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РЕЗЮМЕ
В настоящей работе представлены результаты изучения иммунотерапевтических свойств препарата из антигенного комплекса БЦЖ, конъюгированного 
с бетулоновой кислотой, после экспериментального заражения морских свинок культурой Mycobacterium scrofulaceum, относящейся к нетуберкулезным 
микобактериям II типа по классификации Раньона. С этой целью проведен опыт на 15 морских свинках, из которых было сформировано 3 группы. 
Животным 1-й и 2-й групп (n = 10) подкожно инокулировали Mycobacterium scrofulaceum в дозе 5 мг, после чего особям 2-й группы (n = 5) через 14 сут 
подкожно вводили конъюгат антигенов БЦЖ с бетулоновой кислотой в дозе 500 мкг/мл белка. Пять интактных особей служили контролем. При проведе-
нии экспериментов оценивали функциональное состояние бактерицидных систем нейтрофилов, а также выполняли патогистологические исследования 
паховых лимфатических узлов. В результате было установлено, что сенсибилизация морских свинок Mycobacterium scrofulaceum активизирует деятель-
ность катионных белков и миелопероксидазы нейтрофилов, и по мере выведения микобактерий из организма к 42-м сут от начала эксперимента их 
концентрация снижалась до уровня контрольной группы. Введение препарата индуцировало более выраженное усиление внутриклеточного метабо-
лизма фагоцитов в течение всего срока наблюдения, способствуя элиминации нетуберкулезных микобактерий из организма животных уже на 7-е сут 
после обработки конъюгатом, что подтверждалось отсутствием микобактериального антигена в мазках крови при исследовании в реакции непрямой 
иммунофлуоресценции, а также патогистологическими изменениями в паховых лимфатических узлах, которые выражались уменьшением выраженных 
центров размножения в лимфатических фолликулах.
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ABSTRACT
The paper reports on the research into the immunotherapeutic properties of a conjugate based on BCG antigens with betulonic acid after experimental infection of 
guinea pigs with Mycobacterium scrofulaceum culture, belonging to nontuberculosis mycobacteria type II according to the Runyon classification. Fifteen guinea pigs 
were used for the experimental purposes, divided into 3 groups. Mycobacterium scrofulaceum was subcutaneously injected into animals of Groups 1 and 2 (n = 10) 
at a dose of 5 mg. Fourteen days later, a conjugate based on BCG antigens with betulonic acid was subcutaneously injected into animals of Group 2 (n = 5) at a dose 
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лезным микобактериям способствует вакцинация 
БЦЖ [16, 17, 18, 19], а также иммунизация нереактоген-
ными конъюгатами на основе протективных антигенов, 
выделенных из вакцины БЦЖ, с полиионами [20]. Од-
нако некоторые ученые утверждают, что предшеству-
ющий контакт с нетуберкулезными микобактериями 
может оказать антагонистическое влияние, снижая 
эффективность иммунизации, но это касалось только 
живой вакцины БЦЖ и  не  оказывало влияния на  за-
щитное действие инактивированных субъединичных 
противотуберкулезных вакцин [21, 22, 23, 24].

По нашему мнению, перспективными в этом плане 
также могут быть конъюгаты антигенов БЦЖ с бетули-
ном и его производными, бетулиновой и бетулоновой 
кислотами. В частности, молекулярный докинг показал, 
что бетулоновая кислота в большинстве случаев про-
являет наивысшую ингибирующую активность в отно-
шении белковых мишеней, являющихся структурными 
частями Mycobacterium tuberculosis и/или Mycobacterium 
bovis [25].

В связи с изложенным целью данной работы стало 
изучение иммунотерапевтической эффективности экс-
периментального конъюгата антигенов БЦЖ с бетуло-
новой кислотой.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Экспериментальные исследования были проведены 

на морских свинках линии агути в соответствии с тре-
бованиями «Европейской конвенции о защите позво-
ночных животных, используемых для экспериментов 
или в иных научных целях» от 18.03.1986 и одобрены 
локальным независимым этическим комитетом ор-
ганизации по уходу и использованию лабораторных 
животных ФГБНУ «Омский АНЦ». Группы эксперимен-
тальных животных подбирали по принципу аналогов 
(масса – 400–500 г, возраст – 4–5 мес.). 

Для заражения экспериментальных животных ис-
пользовали 14–21-суточную культуру скотохромогенных 
микобактерий Mycobacterium scrofulaceum (II  тип 
по  классификации Раньона), которую вводили под-

ВВЕДЕНИЕ 
Из насчитывающихся к настоящему времени более 

190 видов микроорганизмов рода Mycobacterium зна-
чительное число представителей относится к группе 
нетуберкулезных микобактерий, из  которых свыше 
60 видов патогенны для животных и человека [1, 2]. 

Нетуберкулезные микобактерии имеют практиче-
ски повсеместное распространение в  окружающей 
среде и создают существенную проблему в прижизнен-
ной и посмертной диагностике туберкулеза крупного 
рогатого скота, так как инфицирование ими вызывает 
ложноположительные реакции на введение туберкули-
на из-за наличия в аллергене антигенных детерминант, 
общих для нетуберкулезных и патогенных микобакте-
рий. В дополнение к этому видимые и микроскопиче-
ские изменения, индуцированные нетуберкулезными 
микобактериями, в некоторых случаях трудно различи-
мы от поражений, вызванных Mycobacterium tuberculosis 
и Mycobacterium bovis [2, 3, 4, 5, 6].

По мере снижения распространения туберкулеза 
крупного рогатого скота и  усиления мер по диагно-
стике для выявления остаточной инфекции на терри-
ториях, где были внедрены программы борьбы с этой 
патологией, обнаруживалось увеличение числа мико-
бактериозов, обусловленных нетуберкулезными мико-
бактериями [7, 8, 9, 10]. Несмотря на растущий интерес 
к этой проблеме, опубликованных данных о нетуберку-
лезных микобактериальных инфекциях по-прежнему 
мало, а имеющаяся литература в основном сосредото-
чена на комплексе Mycobacterium avium и его подви-
дах [11, 12, 13, 14, 15].

Для решения проблемы неспецифических реак-
ций, индуцированных нетуберкулезными микобакте-
риями, помимо прижизненных дифференциальных 
тестов (симультанная, пальпебральная пробы  и  др.), 
альтернативным направлением может служить при-
менение специфических иммунопрофилактических 
или иммунотерапевтических средств. В  нескольких 
недавних исследованиях отмечается, что выработке 
перекрестно-реактивного иммунитета к нетуберку-

of 500 µg/mL of protein. Five intact animals were used as controls. During the experiment, neutrophil bactericidal activity was assessed, and histopathological 
examination of inguinal lymph nodes was done. The experiment showed that the inoculation of Mycobacterium scrofulaceum into guinea pigs activates cationic 
proteins and neutrophil myeloperoxidase, and on experiment day 42 (preceded by mycobacteria withdrawal from the body) their concentration reduced to the level 
of the control group. The vaccine administration induced a more active intracellular phagocyte metabolism during the entire observation period, which resulted in 
the elimination of nontuberculosis mycobacteria in animals as early as day 7 after treatment with the conjugate. The elimination was confirmed by the absence of 
mycobacterial antigen in blood smears tested in indirect immunofluorescence, as well as by histopathological changes in inguinal lymph nodes demonstrated as 
a reduction of germinal centers within lymphoid follicles.

Keywords: non-tuberculosis mycobacteria, guinea pigs, Bacillus Calmette-Guerin (BCG), betulonic acid, neutrophils, inguinal lymph nodes
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тельствовало увеличение числа фагоцитов с высокой 
наполненностью цитоплазмы гранулами (3-я степень), 
содержащими катионные белки, в 1-й и 2-й опытных 
группах соответственно в 1,60 и 1,74 раза (р < 0,01) от-
носительно контроля. Вследствие этих изменений так-
же происходило повышение средних цитохимических 
коэффициентов в 1,65 раза (табл. 1). 

Состояние повышенной чувствительности замед-
ленного типа на туберкулиновую пробу, проведенную 
через 21 сут после заражения морских свинок, разви-
валось только у 60% особей, которым не вводили экс-
периментальный препарат (1-я группа), тем не менее 
микобактериальный антиген в реакции непрямой им-
мунофлуоресценции обнаруживался у всех животных 
этой группы. Средний размер кожной припухлости 
у реагирующих особей составил 4,33 ± 0,33 мм. 

На 28-е сут после сенсибилизации морских сви-
нок нетуберкулезными микобактериями II  группы 
по Раньону сохранялась идентичная тенденция, ха-
рактеризующаяся достоверным увеличением кон-
центрации катионных белков нейтрофилов в  опыт-
ных группах относительно контрольной. Следует 
отметить, что активность антимикробных пептидов 
нейтрофилов была более высокой в группе живот-
ных, подвергнутых обработке экспериментальным 
препаратом на  14-е  сут после инокуляции ското
хромогенных микобактерий  (2-я  группа), и  нахо-
дилась на том же уровне, который наблюдался при 
исследовании двумя неделями ранее. В то же время 
у животных 1-й группы интенсивность метаболиче-
ских процессов, напротив, была ниже по сравнению 
с предыдущим тестированием.

кожно в область паха слева в дозе 5 мг/мл. Инокуля-
ции культуры микобактерий были подвергнуты 10 гол., 
из которых сформировали 2 группы: 1-я – инфициро-
ванные Mycobacterium scrofulaceum (n = 5); 2-я – инфи-
цированные Mycobacterium scrofulaceum и через 14 сут 
обработанные конъюгатом антигенов БЦЖ с бетулоно-
вой кислотой (n = 5). Еще 5 интактных морских свинок 
составляли контрольную группу.

Экспериментальный конъюгат антигенных ком-
плексов БЦЖ с бетулоновой кислотой конструирова-
ли в соответствии с авторской разработкой. Препарат 
животным вводили подкожно в дозе 500 мкг/мл белка. 
Бетулоновая кислота синтезирована на кафедре ор-
ганической и экологической химии Института химии 
ФГАОУ ВО «Тюменский государственный университет» 
и любезно предоставлена для исследований профессо-
ром, доктором химических наук И. В. Кулаковым.

Микобактериальный антиген в пробах крови вы-
являли с помощью реакции непрямой иммунофлуо
ресценции в соответствии с методическими реко-
мендациями Н. Н. Новиковой и соавт. [26]. Активность 
миелопероксидазы и содержание катионных белков 
нейтрофилов крови оценивали с помощью бензидино-
вой пробы и теста с бромфеноловым синим с распре-
делением фагоцитов по степени наполненности цито-
плазмы гранулами (1, 2 и 3-я) с последующим расчетом 
в соответствии со стандартными методиками средних 
цитохимических коэффициентов (СЦК). 

Аллергические исследования осуществляли с помо-
щью внутрикожного введения туберкулина очищенно-
го (ППД) для млекопитающих до начала эксперимента 
и на 21-е сут после инфицирования. Взятие крови для 
серологических исследований проводили на 21-е 
и 42-е сут после введения скотохромогенных микобак-
терий; для оценки функционального состояния нейтро-
филов – на 14, 28 и 42-е сут.

Эвтаназию лабораторных животных осуществляли 
на 45-е сут от начала эксперимента с помощью инга-
ляционного наркоза парами эфира с последующим 
тотальным обескровливанием. Для гистологических 
исследований брали кусочки паховых лимфоузлов 
(регионарных к месту инокуляции культуры микобак-
терий, а также с противоположной стороны), помещали 
в кассеты с 10%-м раствором нейтрального формалина 
в фосфатном буфере, далее материал заливали в па-
рафин, используя станцию MICROM  EС  350 (Thermo 
Fisher Scientific  Inc.,  США). Серийно гистосрезы тол-
щиной 5–7 мкм изготовляли на роторном микротоме 
MICROM НМ 340 (Thermo Fisher Scientific Inc., США). Ги-
стопрепараты окрашивали гематоксилином и эозином, 
а затем проводили их микроскопию.

Математическую обработку полученных данных 
проводили с использованием стандартных методов 
вариационной статистики, включающих определение 
средних арифметических (M) и расчет ошибок средних 
арифметических (m). При оценке достоверности раз-
личий (р) между двумя средними величинами Мх и Му 
использовали t-критерий Стьюдента. Различия резуль-
татов считали статистически достоверными при уровне 
значимости р ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ 
Инокуляция морским свинкам Mycobacterium 

scrofulaceum сопровождалась усилением кислород-
независимой активности нейтрофилов, о чем свиде-
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Таблица 1
Содержание катионных белков нейтрофилов у животных в разные сроки 
после инокуляции Mycobacterium scrofulaceum, M ± m
Table 1
Level of neutrophil cationic proteins in animals at different moments  
post inoculation of Mycobacterium scrofulaceum, M ± m

Цитохимические параметры
Группа животных

контроль 1-я опытная 2-я опытная

14-е сут после инокуляции микобактерий

1-я степень, % 5,00 ± 0,58 11,33 ± 3,33 10,00 ± 3,05

2-я степень, % 9,66 ± 1,67 16,66 ± 2,40 10,00 ± 1,15

3-я степень, % 33,00 ± 1,15 52,66 ± 5,78* 57,33 ± 4,37**

Средний цитохимический коэффициент, у. е. 1,23 ± 0,02 2,03 ± 0,11** 2,02 ± 0,12**

28-е сут после инокуляции микобактерий (14-е сут после введения препарата)

1-я степень, % 3,33 ± 0,67 8,33 ± 2,85 3,66 ± 0,88

2-я степень, % 14,00 ± 0,58 12,66 ± 2,40 9,66 ± 0,33**

3-я степень, % 29,33 ± 2,18 45,33 ± 1,33** 57,00 ± 4,04**

Средний цитохимический коэффициент, у. е. 1,19 ± 0,06 1,70 ± 0,05** 1,94 ± 0,11**

42-е сут после инокуляции микобактерий (28-е сут после введения препарата)

1-я степень, % 5,33 ± 2,33 5,00 ± 0,58 2,66 ± 1,76

2-я степень, % 11,00 ± 0,58 11,66 ± 0,88 7,00 ± 1,73

3-я степень, % 30,00 ± 4,58 33,33 ± 2,73 71,66 ± 2,03***

Средний цитохимический коэффициент, у. е. 1,17 ± 0,12 1,28 ± 0,08 2,31 ± 0,08**

*р < 0,05; **р < 0,01; ***р < 0,001.
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нем по группе составил 1,28  ±  0,08  у.  е., а  в  контро-
ле – 1,17 ± 0,12 у. е. У животных, подвергнутых имму-
низации экспериментальным конъюгатом, напротив, 
уровень кислород-независимого метаболизма ней-
трофилов возрастал за счет увеличения числа высо-
коактивных фагоцитов в 2,39  раза  (р  <  0,001) и, как 
следствие, среднего цитохимического коэффициента 
в 1,97 раза (р < 0,01).

Введение морским свинкам Mycobacterium scrofu-
laceum также индуцировало усиление кислород-зави-
симой активности нейтрофилов (табл. 2). Так, в обеих 
опытных группах с  высокой степенью достоверно-
сти (р < 0,01) возрастал уровень среднего цитохими-
ческого коэффициента миелопероксидазы соответ-
ственно в 1,79 и 1,82 раза за счет увеличения числа 
высокоактивных фагоцитов в 2 раза относительно кон-
трольной группы.

В последующие сроки исследования у морских сви-
нок 2-й опытной группы наблюдали достоверное повы-
шение ферментной активности миелопероксидазы. Так, 
среднегрупповые значения цитохимического коэффи-
циента после введения препарата составили:

– на 14-е сут 1,70 ± 0,18 у. е. против 0,90 ± 0,06 у. е. 
(р < 0,05) в контроле;

– на 28-е сут 2,09 ± 0,01 у. е. против 1,03 ± 0,03 у. е. 
(р < 0,001) в контроле. 

В 1-й опытной группе по мере увеличения срока, 
прошедшего после инокуляции микобактерий, напро-
тив, происходило снижение кислород-зависимого ме-
таболизма нейтрофилов до уровня контрольной груп-
пы к 42-м суткам от начала эксперимента.

По результатам исследований проб крови в реакции 
непрямой иммунофлуоресценции на  42-е  сут после 
инокуляции Mycobacterium scrofulaceum было зареги-
стрировано наличие микобактериального антигена 
только у 2 морских свинок из 1-й опытной группы.

Таким образом, введение иммунобиологического 
препарата усиливает функциональную активность 
аэробных и анаэробных бактерицидных систем ней-
трофилов, что способствует ускоренной элиминации 
нетуберкулезных микобактерий из организма опытных 
животных.

На снижение антигенной нагрузки на организм мор-
ских свинок, обработанных экспериментальным конъ-
югатом, также указывали результаты патогистологиче-
ских исследований, проведенных на 45-е сут от начала 
эксперимента. Так, в регионарных паховых лимфати-
ческих узлах животных 1-й  опытной группы просле-
живалось увеличение численности лимфатических 
фолликулов с большим центром размножения (рис. 1), 
где регистрировалась гиперплазия макрофагов. В кор-
ковом веществе также обнаруживалось размножение 
макрофагов. В мозговых тяжах наблюдали в подавляю-
щем большинстве лимфоциты и незначительную кон-
центрацию плазмоцитов. 

Для 2-й опытной группы, напротив, была характер-
на существенно меньшая ширина коркового вещества 
пахового лимфоузла. Меньшего размера были и лим-
фофолликулы, к тому же в них отсутствовали центры 
размножения (рис. 2), а в случаях наличия таких цен-
тров в них выявляли только дендритные ретикулоциты.

В прилегающих с другой стороны от места иноку-
ляции микобактерий паховых лимфоузлах морских 
свинок, инфицированных Mycobacterium scrofulaceum, 
наблюдали значительно меньшее количество лимфа-

По истечении еще 14 сут наблюдалось дальнейшее 
снижение концентрации катионных белков у морских 
свинок 1-й опытной группы до уровня контрольных 
значений. Так, цитохимический коэффициент в сред-
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Таблица 2
Ферментная активность миелопероксидазы нейтрофилов у животных в разные 
сроки после инокуляции Mycobacterium scrofulaceum, M ± m
Table 2
Enzyme activity of neutrophil myeloperoxidase in animals at different moments post 
inoculation of Mycobacterium scrofulaceum, M ± m

Цитохимические параметры
Группа животных

контроль 1-я опытная 2-я опытная

14-е сут после инокуляции микобактерий

1-я степень, % 9,33 ± 0,67 9,66 ± 0,88 10,33 ± 3,18

2-я степень, % 12,33 ± 1,85 18,66 ± 1,67 19,33 ± 2,33

3-я степень, % 21,33 ± 3,53 42,66 ± 1,33** 43,00 ± 3,21*

Средний цитохимический коэффициент, у. е. 0,98 ± 0,08 1,75 ± 0,06** 1,78 ± 0,02**

28-е сут после инокуляции микобактерий (14-е сут после введения препарата)

1-я степень, % 5,66 ± 0,67 15,00 ± 1,53 10,00 ± 0,58**

2-я степень, % 7,33 ± 2,60 14,66 ± 2,33 13,00 ± 2,08

3-я степень, % 23,33 ± 0,88 36,00 ± 5,68 44,66 ± 4,98*

Средний цитохимический коэффициент, у. е. 0,90 ± 0,06 1,52 ± 0,13* 1,70 ± 0,18*

42-е сут после инокуляции микобактерий (28-е сут после введения препарата)

1-я степень, % 7,66 ± 1,33 7,33 ± 0,33 5,66 ± 1,85

2-я степень, % 8,66 ± 2,33 13,66 ± 3,18 12,66 ± 1,45

3-я степень, % 26,00 ± 1,00 23,33 ± 2,03 59,33 ± 0,88***

Средний цитохимический коэффициент, у. е. 1,03 ± 0,03 1,05 ± 0,04 2,09 ± 0,01***

*р < 0,05; **р < 0,01; ***р < 0,001.

Рис. 1. Лимфатический 
фолликул с большим центром 
размножения. Регионарный 
лимфатический узел морской 
свинки (1-я группа). Окраска 
гематоксилином и эозином, 
увеличение 50×

Fig. 1. A lymphoid follicle 
with a large germinal center. 
Regional lymph node of 
a guinea pig (Group 1). Staining 
with hematoxylin and eosin, 
magnification 50×

Рис. 2. Снижение ширины 
коркового вещества и размера 
лимфатических фолликулов, 
не имеющих центров размножения. 
Регионарный лимфатический 
узел морской свинки (2-я группа). 
Окраска гематоксилином и 
эозином, увеличение 50×

Fig. 2. Reduction of cortical substance 
volume and size of lymphatic follicles 
without germinal centres. Regional 
lymph node of a guinea pig (Group 2). 
Staining with hematoxylin and eosin, 
magnification 50×
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тических фолликулов по сравнению с регионарными 
лимфоузлами этой же группы. В них реже обнаружива-
лись центры размножения, а в центрах размножения 
и строме органа содержалось меньшее количество 
макрофагов. У  животных, подвергнутых обработке 
препаратом (2-я группа), отмечали еще меньшее число 
лимфофолликулов в корковом веществе контррегио-
нального лимфоузла.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
На основании проведенных исследований мож-

но заключить, что сенсибилизация морских свинок 
Mycobacterium scrofulaceum индуцирует гиперреактив-
ность внутриклеточных бактерицидных компонентов 
нейтрофилов продолжительностью до  28  сут с по-
следующим снижением их активности до уровня, ре-
гистрируемого у животных контрольной группы. Ино-
куляция экспериментального препарата способствует 
ускоренному (через 7 сут) выведению микобактерий 
из организма морских свинок за счет дополнительной 
стимуляции иммунной функции фагоцитов, что также 
подтверждают результаты иммунофлуоресцентного 
анализа и гистологических исследований.
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