводили сле
дующим образом. Из исследуемой крови, обрабо

танной трилоном-Б, готовили мазки. Мазки приго
тавливали немедленно после взятия крови по об

щепринятым методикам. 

После высушивания мазки крови не позднее 
чем в первые двое суток после взятия фиксировали 

с целью закрепления клеток на стекле и сохранения 

их морфологии. 

Фиксацию мазков для индикации инфициро
ванных ВЛКРС лимфоцитов с помощью Fab2- флуо
ресцирующего диагностикума проводили ацетоном, 

охлажденным в морозильнике, в течение 10 минут. 
Индикацию лимфоцитов, пораженных ВЛКРС 

проводили следующим образом: 

- на фиксированный мазок наносили 2-3 кап
ли FаЬ2-флуоресцирующего диагностикума и на-

крывали покровным стеклом; 

- помещали в условия влажной камеры 

(чашки Петри с увлажненной фильтровальной бу
магой) и инкубировали в термостате при 37°С в 
течение 30 мин; 

При обнаружении лимфоцита, инфицирован
ного ВЛКРС, на его поверхности отчетливо опреде
лялись гранулы вирусного антигена, светящиеся 

зеленым цветом. Расположение их на поверхности 

лимфоцита было разное. Они определялись на 
всей поверхности, либо в одном каком-то месте. 

При отрицательной реакции зеленого свече
ния на поверхности лимфоцитов не наблюдалось. 

Диагноз считали установленным: при обнару
жении на поверхности лимфоцитов перифериче

ской крови флуоресцирующих FаЬ2-фрагментов 
lgG. 
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