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Аннотация
Туберкулез является общим заболеванием для человека и животных. Он был и остается проблемой 

номер один среди хронических инфекций крупного рогатого скота на всех континентах мира [1,2,3,4]. 
Напряженность эпизоотической ситуации с туберкулезом среди крупного рогатого скота в мире намного 
выше, чем эпидемическая. Так, ежегодно, выявляется больных туберкулезом 8-10 млн. человек, а среди 
крупного рогатого скота -  6 млн. голов [5], соответственно 1,75 больных на 1 млн. населения и 5 тысяч на 
1млн. животных в мире. Почти половина населения планеты инфицирована микобактериями туберкулеза. 
Ежегодно 1 человек, не излеченный от этого заболевания, может инфицировать 15-20 и более людей.

Abstract
Tuberculosis is a common disease for humans and animals. It has been and remains the number one problem 

among chronic cattle infections on all continents of the world. The severity of the epizootic situation with tuber
culosis among cattle in the world is much higher than the epidemic. Thus, annually, 8-10 million people are diag
nosed with tuberculosis, and 6 million heads of cattle, respectively, 1.75 patients per 1 million population and 5 
thousand per 1 million, respectively, animals in the world. Almost half of the planet's population is infected with 
tuberculosis mycobacteria. Annually 1 person, not cured from this disease, can infect 15-20 or more people.
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Общее количество больных туберкулезом до
стигает 50-60 млн. В Украине ежегодно выявляется 
более 30 тыс. больных на впервые диагностирован
ный туберкулез и его рецидивы, из них туберкулез 
с бактериовыделением составляет около 1/3. Это 
говорит о недостаточно поставленной микробиоло
гической диагностике туберкулеза. Такие рутин
ные методы микробиологической диагностики ту
беркулеза, как трехразовая микроскопия мазка по 
Циль-Нильсену, посев на среду Левенштейна - Иен- 
сена и Финна 2 с последующей идентификацией 
микобактерий и определением чувствительности 
их к антибактериальным препаратам имеют ряд не
достатков. Так, микроскопия мазка по Циль -  Ниль
сену позволяет выявить только кислотоустойчивые 
микобактерии, не идентифицируя их, а выделение 
культуры на указанных питательных средах позво
ляет получить результат для клинициста от 3-4 
недель до 2-3 месяцев [6]. Такие методики не дают 
клиницисту возможности получать достоверную 
информацию относительно лекарственной чув
ствительности к препаратам, а врач соответ
ственно, не может провести своевременную рацио
нальную коррекцию режима антибактериальной те
рапии. Следует отметить и то, что микобактерии 
туберкулеза чрезвычайно устойчивы к действию

высоких температур, способны выдерживать авто
клавирование. Так, Straus et Gamaleia, еще в 1891 
году сообщали, что при введении в вены кролика 
убитых продолжительным нагреванием при 130°С 
туберкулезных бацил, возникают поражения, иден
тичные тем, которые вызывают живые культуры, в 
том числе и казеозное перерождение; при введение 
в брюшную полость кролика, морской свинки, со
баки автоклавированных бацил развивается типич
ный туберкулезный перитонит [7]. Немного позд
нее, Grancher и Ledoux -  Lebard (8) в 1901 году, со
общали, что высушенные культуры возбудителя 
туберкулеза, которые подвергались действию су
хого жара, оказались более устойчивыми, они со
храняли свои свойства после нагревания в течении 
2 и 3 часов при 100°С. Возможно этим объясняется 
тот факт, что исследуемые препараты туберкулина 
ППД для млекопитающих отечественных и зару
бежных производителей давали рост характерный 
для возбудителя туберкулеза [9]. Для прижизнен
ной диагностики туберкульоза в ветеринарной ме
дицине применяется метод аллергической пробы. 
Этот метод получил название туберкулинодиагнос
тика. История изготовления аллергена и использо
вания туберкулинодиагностики тесно связана с от
крытием Р. Коха в 1882 году возбудителя туберку
леза. Через 8 лет после его открытия Кох
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предложил в качестве лечебного препарата тубер
кулин. Надежды автора на высокую эффективность 
туберкулина не оправдались, но этот препарат в те
чение многих лет используется с диагностической 
целью [10,11,12].

В ветеринарной медицине давно существует 
проблема положительных реакций на туберкулин у 
коров при отсутствии у них видимых патологиче
ских изменений и отрицательных результатах бак
териологического посева патологического матери
ала на общепринятые питательные среды [13]. Вы
деление атипичных микобактерий, не всегда может 
объяснить причину возникновения таких реакций. 
Использование методов выявления L (CWD) форм 
микобактерий туберкулеза показало, что причиной 
туберкулиновых реакций у коров может быть ла
тентная туберкулезная инфекция [7].

Российские ученые [14] в 1997 году изучали 
методы выявления возбудителя туберкулеза в жи
вотноводческом сырье. Перед забоем на мясо жи
вотных подвергали туберкулинодиагностике, а по
сле убоя исследования проводили бактериологиче
ским методом с использованием различных 
питательных сред. По результатам исследований в 
95,85% животных, которые дали положительную 
реакцию на туберкулин, микобактерий не было 
выделено [14].

В Алтайском крае Луницин В.Г., и другие изу
чали биоматериал, доставлен из ферм крупного ро
гатого скота. Как отмечают авторы, у крупного ро
гатого скота, что реагировала на туберкулин, 
диагноз не подтвердился. По сообщениям неко
торых ученых [15], при проникновении в организм 
атипичных микобактерий и некоторых других мик
роорганизмов возможна положительная реакция на 
туберкулин. На необходимость совершенствования 
аллергической диагностики туберкулеза крупного 
рогатого скота отмечают ряд авторов [16,17,18].

Одним из главных мероприятий при оздоров
лении неблагополучных по туберкулезу хозяйств 
является своевременное выявление и изъятие из 
группы больных животных. Установление диагноза 
иногда бывает сложным, особенно в благополуч
ных по туберкулезу группах крупного рогатого 
скота. Диагноз считается установленным, если у ре
агирующих (или не реагирующих) на туберкулин 
животных при вскрытии найдены присущие тубер
кулезу поражения, в случае выделения из патологи
ческого материала М. bovis или М. tuberculosis, а 
также при положительных результатах биологиче
ской пробы. Самое большое беспокойство вызы
вает несовершенство прижизненных методов диа
гностики туберкулеза в животных, которые забиты 
и при этом наносится большой урон животноводс
тву. Поэтому, без применения методов выделения 
измененных форм возбудителя туберкулеза, осо
бенно прижизненного, невозможно добиться реаль
ного оздоровления стад и искоренения латентной 
туберкулезной инфекции.

В целом, с учетом неблагоприятных тенденций 
эпидемиологической и эпизоотической ситуации в 
мире, повышение эффективности бактериологиче
ской диагностики за счет выявления измененных

форм МВТ - актуальная задача, решение которой 
может помочь глобальной борьбе с туберкулезной 
инфекцией. На наш взгляд, одна из причин недо
оценки диагностической значимости выявления из
мененных форм МВТ, связана с трудностями их вы
деления и идентификации. Считается, что пита
тельные среды для выделения маркеров L-форм 
туберкулеза (CWDF МВТ) должны удовлетворять 
их специфические потребности в питательных ве
ществах [19]. Для выделения CWDF МВТ исполь
зовали глицериновый агар, бульоны с сывороткой 
крови и декстрозой, PPLO, среду Kirchner с саха
розой и ионами Mg, среду Murohashi-Yoshida [20]. 
Считалось, что CWDF МВТ лучше растут на жид
ких средах с глицерином и твином 80 с добавле
нием сыворотки (лошади, свиньи, овцы или чело
века) и осмотических стабилизаторов (сахароза) 
[20,21]. В Советском Союзе для выделения L- 
форм микобактерий туберкулеза использовалась 
полужидкая среда Школьниковой в модификации 
И.Р. Дорожковой. На наш взгляд, для повышения 
эффективности бактериологической диагностики 
туберкулеза, представляет интерес прием предва
рительной стимуляции ростовых факторов мико
бактерий, находящихся в исследуемом материале. 
Известно, что М .tuberculosis и M.bovis имеют 
гены, продуцирующие факторы роста, активные в 
пикомолярных (в отдельных случаях субпикомо
лярных) концентрациях, при росте на минималь
ных средах или при посеве микроорганизмов в 
очень низкой концентрации, стимулирующие раз
множение дормантных клеток [22].

Еще в 1931 г. F. Miller показал что M.tubercu- 
losis, M.bovis могут становиться НКУ и быстро 
расти, при добавлении в посевной материал сте
рильного экстракта хромогенного штамма Н-37 
M.tuberculosis [23]. С конца 90-х годов нами были 
проведены исследования по разработке методов 
стимуляции роста МВТ и питательных сред, позво
ляющих за 2-5 дней выделять их из любого патоло
гического материала [24]. Были разработаны сти
муляторы роста и специальные питателные среды 
[25]. Оказалось, что после 24-48 ч. инкубации в сти
муляторах роста, микобактерии туберкулеза, нахо
дящиеся в патологическом материале, приобретают 
способность к быстрому росту (2-5 суток), но, пре
имущественно, в CWDF. Последнее, определило 
одну из возникших проблем - идентификацию изо- 
лятов. Haudurov D. and Tanner А. при туберкулезе 
обнаружили кокковидные формы, собранные в тет
рады или в скопления. Плеоморфные крупные гло
булярные CWD формы микобактерий туберкулеза 
(4-5 микрон) с включениями кислотоустойчивых 
гранул находили in vitro.

В зависимости от условий выделения и куль
тивирования исследователи обнаруживали у CWDF 
МВТ разную морфологию и степень кислотоустой
чивости, причем, по внешним признакам их было 
трудно отнести к микобактериям.

По данным, приведенным в обзоре Beran V. et 
al (2006), CWDF (L-формы) МВТ, по их способно
сти реверсировать в классическую форму, делят на
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стабильные (не реверсирующие спонтанно) и не
стабильные (способные спонтанно реверсировать). 
Кроме того, согласно степени изменений их клеточ
ной стенки, выделяют протопласты и сферопласты.

Целью нашего исследования явилось выяв
ление возбудителя туберкулеза в туберкулине и 
изучение биохимических свойств микобактерий, 
выделенных на новой испытуемой среде.

М атериалы и методы исследований. В ра
боте использовали 2-3 недельные культуры мико
бактерий М bovis, М. tuberculosis Н37 Rv, М. avium 
1603, М. fortuitum 342, М. kansasii, выращенные на 
среде Гольберга и новой среде. Полученные куль
туры из туберкулина ППД пересевали на среду 
Гольберга без малахитового зеленого дважды, по
сле чего делали посев на среду Г ольберга с малахи
товым зеленым и полученную культуру использо
вали для биохимических исследований. Для изуче
ния биохимических свойств микобактерий 
использовали следующее тесты:

- реакция восстановления нитратов;
- гидролиз твина 80;
- дегидрогеназная активность с глюкозой;
- дегидрогеназная активность с глицерином.
В качестве контроля использовали среду Г оль

берга. Методика биохимических реакций следую
щая.

Реакция восстановления нитратов. Нами 
было отобрано по 10 мг влажного веса культур со 
среды Г ольберга и испытуемой среды и суспензи
ровано в 1 мл.. 0,067 М фосфатного буфера (pH = 
7,1), содержащего 0,1% нитрата натрия, взвеси ин
кубировали при 37°С 15-16 часов. Образование 
нитрат проверяли добавлением в каждую пробу по

две капли 2%-ного ^ / У )  р - диметиламинобензаль- 
дегида в 1 мл. 10%-ной НС. О принадлежности 
культуры к микобактериям человеческого типа (ме
тодика Тсукамура) судили по изменению окраски.

Гидролиз твина 80 (0,067М). Для постановки 
реакция использовали следующие реактивы: 100 
мл.. М/15 фосфатный буфер pH 7; 0,5 мл. твина 80; 
2 мл., основного нейтрального красного 0,1%-ного 
водного раствора. Все три реагента смешали и раз
делили полученную смесь по 4 мл. в стерильные 
пробирки, автоклавировали 15 минут при 120°С. 
После чего, внесли по три платиновые петли каж
дой культуры в отдельную пробирку, герметизиро
вали их и поместили в термостат. Реакцию учиты
вали через 4 часа на 5-е и 10-е сутки. Положитель
ным считали тест, если появилась розово - красная 
окраска до 10-го дня, отрицательным - если окраски 
нет.

Дегидрогеназная активность (проба Блоха) с 
глюкозой. Реакцию проводили в агглютинацион- 
ных пробирках. Для чего отобрали по 1 мл. суспен
зии микробных клеток каждой культуры (10 мг/мл.) 
в фосфатном буфере pH 7,4-7,6 смешали с 1 мл. 1%- 
ной глюкозой и 0,1 мл. 0,02%-ного метиленового 
синего, сверху наслоили вазелиновое масло. В ка
честве контроля использовали пробирку с культу
рой, но без глюкозы.

Проба Блоха с глицерином. По две петли каж
дой культуры суспензировали в 0,5 мл. 0,06 М фос
фатного буфера (pH 7,0) с 1%-ным глицерином. К 
полученной смеси добавили по 0,5 мл. метиленовой 
сини на физиологическом растворе в разведении 
1:1000. На поверхность каждой жидкости наслоили 
вазелиновое масло.

Биохимические свойства микобактерий, полученных на среде Г ольберга

№
Название биохи
мической реак

ции

Среда Г ольберга

М. bo
vis

М. tubercu
losis H37Rv

М.
avium
1603

М. for
tuitum

М.
kan
sasii

ППД тубе
ркулин С. 

19

Сухой 
ППД С. 

28

1 .
Редукция нитра

тов 10/0 10/90 6/0 10/90 5/100 5/40 5/60

2.
Гидролиз: 
- 5-е сутки 10/50 10/0 6/0 10/30 5/100 5/60 5/60

-10-е сутки 10/50 10/0 6/0 10/30 5/100 5/60 5/80

3.

Дегидрогеназная 
активность с 1% 
глюкозой:
- 3 часа

12/0 12/0 6/0 10/70 5/100 6/33,3 6/50

-12 часов 12/100 12/91,7* 6/100 10/100 5/100 6/100 6/100

4.

Дегидрогеназная 
активность с гли
церином:
- 3 часа

8/0 8/0 6/0 10/80 5/100 6/50 6/100

- 24 часа 8/100 8/87,5 6/100 10/100 5/100 6/100 6/100

Большинство кислотоустойчивых сапрофитов обесцвечивает метиленувую синь в первые 30 мин, воз
будители туберкулеза - в течении 3-6-12 часов.
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№ Название биохи
мической реакции

Новая испытуемая среда

М. bovis
М. tuber

culosis 
H37Rv

М.
avium
1603

М. fortu
itum

М. kan
sasii

ппд
туберкулин 

С. 19

Сухой 
ППД 
С. 28

1 . Редукция нитратов 10/90 10/90 6/83,3 10/100 5/100 5/80 5/80

2.
Г идролиз: 
- 5-е сутки 10/50 10/0 6/0 10/30 5/100 5/60 5/60

- 10-е сутки 10/50 10/0 6/0 10/30 5/100 5/60 5/60

3.

Дегидрогеназная 
активность с 1% 
глюкозой:
- 3 часа

12/30 12/0 6/100 10/70 5/100 6/50 6/66,7

- 12 часов 12/100 12/100* 6/100 10/100 5/100 6/100 6/100

4.

Дегидрогеназная 
активность с гли
церином:
- 3 часа

8/100 8/50 6/83,3 10/80 5/100 6/100 6/100

- 24 часа 8/100 8/100 6/100 10/100 5/100 6/100 6/100
Примечание: В числителе -  количество проб, а в знаменателе количество положительных проб в

процентах.
* Комплекс М. bovis включает М. bovis и BCG

Заключение. Как видно из результатов иссле
дования, новая среда обладает повышенной биоло
гической активностью по сравнению с контрольной 
средой. Так, в тесте редукция нитратов, культуры 
М. bovis на контрольной среде реакции не прояв
ляли, тогда как на испытуемой среде эти культуры 
давали положительную реакцию в 90% случаях. 
Эти же культуры в тесте гидролиз твина 80 из кон
трольной и опытной среды имели одинаковую ак
тивность (50%).

Рассматривая культуру М. bovis, полученную 
на опытной среде, следует отметить, что дегидроге- 
назная активность с 1-% глюкозой через три часа 
составляла 30%, тогда как на контрольной она не 
проявилась. Через 12 часов в этой же реакции, ак
тивность культуры с обоих сред не имела отличия 
и составила 100%. Эта же закономерность, но более 
выраженная, проявилась в реакции дегидроге- 
назной активности с глицерином, то есть в культу
рах с новой среды через три часа наблюдалась по
ложительная реакция в 100% случаях, в то время 
как с культурами, полученными с контрольной 
среды, реакции не наблюдалось. Через 24 часа ре
зультаты тестов были идентичны на контрольной и 
опытной среде -  100%.

При исследовании культур М. tuberculosis Н37 
Rv, полученных с контрольной и опытной среды в 
реакции редукции нитратов, гидролиз твина 80, де- 
гидрогеназная активность с 1% глюкозой достовер
ных различий не наблюдалось, то есть результаты 
совпали в 100% случаях. Исключением явилась ре
акция дегидрогеназной активности с глицерином, 
где культуры с испытуемой среды проявили актив
ность в 50% случаев, а в культурах с контрольной 
среды активности не наблюдалось. Учет этой реак
ции через 24 часа показал, что культуры с новой 
среды проявляют активность в 100% случаев, в то 
время как с контрольной среды -  87,5%, то есть на 
12,5% ниже.

При изучении редукции нитратов М. avium 
1603, полученных на новой среде, в 83,3% случаев 
были положительные результаты, тогда как с кон
трольной средой редукция нитратов не наблюда
лась. То есть клетки микобактерий, полученные с

новой среды, имели большую ферментативную ак
тивность. Биохимический тест гидролиз твина 80, 
различий меиеду культурами, полученными с кон
трольной и опытной среды, не выявил. Анализируя 
дегидрогеназную активность с 1% глюкозой, сле
дует отметить, что культуры полученные с испыту
емой среды через 3 часа имели положительную ре
акцию в 100% случаях, тогда как на контрольной 
среде этот результат был получен только через 24 
часа.

Аналогичная закономерность наблюдалась в 
реакции дегидрогеназной активности с глицери
ном. То есть культуры с опытной среды через 3 часа 
имели выраженную активность в 83,3% случаев, а 
через 24 часа - в 100%, тогда как на контрольной 
среде активность проявилась только через 24 часа.

Анализируя тест редукции нитратов микобак
териями М. fortuitum следует отметить, что куль
туры с новой среды всего в 10% случаев давали 
больше положительных результатов, чем с кон
трольной среды. Результаты исследований куль
туры М. fortuitum по тестам гидролиз твина 80, де- 
гидрогеназная активность с 1% глюкозой и с глице
рином разницы в биохимической активности 
между культурами с контрольной и опытной сред 
не выявили.

Следует отметить, что М. Kansasii, получен
ные с опытных и контрольных сред, за испытуе
мыми биохимическими тестами показали 100% 
совпадение результатов.

Культуры полученные с туберкулинов (ППД 
для млекопитающих), обладали от 30 до 60% выше 
ферментативной активностью как с контрольной 
так и с опытной сред, по сравнению с М. bovis по
лученной с опытной среды.

На основании полученных результатов мы 
считаем, что новая питательная среда обладает спо
собностью повышать ферментативную активность 
микобактериальных клеток. По-видимому, эта спо
собность дает возможность на этой среде получать 
рост микобактериальных клеток с пониженной 
ферментативной активностью (жизнеспособно
стью) в результате чего рост микобактерий прояв
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ляется на испытуемой среде, тогда как на общепри
нятых средах он отсутствует. Повышенная актив
ность работы ферментов и натрий -  калиевых насо
сов на новой питательной среде обусловлена сти
мулятором роста, который входит в состав среды. 
По - видимому, можно согласится, что на опреде
ленном этапе развития микобактерии туберкулеза 
имеют сходные с сапрофитами биохимические 
свойства о чем свидетельствуют такие тесты, как 
гидролиз твина 80, дегидрогеназная активность с 
1% глюкозой и глицерином. Следует иметь в виду 
и то, что препараты для аллергической диагностики 
содержат живые морфологические формы, облада
ющие биохимическими свойствами микобактерий.

Выводы:
1. Испытуемая питательная среда обладает 

способностью стимулировать биохимические про
цессы в клетках микобактерий, что дает возмож
ность получить рост микобактерий с пониженной 
ферментативной активностью (жизнедеятельно
стью).

2. Проведенные биохимические тесты с куль
турами, полученными из туберкулинов, доказы
вают наличие живых морфологических форм, отно
сящихся к роду микобактерий.

3. Наличие у новой питательной среды 
свойств стимуляции ферментативной активности 
позволяет ускорить получение результатов лабора
торных анализов для диагностики туберкулеза.

4. Учитывая высокую чувствительность 
среды, она может быть рекомендована как пита
тельная среда для контроля качества туберкулинов, 
используемых в гуманитарной и ветеринарной ме
дицине.
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