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К совершенствованию диагностики туберкулеза 
крупного рогатого скота 

РЕЗЮМЕ
Выявление животных с неспецифическими реакциями на туберкулин – одна из наиболее актуальных проблем в диагностике туберкулеза. Очевид-
на необходимость поиска и совершенствования методов для выявления причин сенсибилизации. В работе представлены результаты сравнительного 
изучения различных способов стабилизации эритроцитов с целью получения диагностикума для проведения реакции непрямой гемагглютинации. 
Отражены этапы стабилизации и сенсибилизации эритроцитов. Показана диагностическая значимость метода стабилизации Фили с использованием 
формальдегида в качестве фиксатора. Наиболее высокие титры антител (1:3000 и 1:4000) получены в гипериммунных сыворотках крови кроликов, 
иммунизированных Mycobacterium bovis, с гомологичным диагностикумом. Практическая значимость гомологичных заражению сенситинов показана 
при исследовании 1911 проб сывороток крови животных из хозяйств различных категорий (больные; здоровые, реагирующие на туберкулин; здоровые, 
не реагирующие на туберкулин) в реакции непрямой гемагглютинации с диагностикумами, изготовленными из Mycobacterium bovis и Mycobacterium 
fortuitum. В неблагополучном по заболеванию хозяйстве, на основании полученных в реакции непрямой гемагглютинации позитивных результатов, 
при проведении патологоанатомического вскрытия диагноз на туберкулез установили у 87,5% животных. Отмечено совпадение результатов реакции 
непрямой гемагглютинации с показаниями внутрикожной туберкулиновой пробы в 37,7% случаев. У 206 больных туберкулезом животных обнаружены 
диагностические титры антител при отсутствии реакции на внутрикожную пробу. Однако при проведении патологоанатомического исследования были 
выявлены изменения туберкулезного характера внутренних органов. Полученные данные указывают на возможность использования реакции непрямой 
гемагглютинации при выявлении больных туберкулезом животных с неспецифическими реакциями на туберкулин.
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SUMMARY
Detection of animals with non-specific reactions to tuberculin is one of the major problems in bovine tuberculosis (TB) diagnosis. There is a need to find and improve 
methods for detection of the sensitization causes. This paper presents the results of comparative studies of different ways to stabilize red blood cells in order to 
obtain diagnosticums for indirect hemagglutination (IHA) test. The article describes the stages of red blood cells stabilization and sensitization and demonstrates 
the diagnostic significance of Fili stabilization method using formaldehyde as a fixative. The highest antibody titers (1:3000 and 1:4000) were received in hyper
immune sera of rabbits immunized with Mycobacterium bovis using a homologous diagnosticum. Practical importance of the sensitins homologous to the infection 
is shown during testing of 1,911 serum samples collected from animals of different categories (diseased; healthy and reacting to tuberculin; healthy and not reacting 
to tuberculin) with IHA test using diagnosticums produced from Mycobacterium bovis and Mycobacterium fortuitum. Based on the positive results of the IHA test, 
TB was diagnosed in 87.5% of animals originating from an infected farm during post-mortem examination. The results of the IHA test agreed with those of the 
intradermal tuberculin test in 37.7% of cases. Diagnostic antibody titers were found in 206 TB infected animals with no reaction to the intradermal test. However, 
the post-mortem examination revealed TB changes in internal organs. The obtained data suggest a possibility to use the IHA test to detect TB infected animals 
with non-specific reactions to tuberculin.
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Известны различные способы постановки реакции, 
которые также могут в той или иной степени влиять на 
результаты исследований.

Таким образом, разнообразие антигенов, методов 
адсорбции гетерогенных гемагглютининов, стабили-
зации и сенсибилизации эритроцитов и постановки 
реакции приводит к  противоречивым результатам, 
что наглядно прослеживается из принятых исследо-
вателями разных диагностических титров антител для 
признания животного больным или здоровым. Поэтому 
вопрос о диагностической ценности реакции непря-
мой гемагглютинации для диагностики туберкулеза 
представляется дискуссионным. 

Целью работы было испытание различных способов 
стабилизации эритроцитов, используемых для сенси-
билизации полисахаридным антигеном, определение 
практической значимости реакции непрямой гемагглю-
тинации с разными диагностикумами в сравнении с дру-
гими методами исследования в хозяйствах с различной 
эпизоотической обстановкой по туберкулезу животных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Для проведения исследований получали полисаха-

рид из Mycobacterium bovis и Mycobacterium fortuitum. 
Для этого навеску сухих клеток каждого штамма из-
мельчали до порошкообразного состояния на шаро-
вой мельнице. Извлечение полисахаридных фракций 
из бактериальной массы микобактерий производили 
методом экстрагирования водно-спиртовым раство-
ром бета-нафтола и охлаждением холодным (0 … –2 °С) 
этиловым спиртом. Затем антиген отделяли центрифу-
гированием при 3–5 тыс. об/мин, промывали дважды 
спиртом и эфиром, высушивали в термостате, растира-
ли и переносили во флаконы.

Гипериммунные сыворотки крови были получены от 
кроликов, иммунизированных М. bovis, М. bovis bacillus 
Calmette – Guérin, М. avium, М. scrofulaceum по методу 
Фрейда.

Титрование антигенов проводили с использованием 
гипериммунных сывороток крови перекрестной про-
веркой их по квадратной схеме.

В реакции непрямой гемагглютинации исследовали 
1911 проб сыворотки крови, полученной от здорово-
го и больного туберкулезом крупного рогатого скота, 
а также от животных с неспецифическими реакциями 
на туберкулин.

Реакцию ставили по общепринятой методике в план-
шетах типа Titertek, что позволило значительно умень-
шить расход и соблюсти точную дозировку компонентов.

Все эксперименты на животных проводились в стро-
гом соответствии с межгосударственными стандартами 
по содержанию и уходу за лабораторными животными 

ВВЕДЕНИЕ
Часто в  неблагополучных по туберкулезу стадах 

крупного рогатого скота даже после проведения ком-
плексной диагностики остается определенное коли-
чество невыявленных больных животных. Имеются 
данные (хотя и разрозненные) о возможности допол-
нительного выявления больных туберкулезом живот-
ных с использованием серодиагностических методов.

Для обнаружения специфических антител у живот-
ных применяли различные серологические реакции: 
агглютинации, преципитации, связывания компле-
мента, непрямой и прямой гемагглютинации, иммуно
ферментный анализ и другие. Однако из-за низкой ре-
зультативности и частого несовпадения результатов 
с показаниями аллергической пробы не все они нашли 
широкое практическое применение.

Реакцию непрямой гемагглютинации для диагности-
ки туберкулеза впервые применил F. I. Awad [1], кото-
рый использовал в качестве антигена полисахаридный 
экстракт из Mycobacterium tuberculosis штамма H37Rv. 
Полисахаридный антиген адсорбируют на эритроци-
тах барана, которые агглютинируют с  гомологичны-
ми антителами исследуемой сыворотки. В  качестве 
антигена используют: прогретый и диализированный 
туберкулин [2–8]; туберкулин, полученный путем воз-
действия ультразвука на микобактерии [9, 10]; фосфа-
тидную фракцию липидов, экстрагированную из мико-
бактерий [11] и т. д.

Поскольку в сыворотке крови животных содержатся 
гетерогенные гемагглютинины, предложены различ-
ные методы их адсорбции путем истощения исследу-
емых сывороток [12, 13] или обработки эритроцитов 
раствором танина [14], трипсина или папаина [12].

Известно несколько способов стабилизации эри-
троцитов, различающихся по химической природе 
фиксатора и условиям обработки эритроцитов. В каче-
стве фиксатора эритроцитов могут быть использова-
ны альдегиды (например, формальдегид, глутаровый 
альдегид, ацетальдегид), гидроксаль, четырехокись 
осмия и другие. Чаще всего используют формальдегид 
в концентрации от 0,5 до 20%. В некоторых случаях его 
концентрацию в суспензии эритроцитов повышают по-
степенно диализом или ступенчато. Длительность фик-
сации эритроцитов формалином колеблется от 1,5–2,0 
до 48 ч.

Противоречивы мнения исследователей и в вопро-
се определения диагностического титра антител, об-
наруживаемого у здорового и больного туберкулезом 
крупного рогатого скота. Так, J. Komura et al. считают 
диагностическим титром разведения сывороток кро-
ви 1:40 [15], О. В. Мартма – 1:160 [16], Г. В. Дунаев – 1:32 [6], 
Е. И. Буряк – 1:64 [17], Н. П. Овдиенко – 1:16 [18] и т. д.
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ГОСТ 33216-2014 и ГОСТ 33215-2014, принятыми Меж-
государственным советом по стандартизации, метро-
логии и сертификации, а также согласно требованиям 
Директивы 2010/63/EU Европейского парламента и Со-
вета Европейского союза от 22.09.2010 по охране жи-
вотных, используемых в научных целях.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Сравнительная оценка методов стабилизации эри-

троцитов для реакции непрямой гемагглютинации  – 
важное звено в  совершенствовании приготовления 
эритроцитарных диагностикумов. Известно несколь-
ко способов стабилизации эритроцитов, при которых 
в качестве фиксаторов в основном используются аль-
дегиды. Принципиальных различий между ними не су-
ществует, так как во всех случаях основными критерия-
ми, определяющими качество стабилизации, являются 
концентрация фиксатора в процессе обработки, соот-
ношение фиксатора и эритроцитов, длительность об-
работки и температура [19–22]. В целях сравнительного 
испытания были использованы четыре способа, схема 
приведена в таблице 1.

Стабилизированные при указанных в таблице 1 ре-
жимах бараньи эритроциты проверяли на самопроиз-
вольную агглютинацию в инактивированной сыворотке 
крови и использовали для сенсибилизации полисахари-
дами. Сенсибилизацию эритроцитов проводили путем 
смешивания различных разведений (от 1:500 до 1:4000) 
полисахаридов с  10%-й взвесью стабилизирован-
ных эритроцитов в соотношении 1:4 и инкубировали 
при 38 °С в течение 12 ч при постоянном встряхивании 
в аппарате Vibrotherm. Эритроциты дважды отмывали 
и готовили 2%-ю взвесь в фосфатно-буферном физио-
логическом растворе с  добавлением 1%-й нормаль-
ной инактивированной истощенной сыворотки крови 
крупного рогатого скота. В зависимости от разведения 
полисахаридов, предназначенных для сенсибилизации 
эритроцитов (от 1:500 до 1:4000 с интервалом 1:500), 
подготовили 32 варианта диагностикума.

Для титрования антигенов использовали 2 позитив-
ные и 2 негативные сыворотки крови. Их разводили 
фосфатно-буферным физиологическим раствором в со-
отношении 1:4 и инактивировали в водяной бане при 
64 °С в течение 30 мин. Для адсорбции гетерогенных 
гемагглютининов в каждую сыворотку добавляли 5%-ю 
взвесь эритроцитов барана и выдерживали на водяной 
бане при температуре 37–38 °С один час, периодически 
встряхивая. Затем эритроциты отделяли от сыворотки 
центрифугированием.

Реакцию ставили в планшетах для иммунофермент-
ного анализа по общепринятой методике, соответ-
ственно десятикратно уменьшив объемы компонентов. 
Каждую пробу диагностикумов проверяли в реакции 
с разведениями сывороток до 1:2048. Исследования 
проводили с негативными и позитивными сыворотка-
ми крови, а также использовали по одной гипериммун-
ной сыворотке крови кроликов, иммунизированных 
M. avium и М. scrofulaceum. 

В каждую лунку планшета к 0,05 мл разведенных сы-
вороток крови добавляли по 0,02 мл 2%-й взвеси сен-
сибилизированных эритроцитов. В 11-ю лунку вносили 
сыворотку в разведении 1:8 и 0,02 мл диагностикума 
(контроль истощения сыворотки). В 12-й лунке ставили 
контроль спонтанной агглютинации эритроцитарного 
диагностикума (0,05 мл буфера + 0,02 мл диагностику-
ма). Титром антигена считали разведение, при котором 
наблюдалась агглютинация в три креста с позитивной 
сывороткой и четыре креста с гипериммунной анти-
сывороткой.

При всех разведениях антигена в реакции с сыво-
ротками крови контрольных кроликов и  здоровых 
животных из благополучных по туберкулезу стад гем
агглютинины с  диагностикумом, изготовленным из 
М. fortuitum, не были обнаружены. С диагностикумом 
из M. bovis при стабилизации эритроцитов по методу 
ВИЭВ (Всесоюзный институт экспериментальной вете-
ринарии) в титрах 1:500 и 1:1000 гемагглютинины были 
выявлены в разведении сывороток 1:32. В 193 пробах 
сывороток крови заведомо здоровых животных гемаг-
глютинины в более высоких титрах обнаружить не уда-
лось. Наиболее высокие титры антител были получены 
в гипериммунных сыворотках крови кроликов, имму-
низированных M. bovis, с гомологичным диагностику-
мом в разведениях 1:3000 и 1:4000 при стабилизации 
эритроцитов методом Фили. При этом антитела были 
выявлены в разведениях сывороток 1:4096. В этих раз-
ведениях диагностикумов, приготовленных стабилиза-
цией эритроцитов тремя другими способами, гемагглю-
тинины были установлены в разведениях сывороток 
1:1024. В то же время разница между титрами антител 
в гомологичных антигену из M. bovis гипериммунных 
сыворотках и в гетерологичных была наиболее высо-
кой при стабилизации эритроцитов по методу Фили. 
Так, с диагностикумом из M. bovis с гомологичной сыво-
роткой выявили гемагглютинацию в титре 1:4096, тогда 
как с сыворотками крови кроликов, иммунизирован-
ных M. avium, – в титре 1:1024, M. scrofulaceum – 1:256 
и М. bovis bacillus Calmette – Guérin – 1:1024.
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Таблица 1
Различные способы и режимы стабилизации эритроцитов
Table 1
Different methods and procedures for red blood cells stabilization

№
п/п Метод Фиксатор

Концентрация 
фиксатора в процессе 

обработки, %

Соотношение
фиксатора 

и эритроцитов

Длительность 
обработки, 

ч

Температура, 
°C

1 Фили Формальдегид 5,7 0,32:1 2 37

2 Вайнбах Формальдегид 1,5 0,375:1 18–20 37

3 Линг Формальдегид 4,4 0,75:1 24 4

4 ВИЭВ Глутаровый
альдегид 2,5 0,5:1 18–20 37
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Обратная картина наблюдалась в реакции непрямой 
гемагглютинации с диагностикумом, изготовленным из 
M. fortuitum. Наиболее высокие титры антител (1:2048) 
в этом случае установили в реакции с сывороткой кро-
ви кроликов, иммунизированных M. scrofulaceim. Ос-
новываясь на этих результатах, за титр антигена было 
принято разведение 1:1500 (удвоенный титр) при ста-
билизации эритроцитов по методу Фили.

Диагностикумы стандартизировали в реакции не-
прямой гемагглютинации с сыворотками с известны-
ми титрами антител, затем их расфасовали в ампулы 
по 5 мл и использовали для постановки реакции не-
прямой гемагглютинации по мере необходимости.

Производственное испытание проводили на жи-
вотных четырех хозяйств с различной эпизоотической 
обстановкой по туберкулезу. В первом хозяйстве (ту-
беркулезный изолятор) к  моменту исследований на 
внутрикожную туберкулиновую пробу реагировали 
75,6% животных. Во втором хозяйстве (длительно не-
благополучном) оздоровление проводилось по ре-
зультатам систематических исследований путем изо-
лирования и сдачи на убой реагирующих животных. 
Было установлено, что в данном хозяйстве на туберку-
линовую пробу реагировало 3,9% животных. В третьем 
хозяйстве при плановых исследованиях выявляли ре-
агирующих животных (в наших исследованиях реаги-
ровало 6,5%), но диагноз на туберкулез при контроль-
ном убое и осмотре внутренних органов, а также при 
проведении лабораторных исследований материалов 
от таких животных установлен не был. Четвертое хозяй-
ство – благополучное, в нем реагирующие на туберку-
лин животные отсутствовали.

От животных этих хозяйств были взяты 1911 проб 
крови для получения сыворотки, которую исследовали 
в реакции непрямой гемагглютинации с изготовленны-
ми из M. bovis и M. fortuitum диагностикумами. Результа-
ты представлены в таблице 2.

Результаты свидетельствуют о выраженной разнице 
между количеством животных с позитивными показа-
ниями, выявленными в реакции непрямой гемагглю-
тинации с диагностикумом из M. bovis, и количеством 
животных, протестированных диагностикумом из 
M. fortuitum, в неблагополучных по туберкулезу хозяй-
ствах. В первых двух хозяйствах большее количество 
проб сывороток крови с диагностическим титром анти-
тел было выявлено при использовании диагностикума 

на основе M. bovis, чем при использовании диагности-
кума из M. fortuitum. Напротив, при исследовании сыво-
роток крови животных из третьего хозяйства большее 
количество выявлений получено с диагностикумом на 
основе M. fortuitum. В то же время в группе передержки 
в реакции непрямой гемагглютинации с использовани-
ем диагностикума M. bovis позитивные показания уста-
новили только у 15% исследованных животных.

Во всех четырех хозяйствах с диагностической це-
лью произвели убой животных с позитивными и нега-
тивными показаниями, полученными в реакции непря-
мой гемагглютинации. При этом диагноз на туберкулез 
установили у 87,5% животных из неблагополучных по 
заболеванию хозяйств, показавших позитивные ре-
зультаты в реакции непрямой гемагглютинации. При 
патологоанатомическом исследовании и проведении 
лабораторной диагностики биологического матери-
ала от животных с неспецифическими реакциями на 
туберкулин характерных для туберкулеза изменений 
внутренних органов не обнаружено, заболевание не 
установлено. В 22,1% случаев из материалов выделили 
культуры атипичных микобактерий.

При сопоставлении результатов исследований, полу-
ченных методом внутрикожной туберкулиновой пробы 
и в реакции непрямой гемагглютинации, выявили со-
впадение позитивных показаний в 37,7% случаев. В то 
же время у 5 животных в изоляторе и 201 из неблагопо-
лучного хозяйства были обнаружены диагностические 
титры антител при отсутствии реакции на внутрикож-
ную пробу. При диагностическом убое и проведении 
патологоанатомического исследования внутренних 
органов 20 животных из неблагополучного хозяйства 
и 5 животных из группы передержки туберкулез был 
установлен в 75 и 100% случаев соответственно. Сле-
довательно, реакция непрямой гемагглютинации рас-
ширяет возможности диагностики туберкулеза.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Экспериментальные исследования и практический 

опыт использования серодиагностики при туберку-
лезе обогащают знания дополнительной информа-
цией об иммунном состоянии организма животных. 
Имеющиеся в  литературных источниках данные по 
использованию серологических реакций (реакции 
связывания комплемента, реакции непрямой гемаг-
глютинации и др.) с применением различных антиге-
нов для выявления больных туберкулезом животных 
противоречивы и  имеют разрозненный характер. 
Полученные при проведении данного исследования 
результаты свидетельствуют о том, что эффективность 
применения серологических реакций находится в пря-
мой зависимости от качества антигена и способа его 
использования, а в данном случае – способа сенсиби-
лизации эритроцитов, и согласуются с данными других 
исследователей. Проведенные исследования показали, 
что лучшим для сенсибилизации эритроцитов являет-
ся способ Фили, при котором получили более высо-
кие титры антител с гомологичными сыворотками по 
сравнению с гетерологичными. Логично предположить, 
что реакция непрямой гемагглютинации с различными 
микобактериальными диагностикумами позволит вы-
явить причину сенсибилизации макроорганизма к ту-
беркулину. Исследования сывороток крови животных, 
сенсибилизированных атипичными микобактериями, 
показали, что количество животных с  позитивными 
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Таблица 2
Результаты исследования проб сывороток крови от животных из различных 
хозяйств в реакции непрямой гемагглютинации
Table 2
Results of IHA tests of serum samples collected from animals originating  
from different farms

Номер 
хозяйства

Количество 
проб 

сывороток 
крови

Обнаружены антитела с диагностикумом из:

M. bovis M. fortuitum

количество % количество %

1 180 27 15 2 1,1

2 1016 206 20,3 73 7,2

3 522 43 8,2 79 15,1

4 193 – – – –
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результатами в реакции непрямой гемагглютинации 
с  диагностикумом, изготовленным из M.  fortuitum, 
было значительно больше, чем с диагностикумом из 
M. bovis. В неблагополучных по туберкулезу хозяйствах 
наблюдалась обратная картина – сравнительно малая 
эффективность при исследовании сывороток крови от 
больных туберкулезом животных в реакции непрямой 
гемагглютинации с диагностикумом из гетерологичных 
микобактерий, вероятно, связана с подавлением им-
мунной системы развитым туберкулезным процессом.

Таким образом, представленные результаты харак-
теризуют эффективность использования диагностику-
мов, изготовленных из гомологичных заражению ми-
кобактерий, для дифференциации неспецифических 
реакций на туберкулин и расширяют представления 
о  механизмах усовершенствования диагностики ту-
беркулеза животных.
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