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ИММУНОПРЕЦИПИТАЦИЯ ОБЩЕРОДОВЫХ АНТИГЕНОВ КУЛЬТУРАЛЬНОГО ФИЛЬТРАТА 
MYCOBACTERIUM BOVIS ИММУНОГЛОБУЛИНАМИ И СТАНДАРТИЗАЦИЯ ОЧИЩЕННОГО АЛЛЕРГЕНА НА

МОРСКИХ СВИНКАХ

Притыченко А.Н.
УО «Витебская ордена «Знак Почета» государственная академия ветеринарной медицины»,

г. Витебск, Республика Беларусь

Изучена возможность иммунопреципитации общеродовых антигенов культурального фильтрата 
Mycobacterium bovis иммуноглобулинами и стандартизация очищенного аллергена на морских свинках. 
Наиболее оптимальным методом стандартизации ОСА является его титрование на морских свинках, 
зараженных МБТ и НТМБ в сравнении с туберкулином. Оптимальным признается то разведение 
препарата, которое вызывает интенсивные реакции (не менее 10 мм) у  животных, инфицированных МБТ и 
не вызывает их у  зараженных НТМБ (папулы не более 5 мм).

Possibility of the immunoprecipitation of antigens to Mycobacterium genus of a cultural filtrate of Mycobacterium 
bovis by immunoglobulins and standardization of the purified allergen on guinea pigs are studied. The most optimum 
method of PSA standardization is titration on the guinea pigs infected with MBT and NTMB in comparison with the 
tuberculin. That titration of the tuberculin which causes intensive reactions (a papule is not less than 10 mm) on animals 
infected with MBT and does not cause the reactions (a papule is not more than 5 mm) on animals infected with NTMB 
admits optimum option.

Ключевые слова: туберкулин, Mycobacterium bovis, аллерген, иммунопреципитация, стандартизация 
аллергенов, морские свинки.

Keywords: tuberculin, Mycobacterium bovis, allergen, immunoprecipitation, standardization of allergens, guinea
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Введение. Проблема туберкулёза крупного рогатого скота, по прежнему остаётся актуальной. Для 
аллергической диагностики туберкулёза в Республике Беларусь, преимущественно, используют туберкулин 
очищенный для млекопитающих, производства ОАО “БелВитунифарм”. Несмотря на благополучие по 
туберкулёзу, которое обеспечивается проведением плановых массовых мероприятий, существует проблема 
видовой специфичности туберкулинов [7].

Основной проблемой туберкулино-диагностики считаются неспецифические (парааллергические) 
реакции [1]. Еще в 30-е годы прошлого века такие реакции начали связывать с инфицированием животных 
НТМБ, имеющих общие антигены с МБТ [8]. Однако, ранее использовавшийся ГОСТ 16739-88 оценки качества 
ППД туберкулина не предусматривал параметра видовой специфичности. Этот параметр рекомендован МЭБ 
[15].

В рамках традиционных технологий решить проблему существенного повышения специфичности 
туберкулинов не удалось. С середины XX века, были начаты исследования по выделению видоспецифичных 
антигенов МБТ [6, 11]. Однако лишь в последние годы XX столетия, благодаря прогрессу в области 
фракционирования и очистки макромолекул, были получены индивидуальные иммунохимически чистые 
микобактериальные антигены [4, 6, 10]. Несмотря на значительный вклад в этом направлении, ни один из 
очищенных физико-химическими методами антиген МБТ не был внедрён в практику диагностики туберкулёза
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[14], за исключением высокоактивных, но низкоспецифичных полисахаридных антигенов типа А60 [10]. Это 
касается и индивидуальных рекомбинантных антигенов и их коктейлей [9].

В направлении получения более специфичных туберкулинов интерес представляют исследования по 
групповому фракционированию антигенов МБТ. Впервые, R. Moulton, T. Ditz, S. Marcus (1972), фракционируя 
PPD-S на сефадексе G-200, установили, что основная часть туберкулино-активных веществ, дающих 
перекрёстные реакции у морских свинок, зараженных M. kansasii, элюируются в I пике с массой молекул более 
200 кДа [13]. Если для фракционирования использовали сефадекс G-150, специфичность 
высокомолекулярного пика была несколько выше за счет присутствия в нём молекул меньшего размера [5]. 
Таким образом, удалением высокомолекулярной фракции удавалось достоверно повысить специфичность 
целевого продукта, но получить строго специфичный препарат не удалось даже при использовании 
дополнительных этапов и сочетании методов очистки. Чешские, американские и шведские учёные пятикратно 
осаждали культуральный фильтрат M. tuberculosis H37RV СА, подвергали ультрафильтрации на мембранах 10 
kDa, а полученные фракции разделяли в электрофорезе в 4,75%, 7% и 15% ПААГе. При испытании 
электрофоретических фракций, выделенных из ПААГ на морских свинках, заражённых M. tuberculosis, M. 
kansasii, M. Intracellularae, было установлено, что такой сложный процесс фракционирования лишь 
незначительно повысил их молекулярную гомогенность и специфичность в сравнении с PPD-S [12].

Использование гель-фильтрации в промышленном получении туберкулина оказалось невозможным из- 
за малого объёма очищаемого материала и длительности процесса, но развитие техники ультрафильтрации, 
позволяющей разделять большие объёмы биологических жидкостей, сделало технологичным процесс 
группового фракционирования молекул по размерам [2].

В 1975 году Turcotte показал, что адсорбция протоплазматического экстракта M. tuberculosis антителами 
к M. kansasii на 55% снижает его туберкулиновую активность. При этом он теряет способность вызывать 
аллергическую реакцию у морских свинок, сенсибилизированных M. kansasii [16]. Hamman et al (1989) и 
А.П. Лысенко (1994), использовав этот принцип, получили видоспецифичные аллергены [6], успешно 
испытанные на крупном рогатом скоте [3]. Однако, отсутствие в то время технологичных методов разделения 
макромолекул не позволило организовать массовое производство аллергенов с повышенной специфичностью.

Таким образом, существовавшие методы контроля туберкулина не предусматривают тест на уровень 
перекрёстных реакций, а физико-химические методы очистки микобактериальных антигенов и использование 
рекомбинантных технологий не позволили получить перспективный коммерческий препарат для диагностики 
туберкулёза крупного рогатого скота. Наиболее перспективным является повышение специфичности 
туберкулина за счёт группового фракционирования и удаления высокомолекулярной фракции, а также 
биоспецифический метод удаления общеродовых антигенов.

Цель исследований - изучение возможностей иммунопреципитации общеродовых антигенов 
культурального фильтрата Mycobacterium bovis иммуноглобулинами и стандартизация очищенного аллергена 
на морских свинках.

Материал и методы исследований. Работа выполнена на кафедре микробиологии и вирусологии УО 
ВГАВМ, в отделе зоонозов и разработки диагностических препаратов РУП «Институт экспериментальной 
ветеринарии им. С.Н. Вышелесского».

В работе использовали штаммы M. bovis № 8, M. bovis Vallee, M. bovis БЦЖ-1, а также штаммы M. bovis 
БЦЖ, M. bovis СП2, M. avium 1603, M. terrae 15722 ATCC, M. fortuitum 342, M. phlei 1889, M. tuberculosis H37Rv. 
Среды: Гельберга, Павловского, Сотона, Микофаст.

Для идентификации штаммов использовали полимеразную цепную реакцию (ПЦР), которую ставили по 
стандартному протоколу на амплификаторе Bio-Rad С1000 с праймерами IS1081, IS81, IS6110, ET (ИБОХ НАН 
Беларуси).

Антигенный состав производственных штаммов и туберкулинов изучали с использованием бычьих, 
бараньих и кроличьих антисывороток к соникатам инактивированной 3-5% фенолом бактериальной массы M. 
bovis 8, M. bovis Vallee, M. avium 1603, M. scrofulaceum 526, M. fortuitum 342, M. phlei 1889.

Антигены получали дезинтеграцией инактивированной 3-5% фенолом бактериальной массы 
микобактерий на ультразвуковых дезинтеграторах УЗДН-1 и Bandelin (5-10 мг/мл в 0,5% феноле, рН 7,2, 15 кгц, 
100 В/см2, 15-20 мин).

Иммунопреципитацию проводили по общепринятой методике.
Ультрафильтрацию проводили на ультрафильтре Minitan II S (Millipore) c мембранами РНТК с пределом 

задержания 300, 100, 30 и 10 kDa, на ультрафильтре с полыми волокнами 300 и 15 К (Биосарт).
Серии ОСА исследовали в кожной пробе на морских свинках.
Результаты исследований. Очистка автоклавированного культурального фильтрата включала 

следующие этапы: концентрирование осаждением ТХУ, ультрафильтрация для отделения
высокомолекулярной фракции, иммунопреципитация антителами, удаление иммунных комплексов путем 
осаждения ПЭГ и ультрафильтрацией.

В результате были получены 6 серий продукта, условно названного ОСА (очищенный специфический 
аллерген). С учетом варьирования условий очистки проблемой явилась стандартизация получаемого продукта. 
Ее основным критерием был выбор такого разведения ОСА, в котором он вызывает интенсивные реакции у 
животных, зараженных МБТ, а особи, инфицированные НТМБ, на него не реагируют.

В таблице 1 приводятся результаты испытания ОСА серии 1 ип в кожной пробе на морских свинках. 
Предварительно ОСА развели в соотношении 2 мл + 7,5 мл растворителя и сделали разведения 1:20, 1:40, 
1:100. Разведения ТО и ОСА по 0,2 мл вводили морским свинкам, инфицированным M. bovis и НТМБ (таблица 
1).
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Таблица 1 -  Среднеарифметические размеры папул в мм на введение ТО серии 66 и ОСА у здоровых 
морских свинок, инфицированных НТМБ и МБТ_______________________________________________________

Г руппы морских 
свинок

Разведения ТО сер. 66 Разведения ОСА сер. 1 ип

1:40 1:100 1:200 1:20 1:40 1:100

Здоровые 0 0 0 0 0 0

НТМБ 6,0 4,0 2 0 0 0

M. bovis 12,0 11,5 9,0 16,8 14,5 10,5

Как видно из таблицы 1, ОСА не вызывал изменений в коже здоровых морских свинок, следовательно, 
был нереактогенным. ТО вызывал реакции (до 6 мм) у морских свинок, инфицированных НТМБ. На ОСА таких 
реакций не отмечено.

Активность ТО 66 и ОСА сер. 1 ип у морских свинок, зараженных M. bovis, сопоставлена на рисунке 1. 
Линии активности препаратов пересекались, что свидетельствует о различиях в их биологических свойствах. В 
концентрированных растворах активность ОСА была выше, чем у ТО, но в разведённом состоянии -  меньше, 
что свидетельствует о более узком наборе антигенов в ОСА.

Суммарная разница расстояния между линиями активности составила 0,23 log. antilog 0,23 равняется 
1,69. Следовательно, испытанный ОСА (разведенный 2 мл + 7,5 мл растворителя), можно дополнительно 
разводить добавлением на 1 мл - 0,69 мл растворителя.

Рисунок 1 - Зависимость аллергической активности ОСА сер. 1 ип от логарифма разведения у морских
свинок, инфицированных M. bovis

В таблице 2 представлены результаты исследования ОСА серии 7-15 после разведения 1+0,69 и ОСА 
серии 1-2 (в разведениях 1:40 и 1:80). Установлено, что ТО (1:40) давал выраженные перекрёстные реакции у 
морских свинок, зараженных НТМБ, причем через 48 часов различий в интенсивности реакций в гомологичной 
и гетерологичной системе практически не было. Обе серии ОСА оказались достоверно специфичнее ТО 
(разница 7,2-10,2 мм). При разведении ОСА с 1:40 до 1:80 активность обоих серий даже возрастала. 
Последующее разведение несколько снижало активность ОСА, но повышала специфичность.

Таблица 2 -  Активность и специфичность ОСА серии 7-15+0,69 и ОСА сер1-2 (размер папул в мм)

Г руппы ТО 1:40
ОСА 7-15 

1:40
ОСА 7-15 + 0,69, 

1:40
ОСА 7-15 + 0,69, 

1:80
ОСА 1-2 

1:40
ОСА 1-2 

1:80
Через 24 ч

M. bovis 15,3 16,4 16,7 15,4 15,3 18
НТМБ 11,0 6,2 5,3 7,1 8,1 7,1
Разница 4,3 10,2 11,4 8,3 7,2 10,9

Через 48 ч
M. bovis 11,0 13,1 12,4 12,6 16,9 13,5
НТМБ 12,0 10,7 8,0 8,0 12,8 9,8
Разница -1 2,3 4,4 4,6 4,1 3,7
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Для дальнейшего титрования ОСА и подбора концентрации, не вызывающей перекрёстных реакций у 
морских свинок, сенсибилизированных НТМБ, провели исследование:

- №1- ТО с.66 1:40 (контроль);
- №5 -ОСА с.5-15 0,5 мл+0,35 растворителя -  0,25 мл+10 мл растворителя;
- №2 -разведение №5 + равный объем растворителя (1:80);
- №4- ОСА с.5-15 1:40;
- №3- ОСА с.1200 1:40;
- №6 ОСА с.1200 1:80.
Результаты учёта реакций представлены в таблице 3. Как видно, все разведения ОСА вызывали 

выраженные аллергические реакции у морских свинок, заражённых M. bovis, которые по интенсивности 
достоверно не отличались от То  в разведении 1:40. Вместе с тем, у морских свинок зараженных НТМБ реакции 
на ОСА были заметно меньше, чем на туберкулин, а у варианта №5 они находились на нижней границе 
положительной реакции (5,3±1,4 мм).

Таблица 3 - Диаметры папул в мм у морских свинок, сенсибилизированных M. bovis BCG и НТМБ

Г руппы
№1- ТО с.66 

1:40
Разведение №2 + 

равный объем 
растворителя 

(1:80)

Разведение 
№3- ОСА 1200 

1:40;

Разведение 
№4- ОСА 5­

15 1:40;

Разведение №5 - 
ОСА 5-15 0,5 мл + 
0,35 растворителя 
-  0,25 мл+10 мл 

растворителя

Разведение 
№6 ОСА 
1200 1:80

M.bovis 1 11 13 15 16 19 15
M.bovis 2 15 18 16,5 16 18 24
M.bovis 3 16,5 14 16 17 17 15
M.bovis 4 17 16 15 18 16,5 18
M.bovis 5 17 16 14 15 13 18
М±м 15,3±1,2 15,4±0,95 15,3±0,47 16,4±0,6 16,7±0,97 18,0±1,5
НТМБ1 13,5 10 11,5 4 8 13
НТМБ2 15 10,5 13 13 12 12,5
НТМБ3 9 4 4 6 3 3
НТМБ4 5 3 3 3 3 3
НТМБ5 6 3 3 3 3 3
НТМБ6 10 5,5 3 3 2 2
НТМБ7 6,5 3 2 4,5 2 2
НТМБ8 9,5 7 11 5 2 9
НТМБ9 9,5 3 3 3 3 3
НТМБ10 18,5 14 19,5 11,5 15 15
НТМБ11 18 14,5 15,5 10 5 12,5
М±м 11 ±1,2 7,1 ±1,5 8,1±2,2 6,2±1,2 5,3±1,4 7,1 ±1,9

В таблице 4 представлены результаты статистической обработки сравнения интенсивности реакций в 
группах морских свинок, сенсибилизированных M. bovis и НТМБ.

Таблица 4 - Сравнение интенсивности реакций в группах морских свинок, сенсибилизированных M. 
bovis и НТМБ

Г руппы

№1- ТО с.66 
1:40

№2 + равный 
объем 

растворителя 
(1:80)

№3- 0СА1200 
1:40

№4- ОСА 5-15 
1:40

№5 -ОСА 5-15 
0,5 мл + 0,35 

растворителя -  
0,25 мл +10 мл 
растворителя

№6 ОСА 1200 
1:80

M. bovis BCG 15,3±1,2 15,4±0,95 15,3±0,47 16,4±0,6 16,7±0,97 18,0±1,5
НТМБ 11 ±1,2 7,1 ±1,5 8,1±2,2 6,2±1,2 5,3±1,4 7,1 ±1,9
Различия в 
интенсивности 
реакций (мм) 
между M. bovis 
и НТМБ

4,3 8,3 7,2 10,2 11,4 10,9

Достоверность 
различий Р %

Р = 3% Р меньше 0,1% Р = 0,8% Р меньше 
0,1%

Р меньше 0,1% Р меньше 
0,1%

Как видно из таблицы 4, испытанные аллергены вызывали у морских свинок, зараженных НТМБ, 
достоверно менее интенсивные реакции, чем у зараженных M. bovis. Наибольшая разница отмечалась у 
разведений ОСА серии 5-15, которую далее обозначили и использовали, как ОСА серии 1 ип.

Для стандартизации оптимальной серией препарата ОСА 1 ип провели опыт на морских свинках с 
использованием ТО 66 в разведении 1:40 (контроль) и о Са  1 ип в разведениях:

1,8 мл концентрата+7,2 мл растворителя;
0,9 мл концентрата+7,2 мл растворителя;
0,6 мл концентрата+7,2 мл растворителя.
Реакции учитывали через 24 ч, определяя размеры папул (таблица 5).
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Таблица 5 -  Результаты определения оптимального разведения ОСА 1 ип. Диаметры папул в мм у 
морских свинок, сенсибилизированных M. bovis BCG и НТМБ_________________________________________

Г руппы ТО 66 ОСА 1,8 мл ОСА 0,9 мл ОСА 0,6 мл
концентрата +7,2 мл концентрата +7,2 мл концентрата +7,2 мл

растворителя растворителя растворителя
M. bovis 1 13,5 13 9 7,5
M. bovis 2 13 11 11 9
M. bovis 3 13,3 10,5 7,5 5
M. bovis 4 11 11,5 11 7,5
M. bovis 5 17 14 11 4
M. bovis 5 17,5 17 11,5 11
M. bovis 6 14 12 9 8
M. bovis 7 14,5 14 14,5 11
M. bovis 8 15,5 14 15 6
M. bovis 9 16 11,5 14 12
M. bovis 10 10,5 8,5 13 8
М±м 14,2±0,69 12,5±0,7 11,5±0,75 8,1±0,76
НТМБ 1 8 6 7 3
НТМБ 2 3 0 2 3
НТМБ 3 4 2 2 3
НТМБ 4 11 3 3 3
НТМБ 5 4 2 2 2
М±м 6±1,75 3±1,0 3,2±0,95 2,8±0,35

Установлено, что в разведении 1,8+7,2 ОСА вызывал аллергические реакции у морских свинок группы 
M. bovis, которые не отличались по интенсивности от ТО в разведении 1:40. Вместе с тем, это разведение ОСА 
в отличие от ТО, не вызывало реакций в группе НТМБ. В разведении ОСА 0,6 мл концентрата + 7,2 мл 
растворителя перекрёстные реакции отсутствовали у всех животных, инфицированных НТМБ. Следовательно, 
оптимальным разведением концентрата ОСА является 1:8-1:10.

Заключение. Проведённые исследования позволили установить, что наиболее оптимальным методом 
стандартизации ОСА является его титрование на морских свинках, зараженных МБТ и НТМБ в сравнении с 
туберкулином. Оптимальным признается то разведение препарата, которое вызывает интенсивные реакции 
(не менее 10 мм) у животных, инфицированных МБТ и не вызывает их у зараженных НТМБ (папулы не более 5 
мм).
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