
Ученые Записки УО ВГАВМ, т.48, вып. 1, 2012 г.

раза по отношению к контролю (121,00±6,18). Достоверных отличий между группами вакцинированных свиней не 
наблюдалось.

Заключение. Проведенные нами исследования показали, что при иммунизации свиней против лептоспи- 
роза отечественными инактивированными вакцинами в периферических органах системы иммунитета животных 
развиваются выраженные морфологические изменения, проявляющиеся активной плазмоцитарной реакцией в 
регионарных месту введения вакцины лимфатических узлах и в селезенке уже на 7-й день после вакцинации, 
усилением бласттрансформации лимфоцитов в селезенке и лимфатических узлах на 14-й день после иммуниза­
ции. При этом наиболее активная плазмоцитарная реакция развивается у свиней, иммунизированных гидро- 
окисьалюминиевой вакциной. Выраженные морфологические реакции сохраняются и на 21-й день после имму­
низации, что свидетельствует о формировании напряженного поствакцинального иммунитета.
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ВЛИЯНИЕ УДАЛЕНИЯ ИЗ КУЛЬТУРАЛЬНОГО ФИЛЬТРАТА MYCOBACTERIUM BOVIS ФРАКЦИИ 
БОЛЕЕ 300 КДА И 10 КДА НА АКТИВНОСТЬ, СПЕЦИФИЧНОСТЬ И БИОХИМИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ

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

г. Витебск, Республика Беларусь, 210026

При ультрафильтрации культурального фильтрата Mycobacterium bovis необходимо использовать 
мембраны с пределом задержания 300 кДа и 10 кДА, что повышает качество целевого продукта.

The ultrafiltration of culture filtrate of M. bovis is carried out on the membranes with the 300 KDa and 10 KDa grit 
which enables a high quality end product.

Введение. Остаётся актуальной проблема туберкулёза как в Беларуси, так и во всём мире. В нашей стра­
не налажена система плановых противоэпизоотических мероприятий, что обеспечивает благополучие страны по 
туберкулёзу [9].

Диагностика туберкулёза осуществляется преимущественно аллергическим методом с использованием 
туберкулина очищенного для млекопитающих производства УП “Витебская биофабрика” [6].

Для аллергической диагностики туберкулёза также применяют ППД туберкулин для млекопитающих, тех­
нология получения которого предусматривает осаждение туберкулопротеинов культуральной жидкости трихло- 
руксусной кислотой (ТХУ) и сульфатом аммония (СА). Это повышает специфичность и облегчает стандартиза­
цию, но глубокой биологической очистки в процессе изготовления препарата не происходит [5, 6, 10, 11].

В мировой практике альтернативой препаратам ППД, являются туберкулины типа HCSM (heat culture 
syntetic medium), гретые культуральные фильтраты синтетической среды, которые по диагностическим свойст­
вам не уступают ППД туберкулину, а технология его производства значительно проще [3, 6, 10].

Поэтому поиск путей получения туберкулинов, сочетающих высокую активность, специфичность и себе­
стоимость, является актуальной проблемой для ветеринарной практики [2, 6].

В биотехнологии все большее применение находит ультрафильтрация, позволяющая фракционировать 
большие объёмы биологически активных продуктов по размеру молекул с сохранением их свойств. Следова­
тельно, актуальным является выяснение диапазонов фракционирования, обеспечивающих получение наиболее 
активных и специфичных диагностикумов, а также развитие методов и средств стандартизации туберкулина, от­
ражающих не только суммарные показатели активности и содержания белка, но и антигенный состав, а также 
видовую специфичность [6].
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Автоклавированные культуральные фильтраты M. bovis обладают сопоставимой активностью и не усту­
пают по специфичности ППД туберкулину для млекопитающих. Вместе с тем, ввиду наличия в их составе высо­
комолекулярных антигенов и фрагментов клеточных стенок, полисахаридов и других продуктов аутолиза целесо­
образно было бы разработать простой и технологичный способ их очистки [1, 6, 8].

Выделение индивидуальных антигенов обычно связано с многоэтапным фракционированием по размеру 
молекул и заряду или одноэтапной очисткой методом аффинной хроматографии. В обоих случаях выход очи­
щенных антигенов невелик. Поэтому значительный интерес представляют методы разделения макромолекул, 
обеспечивающие фракционирование больших объемов исходного материала. В первую очередь, это касается 
ультрафильтрации [2, 5, 6].

С учетом того, что при использовании ультрафильтров с пределом задержания 100, 30 и 10 кДа в полной 
мере не удалось получить технологичный вариант очистки автоклавированного культурального фильтрата M. 
воуіб, были проведены исследования по использованию ультрафильтра с пределом задержания 300 кДа [6].

В связи с этим разработка эффективной и экономически выгодной технологии получения туберкулина 
очищенного для млекопитающих и совершенствование методов его очистки и контроля является актуальной на­
учной и практической проблемой.

Цель работы - изучение влияния удаления из культурального фильтрата Mycobacterium bovis фракции бо­
лее 300 кДа и 10 кДа на активность, специфичность и биохимические показатели целевого продукта.

Материал и методы исследований. Культуру производственного штамма Mycobacterium bovis 8 выра­
щивали 8 недель на среде Сотона при 37° С. Часть посевов инактивировали фенолом (3%), часть автоклавиро- 
вали 30 мин при 121° С. Для удаления бакмассы культуральную жидкость фильтровали через бумажный фильтр 
и пластины “Владипор”. Негретый и автоклавированный фильтрат подвергали последовательной ультрафильт­
рации на установке Minitan 11S c мембранами, обеспечивающими задержание молекул 100, 30 и 10 кДа.

На мембране 100 кДа собирали задерживаемую фракцию - ретентат, (Р100) и фильтрат (Ф100). Часть 
фильтрата Ф100 подвергали ультрафильтрации на мембране 30 кДа, собирая ретентат 30 (Р30) и фильтрат 30 
(Ф30). Из части Ф30 на мембране 10 кДа получены фракции Р10 и Ф10.

Содержание белка во фракциях определяли путем осаждения 20%-ным раствором трихлоруксусной ки­
слоты и фотоколориметрией смеси при 560 нм в сравнении со стандартами, изготовленными из сухого ППД ту­
беркулина, содержание гексоз определяли ортотолуидиновым методом.

Антигенную нагрузку фракций изучали в ракетном иммуноэлектрофорезе (РИЭФ) с бычьей референс- 
антисывороткой к комплексу негретых антигенов M. bovis Vallee (А.П. Лысенко, 1994). При проведении РИЭФ в 
агарозу вносили антисыворотку M. bovis Vallee (60 мкл/мл), 3 V/см в течение 12 ч.

Специфическую и перекрёстную активность фракций определяли в непрямом варианте ИФА на панелях 
Sarstedt, сенсибилизированных исходным препаратом и фракциями (1 - 5 мкг белка на лунку). Антисыворотки к 
комплексу негретых антигенов M. bovis Vallee и к смеси антигенов НТМБ использовали в разведениях 1:100 - 
1:12800. Комплекс антиген-антитело выявляли пероксидазным конъюгатом анти-IgG быка (Sigma). В качестве 
контроля в ИФА применяли ППД туберкулин для млекопитающих Курской биофабрики.

Аллергическую активность и специфичность фракций определяли на 12 морских свинках, сенсибилизи­
рованных вакциной БЦЖ (0,5 мг в/к), и 10 морских свинках, зараженных подкожно смесью НТМБ. Пять интактных 
животных служили контролем.

В качестве контроля животным вводили стандартный раствор ППД туберкулина для млекопитающих Кур­
ской биофабрики серии 29 (25 МЕ в 0,1 мл), а исследуемые фракции - в дозе, эквивалентной по белку 25 МЕ.

Для биохимической характеристики определяли содержание белка, гексоз в культуральных фильтратах 
серий 1-98, 2-98, 3-99 и в их фракциях, в ППД туберкулинах серий 47, 2, 29 (производства Курской биофабрики), 
п Пд  Sanofi, ППД Bioveta (7500Ме  в 0,2 мл).

Для проведения исследований использовали автоклавированный культуральный фильтрат M. bovis 8, ко­
торый фракционировали методом ультрафильтрации на колонках с полыми волокнами, удерживающими моле­
кулы 300 кДа и 15 кДа. Контролем служил автоклавированный культуральный фильтрат M. bovis 8, разделенный 
с помощью ультрафильтрации на Millipore Minitan II на фракции: Р100 (размер молекул более 100 кДа), Ф100 
(менее 100 кДа ), Р30 (более 30 кДа), Ф30 (менее 30 кДа), Р10 ( более10кДа).

Видовую специфичность фракций исследовали в ИФА с бычьими антисыворотками к M. bovis и к смеси 
антигенов НТМБ в разведениях от 1:100 до 1:25600. В качестве конъюгата использовали кроличьи IgG к IgG 
крупного рогатого скота, меченные пероксидазой (Sigma). Результаты оценивали по отношению оптической 
плотности с разными антисыворотками в сравнении с исходной культуральной жидкостью и коммерческими об­
разцами туберкулинов, определенной при 492 нм.

Результаты исследований. По результатам ИФА рассчитывали показатель перекрестной активности 
(превышение ОП с антисывороткой I-IV к ОП нормальной сыворотки) и индекс специфической активности (отно­
шение показателя превышения ОП фракции с антисывороткой M. bovis к показателю ОП с антисывороткой к ан­
тигенам НТМБ).

В таблице 1 представлены результаты исследования: исходного культурального фильтрата, фракции с 
массой молекул более 300 кДа (Р300), фракции с массой менее 100 кДа (Ф300) и стандартного раствора ППД 
туберкулина серии 6 (контроль).
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Таблица 1 - Специфическая активность фракций автоклавированного культурального фильтрата M. 
bovis, полученных ультрафильтрацией на колонках с полыми волокнами, удерживающими молекулы 300 
кДа и 15 кДа, по результатам ИФА______________________________ _______________ ______________________

Показатели Культуральный
фильтрат

Р 300 Ф300 ППД туберкулин

Индекс специфической актив­
ности 2,7 1,6 2,6 3,4
Перекрестная
Активность 6,5 9,1 4,9 4,4

Примечание: * - различия статистически достоверны;

Как видно из таблицы 1, специфическая активность у Р300 была достоверно ниже, а перекрестная актив­
ность достоверно выше, чем у исходных и контрольного препаратов. Следовательно, основная масса перекрест­
но реагирующих антигенов удалялась при ультрафильтрации с ретентатом 300.

В таблицах 2 и 3 представлены результаты исследования фракций, полученных при «детальном» фрак­
ционировании культурального фильтрата.

Как видно из таблицы 2, использование фильтра с пределом задержания 100кДа не повышало серологи­
ческую специфичность фракций. Лишь применение фильтра с пределом 30кДа способствовало снижению пере­
крестной активности фракций.

Таблица 2 - Результаты оценки в ИФА специфической и перекрестной активности фракций автоклавиро­
ванного культурального фильтрата M. bovis, полученных при использовании ультрафильтров с преде­
лом задержания 100, 30 и 10 кДа ________________________________ __________________________________

Препараты Индекс специфической ак­
тивности

Показатель перекрестной 
активности

ППД туберкулин 1,6 4,0
Культуральный фильтрат авто- 

клавированный
1,3 4,2

Р100 1,3 3,1
Ф100 1,3 3,4
Р30 1,2 4,0
Ф30 1,2 2,2
Р 10 1,2 2,1

Таблица 3 - Результаты оценки специфической и перекрестной активности фракций культурального 
фильтрата, полученных при использовании ультрафильтров с пределом задержания 100, 30 и 10 кДа в 
кожной аллергической пробе________________________________________________________________________

Вид
микобактерий

Диаметры эритемы в мм (доза эквивалентна по белку 125 М.Е.)
ППД К. фильтрат Р100 Ф100 РЗО ФЗО Р10

M. bovis 10,4+0,4 9,3+1,1 8,9+0,7 7,7+0,7 6,0+0,3 8,6+1,1 6,6+0,5
НТМБ 6,4+0,4 7,1+0,5 6,8+0,5 5,7+0,5 6,4+0,5 5,2+0,4 5,2+0,5

Как видно из таблицы 3, у морских свинок, сенсибилизированных микобактериями бычьего вида, актив­
ность автоклавированного фильтрата и Р100, Ф30 достоверно не отличалась от активности ППД туберкулина. 
Перекрестная активность наименьшей была у Ф30, что коррелировало с данными изучения фракций в ИФА.

Таким образом, наиболее оправданным является удаление фракции с массой молекул более 300 кДа с 
максимальным сохранением молекул в диапазоне 300 - 10 кДа, обладающих высокой специфической активно­
стью. Это подтверждают результаты проведения кожной аллергической пробы, показавшей сохранение у фильт­
рата (Ф300) высокой активности, сопоставимой с ППД, и видовой специфичности (табл. 4). Так, автоклавирован- 
ный культуральный фильтрат с удаленной высокомолекулярной фракцией (Ф300) с концентрацией белка 0,66 
мг/мл обладал такой же активностью и специфичностью, как стандартный раствор ППД туберкулина производст­
ва Sanofi philaxia.

Таблица 4 - Результаты сравнения активности автоклавированного культурального фильтрата с удален­
ной высокомолекулярной фракцией (Ф300) и ППД туберкулина Sanofi philaxia_______________________

Номера
животных

Диаметр эритем, в мм.
ППД Sanofi сер. 02796/2 Ф 300

100 МЕ 10 МЕ 1 разв. 2 разв.
Сенсибилизированы M. Bovis

1 9 9,5 9 6
2 15 8 16 9
3 13 7 14 11
4 12 11 13 10
5 10 6,5 11 7
6 8 6,5 9 5
7 9 5 9 5
8 12 7,5 9 8

Х±м 11,00±0,845 7,35±0,704 11,25±0,977 7,62±0,800
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Сенсибилизированы НТМБ
9 6,5 - 6,0 -
10 6,5 - 6,5 -
11 7,5 - 7,0 -
12 5 - 5 -
13 5 - 5 -

Х±м 6,10±0,484 5,90±0,400

Удаление высокомолекулярной фракции (более 300 кДа) приводило к снижению в целевом продукте коли­
чества полисахаридов (табл. 5). Так, очистка автоклавированного культурального фильтрата снижала количест­
во полисахаридов из расчета на 1 мг белка более чем в 4 раза. В результате фильтрат содержал количество 
полисахаридов сопоставимое с лучшими образцами ППД туберкулинов.

Таблица 5 - Общее содержание полисахаридов в препаратах туберкулинов
Препараты Полисахариды мг/мл Полисахариды на 1 мг белка

Автоклавированный культуральный 
фильтрат

3,7 7,4

ППД туберкулин сер. 29 2,4 2,8
ППД Sanofi сер. 02796/2 0,6 0,6
Ф300 1,2 1,8

Заключение. Ультрафильтрация культурального фильтрата Mycobacterium bovis с использованием мем­
бран с пределом задержания 300 кДа и 10 кДА целесообразна, так как повышает качество целевого продукта.
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ДИАГНОСТИКА ПНЕВМОЭНТЕРИТОВ МОЛОДНЯКА КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА В
РЕСПУБЛИКЕ БЕЛАРУСЬ

Притыченко А.Н., Шашкова Ю.А., Чернецкая И.В., Притыченко А.В., Кравченко П.И.
УО «Витебская ордена «Знак Почета» государственная академия ветеринарной медицины» 

г. Витебск, Республика Беларусь, 210026

Для диагностики пневмоэнтеритов молодняка крупного рогатого скота рекомендовано применение 
реакции иммунофлюоресценции (РИФ) в качестве дополнительного диагностического теста в ретроспек­
тиве показано использование иммуноферментного анализа (ИФА) и реакции непрямой гемагглютинации 
(РНГА).

The IF test is recommended for diagnosis of bovine pneumoenterites in calves. The ELISA and HI test are sup­
plementary tools for retrospective diagnosis.

Введение. Остаётся актуальной в Республике Беларусь проблема инфекционных болезней крупного ро­
гатого скота. За последние годы уровень неблагополучия снизился, однако проблема респираторных и желудоч­
но-кишечных болезней молодняка инфекционной природы приоритетна.
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