
ВЕТЕРИНАРНАЯ Щ Е Ц И Н А  БЕЛАРУСИ научно-практический журнал

УДК 619:616.98:579.873.21:616-07
И Н Ф Е К Ц И О Н Н Ы Е  З А Б О Л Е В А Н И Я

А.П. ЛЫСЕНКО, А.П. ЛЕМИШ, И.Н. АРХИПОВ,
РНИУП "Институт экспериментальной ветеринарии им. С.Н. Вышелесского ",
А.Н. ПРИТЫЧЕНКО,
У О "Витебская ордена "Знак Почета" государственная академия ветеринарной медицины"

ИЗУЧЕНИЕ ПРИЧИН ТУБЕРКУЛИНОВЫХ РЕАКЦИЙ У КРУПНОГО 
РОГАТОГО СКОТА С ПРИМЕНЕНИЕМ ИММУНОФЕРМЕНТНОГО 

АНАЛИЗА И БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ КРОВИ
НА ПИТАТЕЛЬНОЙ СРЕДЕ ВКГ

SUMMARY
The received results testified to communication of reactions on tuberculin in herd with infectid 

animals the activator of a tuberculosis, most possibly, a tuberculosis. It is impossible to consider 
it as a unusual occurrence. Earlier it has been established, that in 6 of 7 surveyed problem facilities 
of republic at reacted cows higher credits of antibodies are noted to M.tuberculosis. Simultaneous 
research in ELISE blood of animals and the attendants has allowed to find out communication 
of reactions on PPD tuberculin, activation of an infection in cattle breeders and presence at them 
contacts with bacilli patients.

Реагирующие на туберкулин коровы выявляются во 
многих благополучных по туберкулезу стадах. На ”па- 
рааллергические" реакции обратили внимание уже в 
20-х годах XX столетия, после первых успехов в борьбе 
с туберкулезом (1). Как правило, их связывают с 
инфицированием атипичными микобактериями, но нельзя 
исключить, что они могут быть обусловлены и латен
тной туберкулезной инфекцией (2). Проблема актуальна 
как с точки зрения выбытия продуктивных животных, 
так и возможных вспышек болезни и передачи возбу
дителя человеку. „

Несмотря на появление новых диагностических 
методов, еще не сложилось четких подходов к раннему 
выявлению туберкулезной инфекции и прогнозированию 
возможной активизации (3).

Раннее бактериологическое выявление туберкулез
ной инфекции ограничено низкой чувствительностью об
щепринятых методов (4). Более информативен поиск 
иммунологических маркеров туберкулезной инфекции, 
в частности, с использованием иммуноферментного 
анализа (ИФА) (3, 5).

Некоторые модификации непрямого ИФА с учетом 
особенностей персистирования возбудителя обеспечи
вают высокую чувствительность и специфичность их 
выявления. В первую очередь это касается определе
ния в крови не только антител, но и микобактериальных 
антигенов, появление которых связано с персистенцией 
возбудителя туберкулеза (5, 6, 7).

Бактериологическое подтверждение результатов ИФА, 
как и других методов, не представляет трудностей у 
явно больных особей, но при латентной инфекции у 
крупного рогатого скота необходимо использование

методов, позволяющих выявлять трансформированные 
формы возбудителя.

Разработка новой питательной среды ВКГ (8), по
зволяющей с высокой чувствительностью и с минималь
ными затратами времени выделять возбудитель тубер
кулеза и его измененные формы, существенно расши
рила возможности прижизненного бактериологического 
подтверждения результатов иммунодиагностики (9).

Цель работы: изучение причин туберкулиновых 
реакций у коров благополучного стада на основе вы
явления в крови антител, микобактериальных антигенов, 
иммунных комплексов, бактериологических и патомор
фологических маркеров туберкулезной инфекции.

Материалы и методы. В течение 4 лет 700 коров 
благополучного стада исследовали ППД-туберкулином 
для млекопитающих и комплексным аллергеном из 
атипичных микобактерий (КАМ). В пробах крови (1:50) 
коров, реагировавших с оценкой "+" и "=" в ИФА 
определяли:

— уровень антител к M.bovis, M.tuberculosis;
— способность антител реагировать с антигенами 

M.bovis и антигенами атипичных микобактерий в жидкой 
фазе реакции (АБА);

— уровень микобактериальных антигенов и их ком
плексов с антителами (по влиянию не разведенных проб 
крови на активность кроличьей антисыворотки M.bovis) 
(6, 7).

Для ИФА использовали соникаты клеточных стенок 
M.bovis и M.tuberculosis (1— 4 мкг на лунку) (6). Реакцию 
ставили в непрямом варианте, по общепринятой схеме, 
с использованием пероксидазных конъюгатов с кроли
чьими IgG к IgG быка и козьих IgG к IgG кролика (Sigma).
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Результаты ИФА интерпретировали только при 
получении на каждой панели соответствующего резуль
тата контрольных проб: пула сывороток крови здоровых 
коров, бычьей антисыворотки к смеси антигенов ати
пичных микобактерий, сыворотки крови коровы, спон
танно больной туберкулезом.

Пробы крови от 14 реагирующих животных посеяли 
на питательную среду ВКГ "Hansa", Киев. Для декон
таминации кровь обрабатывали 3-хлоргексидином, 
смешивали (1:1) со стимулятором роста ВКГ, инкуби
ровали 24 ч при 37 °С, высевали по 0,3— 0,5 см3 на 
разовые чашки Петри со средой ВКГ и инкубировали 
при 37—38 °С до 7 суток. Выросшие культуры иссле
довали в реакции агглютинации (РА) с нормальной 
сывороткой и антисывороткой к бациллярным антиге
нам М. bovis, М. tuberculosis.

Часть ВКГ-изолятов исследовали в ПЦР с набором 
"ДНК-технологии" по методике изготовителя. Патоген
ность определяли на морских свинках (по 2 мг внут- 
рибрюшинно).

Лимфатические узлы от реагировавших коров иссле
довали бактериологически по общепринятой методике.

Материал от коровы 882/14 исследован гистологи
чески с окраской срезов гематоксилин-эозином и по 
Браше.

Результаты исследований. При первом исследова
нии (2002 г.) у 8 из 9 коров (88,9%), реагировавших в 
симультанной пробе, уровень антител в ИФА к комп
лексу антигенов М.bovis был повышен в 1,6—2,0 раза. 
Сыворотки крови 2 коров (22,2%) на 20— 90% интен
сивнее реагировали с антигенами M.tuberculosis (табл. 
1). У 6 (66,7%) животных антитела в жидкой фазе ин
тенсивнее реагировали (ДБА) с антигенами М.bovis, чем 
с антигенами атипичных микобактерий. Эти данные 
указывали на высокую вероятность инфицирования коров 
микобактериями туберкулеза млекопитающих, возмож
но M.tuberculosis, но результаты бактериологического 
посева лимфатических узлов на яичные среды и био
пробы были отрицательными.

Таблица 1
Уровень и специфичность антимикобактери- 

альных антител в ИФА у реагировавших 
на туберкулин коров (январь 2002 г.)

№  коровы

ДОП

с ан ти гено м  

М . b o v is 1

Д БА2

ДМ. T u b e r

cu los is / 

M .b o v is3

6035\1 1.7 1.7 0.93
9750\2 1.7 0.5 1.0
9482\3 2.0 3.5 0.9
6436 \4 2.0 0.5 0.5
9382 \5 1.9 5.0 0.3
9060Y7 1.6 5.0 1.2

9516\8 2.0 1.4 1.17
6426\9 1.2 3.5 1.9

9236 \10 2.0 1.5 1.1
Контрольные сыворотки

Н о р м а л ь н а я (п у л ) 1.0 1.1 1.05
К анти генам  ати п и ч 

ны х м и ко б актер и й
1.3 1.0 0.68

К оров ы , бол ь но й  

туб ер кул езо м
1.9 7.0 1.1

Примечания к таблицам 1— 3:
АОП' —  отношение оптической плотности (ОП) исследуемой 

сыворотки к ОП пулу сывороток здоровых коров;
АБА2 —  отношение уровня снижения ОП исследуемой пробы 

в растворе с антигенами M.bovis к уровню снижения ОП пробы 
в растворе с антигенами атипичных микобактерий;

AM.tuberculosis/M.bovis3 — отношение ОП исследуемой пробы 
в лунках с антигеном М. tuberculosis к  ОП исследуемой пробы 
в лунках с антигеном M.bovis;

—  черным шрифтом выделены позитивные результаты.

Выделение реагировавших коров продолжалось осе
нью 2002 г. (таблица 2). Уровни специфических антител 
у таких животных оказались на 10— 50% выше, чем в 
пуле сывороток здоровых коров. По показателю ДБА, 
который отражает как способность антител связывать 
в жидкой фазе антигены микобактерий, так и уровень 
антител в иммунных комплексах, 13 (86,7%) из 15 коров 
можно было считать инфицированными возбудителями 
туберкулеза. Это подтверждали и результаты ИФА по 
определению микобактериальных антигенов и их иммун
ных комплексов (6 позитивных и 5 сомнительных проб 
— 73,3%).
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Таблица 2.
Уровень антител, микобактериальных антигенов 

и иммунных комплексов в ИФА у реагировавших 
на туберкулин коров (ноябрь 2002 г)

№  коровы

ДОП

с анти геном  

М. Bovis

ДВА

И нгибиция  

тест-ан ти сы - 

воротки  в % ’

6531 \1 1.5 1.2 -42%

6069\2 1.3 0.5 -35%

6216\3 1.2 3.5 -23%

6645\4 1.1 1.7 -30%

6211\5 1.3 3 -20%

5748\6 1.2 2 +27%

6633V7 1.1 5 -23%

6806\8 1.2 3 -29%

6080\9 1.3 5 -35%

6297\10 1.1 3 -24%

6887VI1 1.1 5 -11%
7994\12 1.2 5 -24%

6552VI3 1.1 5 -11%
6421 \14 1.2 5 -13%
6738VI5 1.2 5 -13%

Контрольные сыворотки
Н о р м ал ь н ая (п ул ) 1.0 0,65 0.5
К антигенам  атипич

ны х микобактерий
1.3 1.0 +20%

К о р о в ы ,б о л ь н о й  

туберкулезом
1.4 6,0 -59%

Примечание:
' —  процент снижения ОП 

кроличьей  антисыворотки 
М. bovis после внесения в нее 
исследуемой пробы, характе
ризует уровень микобактери
альных антигенов и иммунных 
комплексов.

В 2005 Г. кровь 10 
реагировавших и 4 тубер- 
кулинотрицательных жи
вотных исследовали в 
ИФА и посеяли на пита
те л ь н у ю  среду  В К Г  
(табл. 3). Установлено, что 
пробы всех туберкулинпо- 
зитивных (100%) и 66,7% 
коров со слабыми реакци
ями на туберкулин (2 мм) 
через 2— 4 суток после 
посева на среду ВКГ дали 
рост "парафиновых" коло
ний. Из 4 туберкулинотри- 
цательных коров рост был 
получен в 1 случае (25%).

В мазках ВКГ-изолятов при окраске по Циль-Ниль- 
сену обнаружены синие палочки и кокки (рис. 1), агглюти
нировавшиеся в РА антисывороткой к М. bovis, 
М. tuberculosis (табл. 3).

Рис. 1. ВКГ-изолят из крови коровы 427/2 
(окраска по Ципь-Нильсену).
В мазках ВКГ-изолята из крови коровы 882/14 (рис. 

2) были обнаружены синие и красные палочки в составе 
одних и тех же цепей, а также красные кокки. Именно 
в этой пробе крови отмечен самый высокий уровень 
микобактериальных антигенов (ингибиция в ИФА — 54%).

Таблица 3
Бактериологическое и серологическое исследование крови 

реагировавших на туберкулин коров (2005 г.)

№  коровы
Рост 

на среде 
ВКГ

Микроскопия 

изолятов (по 

Циль-Нил ьсену)

РА изолятов 
с а-с М. bovis- 

tuberculosls

Исследование крови в ИФА

ДОП ДВА
Уровень 

ингибиции в %
Реагирующие на туберкулин (3— 8 мм)

2734/1 + С иние  па л очки  и кокки + + + + не исслед. - -

4 2 7 /2 + С ин и е  па л очки  и кокки ++ + 1.5 3 -42

373 /3 + С ин и е  па л очки  и кокки + + + не  исслед. - -

88 4 /6 + С ин и е  па л очки  и кокки + +++ 1.8 0.4 -35

31 5 /8 + С ин и е  пал очки  и кокки + + + + не исслед. - -

823/11 +
С и н и е  па л очки  и кокки  с 

руб и н о в о -кр а сн ы м и  эл ем ен та м и
++ + 2.3 0.3 -23

81 6 /12 + С ин и е  пал очки  и кокки ++ + не исслед. - -

Со слабыми реакциями на туберкулин (2 мм)
86 4 /4 + С ин и е  па л очки  и кокки ++ + 0.9 3 -

79 6 /1 3 - - - не  исслед. - -

88 2 /1 4 + С и н и е  и кр а сн ы е  па л очки  и кокки + + + + 1.9 0.7 -54

Не реагирующие на туберкулин

188/5 - - - 1.2 3 -40

4 2 6 /7 + С ин и е  па л очки  и кокки ++ + + не исслед. - -

68 5 /9 - - - 2 .0 5 +24

24 3 /10 - - - 1.3 5 -
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Рис. 2. ВКГ-иэолят из крови коровы 882/14 
(окраска по Ципь-Нипьсену).
Исследование изолята 882/14 в ПЦР подтвердило его 

принадлежность к комплексу М. bovis, М. tuberculosis 
(рис. 3). Однако морские свинки, зараженные ВКГ- 
культурами, остались клинически здоровыми в течение 
4 месяцев (срок наблюдения) и на вскрытии не имели 
выраженных патологических изменений.

Рис. 3. Результат ПЦР. 1 —  изолят 882/14, 2  —  
М.tuberculosis H37Rv, 3 —  М.bovis 8, 4 —  К-, 5 —  К+.

Исходя из полученных результатов, были даны 
рекомендации провести профосмотр животноводов. В 
конце 2005 г. был выявлен больной туберкулезом скотник, 
работавший на ферме более 4 лет.

При гистологическом исследовании у коровы 882 \14 
в лимфоузлах были выявлены очаги склероза и лим
фоидно-клеточные скопления вокруг них (рис. 4), плаз- 
моцитарная реакция и активная бласттрансформация 
лимфоцитов (рис. 5, 6), атрофия лимфоидных узелков, 
лимфоидно-макрофагальные пролифераты в стенках 
кровеносных сосудов (рис. 7, 8).

Рис. 4. Очаговый склероз и лимфоидно-клеточные 
скопления вокруг него (х160).

Рис. 5. Плазмоцитарная реакция (х80).

Рис. 6. Активная бласттрансформация лимфоцито 
(х160).

Рис. 7. Атрофия лимфоидного узелка (х80).

Рис. 8. Лимфоидно-макрофагальные пролифери 
в стенке кровеносного сосуда (х80).

Обсуждение результатов. Полученные результ, 
свидетельствовали о связи реакций на туберкулин в ст; 
с инфицированием животных возбудителем туберс 
за, наиболее вероятно, М. tuberculosis. Нельзя счит 
это редким явлением. Ранее было установлено, чт 
6 из 7 обследованных проблемных хозяйств республ 
у реагировавших коров более высокие титры анти
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отмечены к М.tuberculosis (10). Одновременное иссле
дование в ИФА крови животных и обслуживающего 
персонала позволило обнаружить связь реакций на 
туберкулин, активации инфекции у животноводов и 
наличие у них контактов с бациллярными больными (11).

Характерной чертой ситуации в стаде было длитель
ное выявление коров в симультанной пробе с оценкой 
V  и “=" без патоморфологического и бактериологичес
кого подтверждения туберкулеза. Это подтверждает 
данные о способности крупного рогатого скота проти
востоять развитию заболевания, но не персистенции 
M.tuberculosis (12).

В ИФА был отмечен повышенный уровень специфи
ческих антител, причем у части животных он был выше 
именно к М. tuberculosis. Однако позитивные резуль
таты ИФА, даже с высокоочищенными антигенами M.bovis, 
могут быть связаны с инфицированием животных ати
пичными микобактериями (3, 5). На наш взгляд, более 
информативны варианты ИФА, отражающие накопление 
и циркуляцию в крови иммунных комплексов и мико- 
бактериальных антигенов, что наблюдается только при 
туберкулезной инфекции (5, 6, 7). Так, определение в 
ИФА показателя ДВА, отражающего способность анти
тел пробы связывать в жидкой фазе антигены мико
бактерий и их концентрацию в иммунных комплексах, 
а также уровня ингибиции активности тест-антисыво
ротки, коррелирующего с содержанием микобактериаль- 
ных антигенов в крови, показало, что, соответственно, 
у 40— 86,7% и 73,3% реагировавших коров они были 
положительными..

Тот факт, что при выраженном иммунном ответе и 
высокой концентрации в крови микобактериальных 
антигенов не удалось получить рутинного лабораторно
го подтверждения инфицирования коров, свидетельствует 
о персистенции слабопатогенных адаптивных форм 
возбудителя и непригодности обычных бактериологичес
ких методов для оценки состояния стада. Только с 
помощью посева крови на питательную среду ВКГ удалось 
получить прижизненное бактериологическое подтверж
дение инфицирования животных и результатов ИФА. Кроме 
того, положительные результаты в ИФА и на среде ВКГ 
были получены у части туберкулинотрицательных жи
вотных. Это подтверждает ограниченную чувствитель
ность туберкулиновой пробы и необходимость расши
рения спектра методов для реальной оценки инфици
рованное™ стада (9).

Считается, что высокая эффективность питательной 
среды ВКГ связана с тем, что предварительная инку
бация материала в стимуляторе роста ВКГ активирует 
калий-натриевый ''насос" микобактериальных клеток, в 
том числе трансформированных, что ускоряет их рост 
и задерживает формирование липидной оболочки (8). 
Поэтому на среде ВКГ как типичные микобактерии 
туберкулеза, так и трансформированные через 2—4 суток 
дают рост некислотоустойчивых полиморфных палочек, 
кокков и других форм, сохраняющих видовые и родовые 
антигены. Фактически, выделение такой культуры надо 
расценивать как бактериологический маркер туберку

лезной инфекции, так как примерно одинаковые по 
морфологии культуры выделяются при распространен
ном заболевании и латентной инфекции (9).

Микобактерии, выращенные на среде ВКГ, не имеют 
выраженной липидной оболочки и легко суспендируют
ся в жидкостях. Это позволяет использовать РА для 
их быстрой идентификации. Выделенные культуры аг
глютинировались бараньей антисывороткой к типичным 
микобактериям туберкулеза и не давали агглютинатов 
в нормальной сыворотке и антисыворотках к другим 
микроорганизмам.

Принадлежность ВКГ-изолятов к возбудителю тубер
кулеза млекопитающих была подтверждена в РА и ПЦР, 
вместе с тем определение типа культур было затруд
нено из-за слабой изученности свойств трансформиро
ванных M.tuberculosis и M.bovis. Это не снижает цен
ность результатов, так как нельзя исключить пассаж 
M.tuberculosis на крупном рогатом скоте и соответству
ющее изменение биохимических и патогенных свойств 
(12).

Несмотря на низкую патогенность ВКГ-изолятов, 
гистологическое исследование показало неспецифичес
кие изменения в лимфатических узлах и поражение 
сосудов. Высокая результативность исследования крови 
на среде ВКГ, значительный уровень микобактериаль
ных антигенов, обнаружение морфологической реакции 
сосудов указывает на гематогенное течение инфекции. 
Это согласуется с данными З.С. Земсковой и Н.И. 
Дорожковой (13), свидетельствующими о том, что за
ражение L-формами возбудителя туберкулеза, как 
правило, сопровождается формированием лимфоидно
макрофагальных инфильтратов в стенках кровеносных 
сосудов.

ВЫВОДЫ
1. Причиной реакций на туберкулин у коров в бла

гополучном по туберкулезу стаде явилась латентная 
туберкулезная инфекция, связанная с работой боль
ного животновода.

2. Определение в крови с помощью ИФА уровня 
специфических антител, их способности связывать 
микобактериальные антигены в жидкой фазе, кон
центрации антигенов и иммунных комплексов позво
ляет быстро определить наличие туберкулезной 
инфекции в стаде.

3. Посев крови на питательную среду ВКГ дал 
бактериологическое подтверждение персистенции воз
будителя туберкулеза и циркуляции микобактериаль
ных антигенов в крови.

4. M.tuberculosis у крупного рогатого скота под 
воздействием факторов защиты переходит в некуль- 
тивируемое состояние и условно-стабильные Л-формы. 
Традиционные бактериологические методы и тубер
кулиновая проба не дают информации о состоянии 
стада, поэтому необходим пересмотр подходов к 
диагностике инфекции.

5. При латентной туберкулезной инфекции у жи
вотных отмечаются выраженные неспецифические 
морфологические реакции в лимфатических узлах 
и поражения сосудов, указывающие на гематоген
ное течение инфекции.
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ПГ-600®
Эффективный и безопасный препарат для стимуляции охоты 

и синхронизации овуляции у половозрелых свиноматок
— ПГ-600® содержит комбинацию двух наиболее важных гормонов, необходимых для стимуляции развития 

фолликулов (сывороточный гонадотропин (СЖК) — 400 ME), овуляции и образования желтого тела (хорионический 
гонадотропин (hCG) — 200 ME).

— При применении ПГ-600® побочные действия отсутствуют из-за низких концентраций действующих веществ 
препарата и высочайшей очистки используемых гормонов.

— В отличие от СЖК, при применении которого часто наблюдают кистозное поражение яичника с после
дующей выбраковкой свиней, ПГ- 600® —  самый безопасный препарат в своем классе.

— Использование ПГ-600® позволяет добиться значительного сокращения (на 5— 10 дней) времени непро
дуктивного использования свиней, что уже окупает его применение, с последующим улучшением основных показателей 
воспроизводства, повышением многоплодия вследствие стимуляции “компактной” овуляции. А также проводить 
лечение и профилактику гипофункции яичников и послеродового анеструса у свиней.

Применяется для:
1. Стимуляции охоты и профилактики гипофункции яичников у  ремонтных свинок.
2. Стимуляции охоты, лечения гипофункции яичников и профилактики послеродового анеструса у  свиноматок 

после первого опороса.
3. Стимуляции охоты у  свиноматок старшего возраста.

ПГ-600® — самый эффективный и безопасный!
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