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ВВЕДЕНИЕ 

 

 

 

1.1. Актуальность темы исследования 

 

 

 

Среди инфекций крупного рогатого скота туберкулёз и паратуберкулёз 

являются наиболее распространёнными. Указанные заболевания характеризуются 

значительными финансовыми затратами, кроме того туберкулёз представляет 

собой серьёзную проблему здравоохранения [127]. 

Туберкулёз – сложное заболевание, в отношении которого до настоящего 

времени не разработаны высокоэффективные терапевтические и 

профилактические средства. Поэтому, ключевым этапом при осуществлении 

профилактических и оздоровительных мероприятий является диагностика 

болезни (ранее  выявление и санитарный убой инфицированных животных). 

Интрадермальная туберкулиновая проба, предполагающая использование 

туберкулина для млекопитающих, является скрининговым, прижизненным 

методом диагностики заболевания. При этом использование туберкулиновой 

пробы, в зависимости от эпизоотического статуса животноводческого хозяйства, 

характеризуется не одинаковой диагностической ценностью. Так в 

благополучных и неблагополучных по туберкулёзу хозяйствах, могут 

регистрироваться неспецифические реакции, или же отсутствовать реакции у 

инфицированных животных, в неблагополучных хозяйствах [132]. 

По этой причине, прижизненная диагностика туберкулеза крупного 

рогатого скота, с использованием лишь одной внутрикожной туберкулиновой 

пробы не может быть единственным и идеальным диагностическим средством. 

Диагностика должна быть комплексной – с применением внутрикожной 

туберкулиновой пробы с ППД туберкулином для млекопитающих, и других 

дополнительных методов [153, 156].  
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Эпизоотический анализ по туберкулёзу крупного рогатого скота в 

Российской Федерации, в настоящее время демонстрирует позитивную динамику 

- уменьшение числа неблагополучных пунктов. При этом, значимо повышается 

частота выявления животных с неспецифическими реакциями на ППД для 

млекопитающих. Так, например, в агропромышленном секторе России, за период 

2001 - 2021 гг. всего было выявлено 868912 животных положительно 

реагирующих на ППД туберкулин для млекопитающих. При этом 90,9% особей 

выявлено в хозяйствах благополучных по туберкулёзу и только 9,1% особей 

зарегистрировано в неблагополучных хозяйствах, что характеризуют 

актуальность дифференциации неспецифических реакций [221]. 

Приведенные доводы являются основанием, для разработки комплексного 

аллергена из атипичных микобактерий для дифференциации неспецифических 

реакций, что в свою очередь является ключевой и актуальной проблемой 

аллергической диагностики туберкулеза. 

При паратуберкулезе животных также нет высокоэффективных методов 

диагностики, лечения и вакцинопрофилактики. Кроме того, сдерживающим 

звеном, в разработке способов диагностики паратуберкулёзной инфекции, 

является отсутствие соответствующей лабораторной модели. Так в результате 

многочисленных исследований, не удалось воспроизвести паратуберкулёз на 

лабораторных животных [263]. 

В последние годы, в связи с реализацией приоритетного национального 

проекта России «Развитие АПК», осуществляется импорт высокопродуктивного 

крупного рогатого скота, из аграрно развитых стран. В такой ситуации 

значимость аллергической диагностики паратуберкулёза возросла и 

характеризуется актуальностью. 

Согласно современным исследованиям, при проведении диагностических 

исследований на паратуберкулёз не разработан метод с абсолютной 

диагностической эффективностью, что в свою очередь обуславливает 

необходимость использования комплекса методов [169].   
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В «Кодексе здоровья наземных животных МЭБ» 28 издании указано, что в 

отношении паратуберкулёза животных, в качестве альтернативных методов могут 

быть использованы либо иммуноферментный анализ, либо аллергическая проба. 

При аллергической диагностике паратуберкулеза различные авторы 

использовали либо ионин (паратуберкулин), изготовленный из микобактерий 

паратуберкулеза, либо туберкулины для птиц, изготовленные только из 

микобактерий туберкулеза птичьего вида. 

Некоторые авторы указывают, что ППД для птиц, максимально эффективен 

при исследовании животных, сенсибилизированных микобактериями комплекса M. 

avim – intracellularae, вследствие достаточно высокой видовой специфичности. При 

инфицировании животных другими видами микобактерий дифференцирующие 

свойства этого аллергена снижаются. Увеличение результативности 

дифференциальной аллергодиагностики может быть обусловлено использованием 

комплексного аллергена в состав, которого входят белковые фракции микобактерий 

птичьего вида, а также белковые производные других видов микобактерий, 

преимущественно сенсибилизирующие животных, в условиях их содержания [44, 

243]. 

Изложенное является обоснованием конструирования нового комплексного 

аллергена для аллергической диагностики паратуберкулеза, тем более что в 

доступной литературе имеются противоречивые сведения о диагностической 

ценности моновидовых аллергенов, изготовленных только из микобактерий 

птичьего вида или микобактерий паратуберкулеза. 

Для аллергической диагностики микобактериальных инфекций используют 

различные виды аллергенов, качество которых имеет определяющее значение. 

Несмотря на длительность использования методик контроля их качества, 

некоторые проблемы до настоящего времени не разрешены. Так, не определены 

эквивалентность дозировок микобактериальных суспензий и доз 

микобактериальных аллергенов, не разработаны различные подходы 

нивелирования погрешностей при изучении иммунобиологических характеристик 

туберкулинов. Не подобраны оптимальные режимы использования лабораторных 
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моделей микобактериальных инфекций животных. При конструировании 

комплексных аллергенов не отработаны методические подходы оценки 

параметров качества, не решены вопросы моделирования паратуберкулёзной 

инфекции на лабораторных животных. 

В связи с изложенным, на современном этапе борьбы с 

микобактериальными инфекциями, актуальным, характеризующимся научным и 

практическим значением, является изготовление новых, высоко специфических 

аллергенов, сравнительное изучение их свойств, совершенствование 

методических подходов, при контроле параметров качества, способов и методов 

применения в практических условиях, в соответствии современных 

Международных требований. 

 

 

1.2. Степень разработанности темы 

 

 

 

Для осуществления мероприятий по оздоровлению, и мероприятий по 

профилактике туберкулёза и паратуберкулёза крупного рогатого скота 

используется аллергический метод, предполагающий использование следующих 

туберкулинов:  

- туберкулин очищенный (ППД) для млекопитающих - микобактериальный 

аллерген для диагностики туберкулёза животных. Изготавливается из 

микобактерий бычьего вида, штамм AN-5, производственная площадка - ФКП 

«Курская биофабрика» 

-туберкулин очищенный (ППД) для птиц - аллерген для диагностики 

туберкулёза птиц, диагностики паратуберкулёза крупного рогатого скота, 

дифференциации неспецифических реакций на туберкулин у крупного рогатого 

скота и свиней в симультанной пробе. Изготавливается из микобактерий птичьего 

вида, штамм 22-82, производственная площадка - ФКП «Курская биофабрика» 

-аллерген очищенный комплексный из атипичных микобакерий - аллерген 

для симультанной пробы у крупного рогатого скота. Изготавливается из 
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атипичных микобактерий M. scrofulaceum, штамм N-12, M. Intracellulare, штамм 

S-13, производственная площадка - ФКП «Курская биофабрика» 

Эффективность аллергической диагностики микобактериальных инфекций 

животных определяется многими составляющими, в том числе методиками 

контроля качества препаратов. В настоящее время регламентированных способов 

оценки их качества, позволяющих оценивать диагностическую ценность 

аллергической пробы, более десятка. К основным параметрам относятся: 

биологическая активность, специфичность и реактогенность  [274, 276]. 

Изучение иммунобиологических критериев туберкулинов, в лабораторных 

условиях, на морских свинках включает: подготовительные этапы и этапы 

постановки теста, которые влияют на результат исследования [8, 89, 97]. 

От момента изобретения туберкулина Робертом Кохом, и до настоящего 

времени разрабатываются новые аллергены, совершенствуются существующие и 

выводятся из применения туберкулины с недостаточной диагностической 

эффективностью. Подобные изменения связаны с усовершенствованием 

технологий изготовления и появлением новых данных, что позволяет 

формировать Международные требования к качеству микобактериальных 

аллергенов.  

Вместе с тем в международной нормативной документации многие 

критерии, связанные с контролем микобактериальных аллергенов, не оценены, а 

некоторые требования носят рекомендательный характер, без определения 

предпочтительности того или иного варианта [136]. Кроме того, в различных 

лабораториях, проводятся работы связанные с созданием новых 

аллергодиагностикумов и совершенствованием существующих, в отношении 

которых не разработаны соответствующие международные нормативные 

требования [324]. 

Перечисленное является основанием для совершенствования методик 

контроля качества микобактериальных аллергенов, в соответствии с 

требованиями Международной нормативной документации, а также разработка 

методик контроля в отношении новых аллергодиагностикумов. 
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В связи с необходимостью совершенствования аллергической диагностики 

туберкулеза и паратуберкулеза животных необходима разработка новых 

комплексных аллергенов, а также способов их применения. 

 

 

1.3. Цель и задачи исследований 

 

 

 

Целью исследования являлось: совершенствование аллергенов, 

методических подходов и параметров контроля качества и способов применения 

микобактериальных аллергенов, для аллергической диагностики туберкулеза и 

паратуберкулеза крупного рогатого скота. 

В задачи исследований входило: 

1. Определить оптимальные варианты сенсибилизации морских свинок M. 

bovis, M. avium и атипичными микобактериями, для оценки иммунобиологических 

критериев туберкулинов. 

2. Определить эквивалентные оптимальные дозировки ППД для 

млекопитающих, ППД для птиц и КАМ и временные интервалы развития реакции 

ГЗТ, для оценки иммунобиологических параметров. 

3. Провести сравнительную оценку биологической активности ППД для 

млекопитающих на сенсибилизированных M. bovis морских свинках и на 

инфицированном M. bovis крупном рогатом скоте.  

4. Определить оптимальную диагностическую дозу ППД туберкулина для 

млекопитающих, при постановке биопробы на морских свинках. 

5. Изучить иммунные механизмы формирования состояния ГЗТ и развития 

туберкулиновой реакции у морских свинок. 

6. Разработать техническое устройство оценки аллергических реакций у 

сенсибилизированных морских свинок, на микобактериальные аллергены и 

программное обеспечение статистического расчета величины 

иммунобиологических параметров. 
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7. Определить оптимальные параметры оценки иммунобиологических 

характеристик активности и специфичности комплексного аллергена из 

атипичных микобактерий. 

8. Изучить стабильность иммунобиологических параметров 

микобактериальных аллергенов, после длительного периода хранения. 

9. Разработать комплексный аллерген из атипичных микобактерий для 

осуществления дифференциально–диагностических исследований. 

10. Разработать комплексный аллерген для аллергической диагностики 

паратуберкулёза крупного рогатого скота и методик оценки его активности и 

специфичности. 

11. Разработать биологическую модель воспроизведения ГЗТ на морских 

свинках, усилением сенсибилизирующих свойств микобактерий, для 

дифференциации M. avium subsp. paratuberculosis от других микобактерий. 

 

 

1.4. Научная новизна 

 

 

 

Определены оптимальные варианты сенсибилизации морских свинок 

микобактериями различных видов. 

Изучены оптимальные дозировки микобактериальных аллергенов, 

использование которых позволяет получать достоверные результаты оценки 

иммунобиологических параметров.  

Установлено, что точность оценки иммунобиологических параметров 

микобактериальных аллергенов, на сенсибилизированных микобактериями 

морских свинках выше, в сравнении с инфицированным M. bovis крупным 

рогатым скотом.  

Определена оптимальная диагностическая доза ППД туберкулина для 

млекопитающих, в международных единицах PPD- bovine, при постановке 

биологической пробы на лабораторных животных. 
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Разработана биологическая модель воспроизведения ГЗТ на различные 

микобактерии на сенсибилизированных морских свинках, путем усиления 

сенсибилизирующих свойств. 

Впервые разработаны инструментальный способ оценки 

иммунобиологических параметров микобактериальных аллергенов и программное 

обеспечение статистического расчета этих параметров. 

Впервые изучена стабильность иммунобиологических параметров 

альттуберкулина Коха,  туберкулина свободного от альбумоз, туберкулина на 

синтетической питательной среде концентрированного нагреванием, после 

периода длительного хранения, используемых ранее при диагностике туберкулёза 

животных. 

Разработаны комплексные аллергены КАМ-2 и КАМ-3 применимые при 

диагностике туберкулеза крупного рогатого скота, для дифференциации 

неспецифических реакций. 

Разработан комплексный аллерген «Параавиум» для аллергической 

диагностики паратуберкулёзной инфекции крупного рогатого скота. 

Приоритетность научно-технических решений подтверждена патентами РФ: 

№110994, 05.05. 2011, «Шприц для введения животным суспензий лекарственных 

препаратов и антигенных субстанций»; №116472, 10. 01. 2012, «Пробка для 

укупорки стеклянных контейнеров, используемых в микробиологии»; №2517218, 

25.10.2012, «Способ моделирования гиперчувствительности замедленного типа у 

морских свинок на микобактерии M. bovis»; Свидетельство о государственной 

регистрации программы для ЭВМ №2014611927, 26.12.2013, Specificity 1.0; 

Свидетельство о государственной регистрации программы для ЭВМ 

№2013617658, 20.05.2013, Bioactive 1.0; №140669, 09. 01.2014, «Устройство 

определения морфологических количественных параметров воспалительного 

процесса, протекающего в коже лабораторных животных»; №2657837, 29. 09. 

2017, «Способ выявления анергичного, больного туберкулезом крупного рогатого 

скота». Разработка награждена Золотой медалью Российской агропромышленной 

выставки «Золотая осень 2018»; №2691398, 07 08 2018, «Способ оценки 



14 
 

 
 

сенсибилизирующих свойств микобактерий и микобактериальных антигенов»; № 

2715220, 13.11.2019, «Способ оценки сенсибилизирующих свойств атипичных 

микобактерий»; №2771778, 20. 07. 2021, «Комплексный аллерген для диагностики 

паратуберкулёза». Разработка награждена Золотой медалью Российской 

агропромышленной выставки «Золотая осень 2022»; № 2800320, 20. 06. 2022, 

«Способ дифференциации M. avium subsp. paratuberculosis  от других видов 

микобактерий на сенсибилизированных этими видами микобактерий морских 

свинках». 

 

 

1.5. Теоретическая и практическая значимость работы 

 

 

 

Результаты, полученные при выполнении исследований, использованы при 

разработке следующих методических документов:  

- Профилактические, диагностические, ограничительные и иные 

мероприятия, установление и отмена карантина и иных ограничений, 

направленных на предотвращение распространения и ликвидацию очагов 

туберкулёза животных. - ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН, Москва.-2019.-29с.  

- Профилактические, диагностические, лечебные, ограничительные и иные 

мероприятия, установление и отмена карантина и иных ограничений, 

направленных на предотвращение распространения и ликвидацию 

паратуберкулёза животных.- ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН, Москва.-2019.-26с. 

- Применение симультанной пробы с ППД - туберкулином для 

млекопитающих и КАМ для индивидуального учета аллергических реакций, 

отбора реагирующих животных для диагностического убоя. - ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ 

РАН, Москва.-2020.-29с. 

-Туберкулины очищенные (ППД) для животных. Межгосударственный 

стандарт. ГОСТ 32306-2013. Москва Стандартинформ 2013. 32с. 

Результаты исследований отражены в следующих монографиях: 
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-Аллергены и аллергическая диагностика микобактериальных инфекций 

животных/ А.Х. Найманов, Ю.М. Мясоедов. Курск, 2020.- 238с.- ISBN: 978-5-

907/67-74-2, г. 

- Хронические инфекции животных Туберкулёз/ А.Х. Найманов, Е.П. 

Вангели, Ю.М. Мясоедов [и др.]. -Москва: Спутник+,2022.- 320с. -ISBN 978-5-

9973-6280-5. 

-Хронические инфекции животных. Паратуберкулез/ А.Х. Найманов, Е.П. 

Вангели, Ю.М. Мясоедов [и др.]. -Москва: Спутник+,2022.- 126 с.- ISBN 978-5-

9973-6279-9. 

 

 

 

1.6. Методология и методы исследований 

 

 

 

Для достижения поставленной цели и обоснования применения полученных 

результатов исследований, были применены адекватные методологические 

приемы и доступные методы исследования.  

Исследования по диагностике туберкулеза осуществляли в соответствии 

нормативного документа: «Наставление по диагностике туберкулёза животных» 

от 2002 года. Исследования по диагностике паратуберкулеза, проводили в 

соответствии нормативного документа: «Наставление по диагностике 

паратуберкулеза (паратуберкулезного энтерита) животных» от 2001 года. 

Исследования проводились с использованием клинических, 

бактериологических, биотехнологических, иммунологических и математических 

методов. 

При осуществлении экспериментальных работ использовали: морских 

свинок и крупный рогатый скот. 
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1.7. Положения, выносимые на защиту 

 

 

 

-принципы эквивалентности, при подборе дозировок микобактериальных 

аллергенов, а также вариантов сенсибилизации морских свинок для оценки 

иммунобиологических параметров. 

-практические подходы в совершенствовании методик оценки 

иммунобиологических параметров микобактериальных аллергенов, в 

соответствии Международных требований. 

-изготовление комплексного аллергена из нетуберкулёзных микобактерий, 

для дифференциации неспецифических реакций в аллергической пробе при 

диагностике туберкулеза крупного рогатого скота. 

-изготовление комплексного аллергена из M. avium и M. avium subsp. 

paratuberculosis, для аллергической диагностики паратуберкулеза животных. 

-разработка биологической модели воспроизведения ГЗТ на морских 

свинках, усилением сенсибилизирующей способности микобактерий различных 

видов для дифференциации M. avium subsp. paratuberculosis от других видов 

микобактерий. 

 

 

1.8. Степень достоверности и апробация результатов 

 

 

 

Достоверность результатов исследований подтверждена соответствием 

теоретических данных результатам проведенных экспериментальных 

исследований. При анализе и статистической обработке результатов исследований 

и построении технологических и аппаратных схем, использовали программу 

«Microsoft Office, 2010». Для выявления статистически значимых различий 

использовали критерии Cтьюдента-Фишера. Материалы диссертации доложены 

на заседаниях Ученого совета ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН им. Я.Р. Коваленко; 
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Материалах Международной научно- практической конференции «Актуальные 

проблемы повышения эффективности агропромышленного комплекса» - Курск 

23-25 января 2008 г.; Материалах Международной научно- практической 

конференции «Научное обеспечение агропромышленного производства». Курск, 

20- 22 января 2010 г.; Международной научно- практической конференции 

«Наука и инновации в сельском хозяйстве» -г. Курск, 26- 28 января 2011г.; 

Материалах Международной научно- практической конференции: «Научное 

обеспечение агропромышленного производства» Курск, 25- 27 января 2012г.; 

Материалах Международной научно- практической конференции «Научные 

основы производства и обеспечения качества биологических препаратов для 

АПК» Щелково, 5-7 декабря 2012г.; Материалах Международной научно- 

практической конференции «Актуальные проблемы агропромышленного 

производства» -г. Курск, 23-25 января 2013г.; Материалах международной 

научно-практической конференции «научные основы производства и обеспечения 

качества биологических препаратов для АПК», посвященной 50-летию ФГБНУ 

«Всероссийский научно- исследовательский и технологический институт 

биологической промышленности» Щелково, 25-27 сентября 2019 г.; Материалах 

Международной научно-практической конференции, посвященной 100-летию со 

дня рождения Ивана Васильевича Звягина. - Щелково, 25-27 сентября 2020 г.; 

Материалах Международной конференции «Актуальные проблемы лечения и 

профилактики болезней молодняка» -Витебск 2-4 ноября 2022 г. 

 

 

1.9. Публикации материалов исследований 

 

 

 

По теме и материалам диссертации опубликовано более 60 печатных работ, 

из них 30-в научных рецензируемых изданиях, рекомендуемых ВАК МОН РФ, 

получено 11 патентов на изобретение, в том числе 2 свидетельства о 

государственной регистрации программы для ЭВМ, изданы 3 методические 

рекомендации, 3 монографии. 



18 
 

 
 

 

1.10. Личный вклад автора в проведённые исследования 

 

 

 

Автором непосредственно сформулирован план проведения 

диссертационного исследования. Основной объём исследования выполнен 

самостоятельно. Автор принимал непосредственное участие в оценке 

иммунобиологических параметров микобактериальных аллергенов, в 

лабораторных условиях, непосредственно разработал техническое 

приспособление оценки иммунобиологических параметров микобактериальных 

аллергенов, непосредственно сформулировал алгоритм программного 

обеспечения оценки иммунобиологических параметров микобактериальных 

аллергенов.  

Участвовал в разработке новых аллергенов КАМ-2 и КАМ-3, 

предназначенных для дифференциальной диагностики туберкулеза крупного 

рогатого скота. 

Принимал непосредственное участие в разработке нового аллергена 

«Параавиум» для аллергической диагностики паратуберкулеза крупного рогатого 

скота. 

Принимал непосредственное участие при разработке биологической модели 

воспроизведения ГЗТ на морских свинках, позволяющей дифференцировать M. 

avium subs. paratuberculosis от других видов НТМБ. 

Автор самостоятельно проанализировал отечественную и зарубежную 

литературу по теме диссертационной работы, провел статистический анализ 

данных, сформулировал результаты и выводы, лично написал рукопись 

настоящей работы. 
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1.11. Объем и структура диссертации. 

 

 

 

Диссертационная работа изложена на 277 страницах машинописного текста, 

содержит 45 таблиц, 10 иллюстраций и состоит из следующих разделов: 

оглавление, введение, обзор литературы, собственные исследования, результаты 

исследований, обсуждение полученных результатов исследований, заключение, 

выводы, практическое использование результатов исследований, рекомендации и 

перспективы дальнейшей разработки темы, список сокращений, список 

использованной литературы, приложения. Библиографический указатель 

включает 411 источников до 2022 года включительно, из них 239 отечественных и 

172- зарубежных авторов. 
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2.ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

 

 

2.1. Микобактериальные аллергены: история открытия и совершенствования  

 

аллергенов 

 

 

 

В 1890 году, на десятом Международном медицинском конгрессе в 

Берлине, Роберт Кох представил лекарство от туберкулеза (позднее получивший 

название - туберкулин) [306, 410]. Но, вскоре согласно многочисленным 

клиническим наблюдениям, выяснилось, что на фоне лечения туберкулином 

туберкулёза, возросла частота случаев летального исхода [254]. 

В мае 1891 года, в Прусском парламенте, Р. Кох раскрыл технологию 

приготовления туберкулина, которая включала: культивирование микобактерий 

M. bovis и M. tuberculosis на мясопептонном бульоне, в течение 6-8 недель, с 

последующим добавлением в КЖ глицерина. После чего посевы микобактерий 

инактивировали водяным паром, в течение 60 минут, и проводили отделение 

микобактерий от культуральной жидкости. Далее, при температуре 90° С 

культуральный фильтрат выпаривали до 1/10 первоначального объема и фасовали 

во флаконы. Всего Р. Кохом было предложено 7 различных технологий получения 

туберкулина [49, 66]. 

В 1907 году Клеменс фон Пирке, исследуя биологические свойства 

туберкулина, выяснил, что препарат целесообразно использовать не как 

терапевтическое средство, а как диагностическое средство - для осуществления 

диагностики туберкулеза у человека [267]. Аналогичные результаты были 

получены и другими исследователями, что в свою очередь явилось основанием 

для промышленного производства нового диагностического препарата. В 

Германии (во Франкфурте) фирма Meister Lucius & Brüning AG (позднее 

переименована -Hoechst AG) для нужд медицины стала производить препарат в 

промышленных объемах. Для ветеринарных целей в Марбурге в период 1914-
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1920 годах фирма «Beringwerke» производила туберкулин под коммерческим 

названием Perlsucht – Tuberculin [137]. В настоящее время, во Франкфурте-на-

Майне располагается институт имени Пауля Эрлиха, в компетенцию которого 

входит контроль туберкулинов, производимых в Германии [165, 166]. 

В России, не зависимо от Роберта Коха, туберкулин был изготовлен в 1888 

году Х. И. Гельманом. Эта методика приготовления туберкулина, предполагала 

выращивание микобактерий на картофельной среде, с последующим 

приготовлением водного экстракта из микобактериальной биомассы [26]. 

В 1890 г русский ученый В. Г. Гутман, на инфицированном микобактериями 

туберкулёза крупном рогатом скоте, провел сравнительные исследования 

диагностических свойств образцов туберкулина полученных по технологии Коха 

и Гельмана и отметил равнозначность их биологических свойств  [37]. 

В 1891 г. на базе института экспериментальной медицины начато 

производство АТК, а для ветеринарного применения только в 1896 г. С началом 

первой мировой войны производство туберкулина было приостановлено, а 

возобновлено в ГИЭВе в 1922 года [128, 130, 132]. 

Аллерген для ветеринарных целей, первоначально изготавливали с 

использованием микобактерий бычьего вида (двух штаммов) и микобактерий 

человеческого вида (один штамм). Культуры микобактерий бычьего и 

человеческого видов культивировали на мясопептонном глицериновом бульоне, в 

течение 60 суток. После этого проводили инактивацию микобактерий при 1,5 

атм., в течение 40 минут. Далее проводили выпаривание КЖ, при температуре 80° 

С  до 1/10 от первоначального объема, с последующим удалением бактериальной 

массы. Данная технология изготовления АТК с небольшими модификациями 

сохранилась до внедрения в производство очищенных аллергенов [130, 267, 299]. 

По мере увеличения поголовья животных в России, возникла 

необходимость увеличения производства Альттуберкулина, в связи, с чем 

туберкулин для животных стали производить на Курской биофабрике в период с 

1931 года, и по настоящее время [66, 132]. 
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Вместе с тем, повсеместное использование АТК, продемонстрировало его 

недостаточную специфичность [19, 20, 25]. Так внутрикожное введение здоровым 

животным аллергена, в ряде случаев, сопровождалось развитием не 

специфической воспалительной реакции, которая воспринималась как 

положительная проба на туберкулёз [50, 69]. При этом лабораторные 

исследования не выявляли микобактерий туберкулёза. Масштабные исследования 

по определению причин проявления неспецифических реакций 

продемонстрировали, что основной причиной являются балластные вещества. В 

этот исторический период становится очевидным взаимосвязь между белковыми 

составляющими туберкулинов и величиной его биологической активности и 

специфичности [348, 349, 350]. Таким образом, появилось обоснование, что 

активность, а также специфичность препарата может быть повышена посредством 

получения и использования препарата более высокой степени очистки [74, 76, 

230, 403].  

Известно, что туберкулиновые аллергодиагностикумы включают 

метаболические продукты микобактерий, а также составные компоненты 

клеточной стенки. В то же время наилучшей диагностической эффективностью 

характеризуются туберкулины, состоящие преимущественно из 

видоспецифичных антигенов [73, 77, 78, 298]. 

Первым шагом в увеличении специфичности туберкулина была разработка 

синтетических питательных сред, не содержащих чужеродных белков и их 

производных. Также были разработаны методы адаптации микобактерий 

туберкулёза к синтетическим питательным средам. Культивирование 

микобактерий на средах, не содержащих белки, позволило значительно повысить 

специфичность аллергена [3, 75, 198]. Диагностический препарат, 

приготовленный в соответствии прописи предложенной немецким ученым- 

Кохом, но с заменой питательной среды для культивирования микобактерий, 

содержащие балластные соединения на варианты, состав которых представлен 

синтетическими соединениями был классифицирован как: туберкулин, свободный 

от альбумоз - TAF, позднее препарат был переименован и обозначался как 
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туберкулин на синтетической среде, концентрированный нагреванием - HCSM. 

Указанная диагностическая форма в РФ в промышленных масштабах не 

изготавливалась [227]. Тем не менее, указанная диагностическая форма 

изготавливается в настоящее время в некоторых странах, и имеет 

соответствующий Международный стандарт [165]. 

Следующим шагом в получении очищенного туберкулина явилась 

разработка биохимических методов осаждения микобактериальных белков в 

изоэлектрической точке. При получении ППД туберкулинов были использованы: 

вольфрамовая кислота, ТХУ, сернокислый аммоний, этанол [48, 51, 197, 201]. 

Наиболее используемыми преципитирующими соединениями, для 

осаждения туберкуло - протеинов являются: ТХУ и сернокислый аммоний, 

причем чаще всего практикуется осаждение, только ТХУ [59, 72, 206]. 

Для диагностики туберкулёза у человека был разработан ППД-Л и на его 

основе для ветеринарных целей был разработан и изготовлен ППД туберкулин 

[48, 66, 72, 73]. 

Промышленное производство ППД туберкулина для млекопитающих 

запущено в 1957 году, на Курской биофабрике. За основу промышленной 

технологии изготовления ППД туберкулина была использована методика УИЭВ. 

Промышленный способ получения ППД туберкулина для млекопитающих, 

принятый в РФ, включал осаждение микобактериальных белков из культуральной 

жидкости посредством ТХУ, а повторное осаждение осуществлялось сульфатом 

аммония, с последующим диализом [6, 7, 148, 158]. 

Лабораторные и производственные сравнительные исследования 

диагностических свойств ППД туберкулина российского производства и 

препаратов иностранных государств (Чехословакии, ГДР, Франции, Англии, 

Швейцарии), продемонстрировали их равнозначность [116, 127, 202]. В этот 

период, на промышленной основе, изготовили АТК для птиц. Тенденция 

приготовления очищенных форм микобактериальных аллергенов также была 

направлена на получение очищенного ППД для птиц. Поэтому уже 



24 
 

 
 

адаптированная технология производства ППД для млекопитающих явилась 

шаблоном при разработке технологии производства ППД для птиц [9, 212]. 

В настоящее время отработана технология получения очищенных ППД 

туберкулинов [55, 66, 162].  

По мере увеличения поголовья животных во всем мире, при 

систематических аллергических исследованиях с использованием очищенных 

туберкулинов, стали регистрироваться случаи положительной аллергической 

реакции на ППД для млекопитающих. Таким образом, эффективность 

скринингового аллергического исследования животных на туберкулёз стала 

снижаться. Последующие исследования, осуществленные в лабораторных 

условиях, убедительно продемонстрировали, что основной причиной 

неспецифических реакций на туберкулез является сенсибилизация животных 

нетуберкулёзными микобактериями (НТМБ) [10, 11, 16, 207].  

Поиски возможных путей решения указанной проблемы позволили 

разработать сравнительный аллергический тест, в основе которого был заложен 

сравнительный анализ результатов аллергического исследования животных, с 

использованием гетерогенных туберкулинов - ППД для млекопитающих, а также 

ППД для птиц [274, 275, 323]. 

Многочисленными работами ученых разных стран выявлено, что для 

проведения дифференциальной диагностики микобактериальных инфекций 

использование ППД туберкулина для птиц, более эффективно, в случае 

сенсибилизации животных микобактериями группы avium - intracellularae. При 

сенсибилизации животных нетуберкулёзными микобактериями других групп, 

применение ППД для птиц менее эффективно [5, 15, 36]. 

Исследованиями иммунобиологических свойств нетуберкулёзных 

микобактерий, депонирование эпизоотических штаммов микобактерий; изучение 

частоты выделения не туберкулёзных микобактерий разработка классификации не 

туберкулёзных микобактерий; усовершенствование технологии производства 

микобактериальных аллергенов, послужили основанием создания специального 

аллергена из атипичных микобактерий [211, 227, 228]. Производственные 
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испытания туберкулинов из атипичных микобактерий, для осуществления 

дифференциальной диагностики продемонстрировали высокую диагностическую 

эффективность, в сравнении с ППД для птиц [120, 228]. При этом лучшими 

диагностическими свойствами характеризовались комплексные аллергены, 

содержащие аллергены из нескольких видов атипичных микобактерий, 

выделенных от реагирующих животных на территории РФ [114, 227, 228]. 

С 1979 г. на Курской биофабрике начато промышленное производство 

КАМа. Комплексный аллерген представляет собой смесь белковых соединений 

нефотохромогенных и фотохромогенных нетуберкулезных микобактерий второй 

и третьей групп (в соответствии общепринятой классификации Раньена),  

полученные из культуральных фильтратов и выделенные осаждением белковых 

производных ТХУ и переосаждением сульфатом аммония, смешиванием, 

фасовкой и сублимационной сушкой [209]. 

Изучение, за более чем вековой период, эпизоотологической ситуации по 

микобактериальным инфекциям свидетельствует, что в условиях ведения 

животноводства постоянно происходят изменения вариантов взаимодействия: 

микобактерии – макро организм. Эти изменения обусловлены изменением 

вирулентности возбудителей; изменением резистентности животных организмов 

[2, 23, 65, 391], что обуславливает необходимость усовершенствования 

существующих комплексных аллергенов и разработку новых [388]. 

Усовершенствование и разработка новых аллергодиагностикумов может быть 

реализовано посредством выделения микобактериальных белков с оптимальным 

соотношением активности и специфичности из микобактериальных клеток и 

продуктов их жизнедеятельности [390, 393, 408], а также получение из них разных 

антигенных композиций [241, 245, 288]. 

Наблюдениями специалистами осуществляющими конструирование 

микобактериальных туберкулинов было замечено, что наряду с низкой 

чувствительностью и специфичностью ионинов и ППД для птиц, используемых 

для аллергической диагностики, назрела практическая необходимость в 

усовершенствовании аллергена для диагностики паратуберкулёза животных. 
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Так, за последние 20 лет были разработаны и всесторонне изучены, в 

различных хозяйствах, с разной эпизоотической ситуацией новые виды 

аллергенов, изготовленные с использованием нетуберкулёзных микобактерий, 

или таксонов близких к микобактериям [39, 54, 83]. 

При этом в отношении новых аллергенов в соответствии Международных 

требований должны быть разработаны и соответствующие методики контроля 

качества [32, 33, 411]. 

Сопоставительный анализ исследований специалистов показывает, что 

увеличение диагностической эффективности аллергической диагностики 

возможно при использовании различных методических подходов, что 

предполагает актуальность исследований в этом направлении. 

Производство микобактериальных аллергенов и совершенствование 

технологий производства связано с изменением состава вариантов аллергенов [84, 

398, 399]. Вместе с тем одним из важных критериев в отношении 

микобактериальных аллергенов является стабильность их иммунобиологических 

свойств [157, 374, 409]. 

В настоящее время стабильность лекарственных средств является важной 

составляющей производственных программ мониторинга [34, 402]. Ранее 

стабильность оценивалась только для определения срока годности аллергенов.  

 

 

2.2. Иммунные механизмы при микобактериальных инфекциях животных 

 

 

 

Одним из первых исследователей иммунных механизмов при туберкулезе 

был Р. Кох, который на морских свинках продемонстрировал, что подкожное 

введение патогенных микобактерий вызывает местную воспалительную реакцию, 

с последующей генерализацией процесса. При этом если инфицированным 

микобактериями туберкулеза морским свинкам повторно ввести микобактерии 

туберкулёза, в месте инъекции, через несколько часов, развивается воспаление, 



27 
 

 
 

сменяющееся язвой, которая в последующим рубцуется. В научной литературе 

это явление получило обозначение как феномена Коха [319, 345]. 

Исследования специалистов демонстрируют, что инфицирование животных 

патогенными микобактериями сопровождается активацией, как врожденных, так 

и адаптивных иммунных механизмов [14, 85, 86]. 

Врожденные иммунные механизмы обеспечиваются макрофагами, 

дендритными, нейтрофильными, альвеолярными и киллерными клетками [17, 64, 

292]. 

Проникновение микобактерий в животный организм происходит через 

ворота инфекции: лёгкие (преимущественный путь); кишечный тракт, 

повреждения кожи, слизистые оболочки (влагалище), также возможен 

плацентарный путь инфицирования [318, 338, 341]. 

При респираторном пути заражения, после вдоха воздуха, содержащего 

аэрозоль микобактерий, последние оседают в бронхиолах и альвеолах животного, 

и поглощаются фагоцитами (альвеолярными макрофагами) [210, 250, 342].  

Ключевым механизмом в противотуберкулёзной защите, равнозначно и 

последующем исходе туберкулёзной инфекции, является фагоцитоз. Так, 

известно, что заражение млекопитающих патогенными микобактериями только в 

ряде случаев сопряжено с формированием туберкулёзного процесса и на этапе 

фагоцитирования микобактерии могут быть полностью уничтожены [13, 270, 

281]. 

Приведенные доводы являются обоснованием изучения фагоцитоза, 

например, с применением латекса.  

Основные этапы фагоцитирования: миграция макрофага к патогену; адгезия 

патогена на поверхности макрофага; обволакивание патогена макрофагом с 

формированием фагосомы, а после фаголизосомы; лизис (полный, неполный) 

патогена [24, 40, 260]. 

После фагоцитирования микобактерий альвеолярными макрофагами 

происходит миграция макрофаг – микобактерии к средостенным лимфатическим 

узлам [272, 354, 377], после этого Т-клетки активируются, происходит 
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пролиферация, дифференцирование и передвижение эффекторных  CD4 + Т-

клеток к легким [269, 289, 291, 352]. При этом известно, что CD4 T-клетки 

способствуют ингибированию внутриклеточного роста микобактерий, тогда как 

макрофаги, инфицированные M. bovis, CD8 T-клетки лизируют [283, 296, 305]. 

Анализируя данные литературы по изучению иммунных механизмов при 

туберкулёзной инфекции, видно большое количество теоретических и 

практических исследований, что определяет предпочтительность данных 

направлений. Так, очевидно, что фагоцитоз является начальным и ключевым 

механизмом иммунной системы определяющий исход микобактериальных 

инфекций, изучение которого является важной задачей фундаментальной 

иммунологии [190, 252, 273].  

Проникновение в животный организм микобактерий сопряжено с развитием 

повышенной (гипер-) чувствительности замедленного типа, выявляемой при 

введении антигенов микобактерий (туберкулина), на чем основана аллергическая 

диагностика микобактериальных инфекций животных и человека [21, 52, 53, 208]. 

Закономерности формирования и проявления аллергической реактивности 

при туберкулёзной инфекции животных, принципиально отличаются от 

закономерностей аллергической реактивности при микобактериозах [35, 175, 176, 

184] и паратуберкулёзе [112, 129, 187]. 

Так, при сенсибилизации крупного рогатого скота атипичными 

микобактериями аллергические реакции на ППД для млекопитающих, при 

повторных исследованиях, выпадают через 2-6 месяцев, что зависит от степени 

сенсибилизации, физиологического состояния организма животных, а также 

других причин [186, 189, 193, 195]. 

Процесс, развивающийся при заражении крупного рогатого скота  

патогенными микобактериями, характеризуется постоянством туберкулиновой 

реакции и её интенсивность от момента инфицирования (около 30 суток) и до 

периода формирования декомпенсации различных систем организма 

увеличивается или сохраняется на определённом уровне [170, 179, 282]. Причем 

повышение интенсивности туберкулиновой реакции, при последующих 
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исследованиях классифицируется как вираж туберкулиновой реакции и является 

прогностическим критерием развития туберкулёза [192, 218, 231]. 

При паратуберкулёзе время наступления аллергии, совпадает с периодом 

первоначального развития процесса. В латентной стадии болезни у большинства 

животных состояние повышенной чувствительности выявляется через 3-5 

месяцев, но не позднее чем, через год после инфицирования [200, 232].  

Изучение аллергии при паратуберкулёзе продемонстрировало следующее: 

1. аллергия выражена слабее, чем при туберкулёзе и соответствует интенсивности 

развивающегося процесса; 2. аллергия проявляется нерегулярно, так как периоды 

активного развития хронического процесса (продолжительность 1-3 года), 

сменяются его затуханием [130, 169]. 

При этом экспериментально показано, что туберкулиновая реакция 

позволяет судить об инфицированности организма, но не позволяет 

характеризовать степень поражения организма и длительность заболевания [133,  

258, 268]. 

В литературе описаны факторы, влияющие на механизм развития кожной 

туберкулиновой реакции. Так чувствительность к туберкулину понижается в 

период хронизации туберкулёзной инфекции, и сопровождается снижением 

клеточных реакций и формированием антителообразования [239]. 

Ложноотрицательные результаты туберкулиновой пробы, у 

инфицированных патогенными микобактериями животных, могут встречаться в 

начале прогрессирования инфекционного процесса, а также у старых животных 

[168, 253, 320]. 

Под действием фармацевтических препаратов, например, преднизолона или 

имурана интенсивность ГЗТ может быть ослаблена (супрессивный эффект на Т-

клетки), даже в условиях прогрессирования туберкулёзного процесса [307, 339]. 

Указанное обстоятельство имеет важное значение, так как при 

аллергических исследованиях на микобактериальные инфекции у животных в 

случае одновременного терапевтического действия лекарственных средств и 

туберкулина диагностические ошибки, наиболее вероятны. 
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По мнению ряда иммунологов, повышенная чувствительность замедленного 

типа является основным звеном противотуберкулёзной защиты [271, 325, 326]. 

Развитие реакции ГЗТ происходит в две стадии. Первая стадия связана с 

сенсибилизацией организма микобактериальными антигенами, вторая стадия 

опосредована введением антигена (в данном случае туберкулина) в организм. 

Длительность первой стадии в среднем составляет около 30 суток. На данной 

стадии активируются Тh1 СD4+ клетки, после взаимодействия с антиген - 

презентирующими клетками [386]. Тh1 клетки начинают секретировать IL-12, 

который активирует макрофаги [313, 327, 331]. На указанной стадии IL-12 

стимулирует образование Тh1 и подавляет образование Тh2, которые регулируют 

В- клеточный ответ, в результате происходит накопление Тh1 клеток, которые 

выполняют ключевую функцию [329, 366, 383]. 

Так показано, что при туберкулёзной инфекции состояние ГЗТ можно 

перенести от одного животного другому в пределах вида, посредством Т- 

лимфоцитов [231, 265, 381]. 

Второй этап реакции развивается после повторного введения антигенов 

микобактерий (ППД - туберкулина) животному. В организме антигены 

микобактерий подвергаются фагоцитированию макрофагами. Образовавшиеся 

после первичного введения Тh1, в ответ на представление макрофагами 

вводимого антигена, хелперные клетки секретируют различные цитокины, в том 

числе МИФ и МХФ в кровяное русло, что ведет к активации макрофагов и их 

активной миграции в место введения антигена [385, 404, 405].  

К месту воспаления γ / δ Т-клетки привлекают другие Th1-лимфоциты и 

макрофаги [384]. Th1-клетки секретируют цитокины. ИНФ-γ активирует 

макрофаги, которые усиливают продукцию воспалительных медиаторов [397, 

407], TNF-β способствует развитию локального тканевого повреждения и 

повышению на кровеносных сосудах экспрессии адгезивных молекул [264, 297, 

330]. IL-3 и ГМ-КСФ являясь факторами гемопоэтической дифференцировки, 

регулируют созревание из предшественников костного мозга моноцитов. Зрелые 

моноциты мигрируют в зону воспаления, заменяя разрушенные макрофаги. 



31 
 

 
 

Разрушение макрофагальных клеток сопровождается появлением пирогенных 

соединений [353, 358, 359]. 

IL-2 стимулирует продуцирование хемокинов CXCL8, CCL5 и XCL1, 

которые привлекают и активируют Т-клетки [369, 379]. Макрофаги продуцируют  

различные  хемокины, а также серотонин, что в свою очередь сопровождается 

привлечением клеток крови - базофилов. Исследованиями продемонстрировано, 

что у грызунов серотонин, а у человека гистамин секретируемый базофилами, в 

очаге поражения усиливает миграцию мононуклеарных клеток. Хемокины CCL2 и 

CCL3, продуцируемые Т-клетками, индуцируют дегрануляцию тучных клеток, а 

некоторые CD4 + Т-клетки активируют тучные клетки непосредственно через 

антиген MHC класса II [380]. 

Хемокины Т-клеток, усиливают привлечение Т-клеток в воспалительную 

зону.  При этом подавляющая часть Т-клеток специфически не 

сенсибилизированы к туберкулину [257, 325, 370, 372]. Предположительно только 

5% лимфоцитов специфичны в отношении туберкулина, участвующие в реакции 

гиперчувствительности [231, 360]. 

Небольшое количество антиген-специфических Т-лимфоцитов (1-5% от 

обычного типа клеток, вовлеченных в воспалительную реакцию) запускают 

реакцию ГЗТ, основными эффекторами которых являются макрофаги [239, 362, 

365]. 

В воспалительной зоне макрофаги, привлекаемые цитокинами CXCL8 и 

IFN-γ активируются. Интенсивная реакция гиперчувствительности замедленного 

типа связана с высвобождением протеаз и оксидантов из активированных 

макрофагов, и как следствие повреждением тканей. Макрофаги поглощают 

туберкулин и разрушают его. Нарушенный баланс посредством регуляторных 

клеток позволяет запустить репарационные процессы и восстановить 

физиологическую функциональность тканей [239, 261, 293]. 

Перечисленные механизмы направлены на локализацию 

микобактериальных антигенов в макроорганизме, что морфологически 

сопровождается развитием классической туберкулиновой реакции [231, 375]. 
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Клеточный состав кожной реакции воспаления представлен 

эпителиоидными и гигантскими клетками, макрофагами, лимфоцитами, 

моноцитами [333, 356]. 

При этом, одним из важных критериев кожной туберкулиновой реакции, 

является длительность сохранения состояния ГЗТ, а также максимальная 

выраженность реакции, после предшествующего введения туберкулина [244, 371, 

373]. 

Так лабораторный контроль микобактериальных аллергенов проводится при 

моделировании туберкулёзной инфекции на морских свинках, с формированием 

ГЗТ [27, 28, 30]. Вместе с тем определено, что у крупного рогатого скота 

максимальная интенсивность внутрикожной аллергической реакции 

регистрируется через 72 часа, после введения аллергена, а у мелкого рогатого 

скота через 48 часов. В тоже время в отношении морских свинок, в соответствии 

литературных источников, время учета реакции является противоречивым [132, 

136, 364]. Так в отношении одних литературных источников учет реакции ГЗТ 

должен осуществляться через 24 часа [30, 31], а согласно других период может 

составлять 48 часов [113]. Подобные различия могут быть причиной 

погрешностей, что в свою очередь обуславливает проведение исследований по 

определению оптимального времени оценки ГЗТ. 

Также в отношении морских свинок указано, что тесты ГЗТ могут быть 

осуществлены один раз, после сенсибилизации, в других источниках допускается 

несколько тестов в период до 6 месяцев. 

Вместе с тем учитывая себестоимость сенсибилизированных животных 

необходимо исследование по оценке оптимального периода использования 

сенсибилизированных морских свинок для проведения тестов ГЗТ. 
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2.3. Развитие методов контроля микобактериальных аллергенов 

 

 

 

Период от момента изобретения туберкулина и до настоящего времени 

характеризовался изменением технологии производства: от микобактериальных 

туберкулинов, в состав которых входили неспецифические компоненты, до 

микобактериальных туберкулинов имеющие в составе преимущественно 

высокоочищенные белковые производные [95, 216, 355]. При этом промышленное 

производство микобактериальных аллергенов характеризуется разработкой 

лабораторных методов оценки, как качественных, так и количественных 

характеристик [62, 63, 80].  

В свою очередь методические подходы контроля качества 

иммунобиологических параметров микобактериальных аллергенов, претерпели 

значительные изменения, что сопряжено с усовершенствованием технологии 

производства и выработкой, унифицированной международной нормативной 

базы. 

Способы оценки качественных и количественных параметров  

туберкулиновых аллергенов ветеринарного назначения, можно распределить 

следующим образом: 

1. Способы исследования параметров туберкулинов, характеризующие 

диагностическую значимость исследования, с использованием 

микобактериальных аллергенов. К указанным параметрам относятся: определение 

активности, сенсибилизирующих свойств, реактогенности и специфичности. 

2. Способы исследования критериев туберкулинов местного и системного 

влияния на животный организм. К указанным параметрам относятся: определение 

специфической безвредности, а также токсического действия. 

Активность.  Данный метод характеризует биологический эквивалент 

единиц Международного стандарта, в номинальном объёме туберкулина (см3). 

Метод первоначально был разработан в отношении крупного рогатого скота, 

инфицированного патогенными микобактериями  [27]. Накопление 
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экспериментальных и производственных данных, относительно туберкулина, 

позволили методически оценивать активность дублированием как на 

инфицированных сельскохозяйственных животных (крупном рогатом скоте), так 

и на лабораторных животных (сенсибилизированных морских свинках) [97, 138].  

Для альттуберкулина описан метод определения степени активности, 

проводимый на инфицированном патогенными микобактериями крупном рогатом 

скоте [27]. В основе указанного способа была использована методика Коха [216, 

254, 284]. При этом осуществлялось введение кратных разведений туберкулина, и 

таким образом оценивалась диагностическая эффективность, с учетом получения 

серий препарата, с неодинаковым  содержанием биологически активных и 

специфичных микобактериальных белков [27].  

Основное направление совершенствования способа оценки активности 

туберкулина, на лабораторных животных (морских свинках), было реализовано 

использованием нескольких дозировок тестируемой серии препарата, в сравнении 

с аналогичными известными дозировками контрольной серии. 

Принимая во внимание современные требования нормативной 

документации, биологическая активность туберкулиновых аллергенов 

оценивается в отношении всех производственных серий, на сенсибилизированных 

микобактериями (из которых изготовлен препарат) морских свинках [34, 93, 96]. 

Вместе с тем, в англоязычной литературе в отношении ППД туберкулина, 

изготовленного с использованием микобактерий M. bovis указывается на 

целесообразность двойного последовательного тестирования, с использованием 

сенсибилизированных морских свинок и инфицированного крупного рогатого 

скота [61, 322]. 

Для оценки биологической активности альттуберкулина для птиц был 

разработан метод, с использованием инфицированных кур. Указанный метод  

являлся качественным. Методически оценка осуществлялась производственной 

серии, относительно контрольной, с применением одной диагностической дозы. 

Развитие воспалительной реакции на производственную серию, эквивалентной 
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контрольной серии характеризовала приемлемую в диагностическом плане 

активность [28].  

Совокупность экспериментальных и производственных данных, 

полученные при исследовании активности туберкулина для млекопитающих 

позволили провести усовершенствование метода оценки активности туберкулина 

для птиц. Так нормативной документацией резюмирующие эти исследования, 

предусмотрено двойное последовательное тестирование, с использованием 

сенсибилизированных морских свинок и зараженных патогенными 

микобактериями птичьего вида, кур [29].  

Дальнейшее развитие метода контроля активности ППД для птиц 

сопровождалось аналогично ППД для млекопитающих, разработкой метода 

предусматривающего парное использование различных доз производственной 

серии, относительно контрольной  [203, 205, 206].  

В соответствии нормативных документов, по контролю туберкулинов, 

оценка биологического эквивалента ППД для птиц производится на 

сенсибилизированных микобактериями птичьего вида, морских свинок [34, 62, 

63].  

Уникальной разработкой отечественных ветеринарных специалистов 

является комплексный микобактериальный аллерген, созданный при 

использовании нетуберкулезных представителей микобактерий. Аналогично 

классических туберкулинов, при промышленном производстве, возникла 

практическая необходимость оценки биологического эквивалента. 

Многочисленные исследования научных школ ВГНКИ и ВИЭВ убедительно 

продемонстрировали целесообразность оценки биологического эквивалента КАМ 

на морских свинках сенсибилизированных нетуберкулёзными сапрофитами, в 

равной сенсибилизирующей дозе, с учетом потенцирования сенсибилизирующего 

эффекта. При этом, в соответствии этапа развития знаний о микобактериальных 

аллергенах, активность оценивалась пропорцией: суммарная реакционность 

контрольной серии, к суммарной реакционности тестируемой серии  [7].  
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На современном этапе развития знаний относительно микобактериальных 

аллерегенов, добавлены новые значимые критерии, а именно использование в 

расчетах сенсибилизированных лабораторных животных с реакционностью доз, 

от 25 до 8 мм. При этом количество доз тестируемого аллергена и контрольного 

аллергена соответствует трём [205]. Кроме того, другим значимым критерием, 

является использование схемы последовательного инъецирования разведений 

производственной и контрольной серии аллерген, а по правилу полного либо не 

полного латинского квадрата, и последующего статистического анализа [34, 216, 

295]. 

 Промышленное производство микобактериальных аллергенов обеспечило 

животноводческие предприятия необходимым их количеством.  Вместе с тем 

возникла практическая необходимость оценки биологической активности, так как 

использование туберкулинов без стандартизированного параметра активность 

обуславливает не одинаковый диагностический результат. В связи с этим были 

разработаны соответствующие Международные стандарты активности [160, 300, 

400]. 

Первым был разработан в Лондоне Национальным медицинским 

институтом Международный стандарт для АТК в 1928 году, с содержанием в 1 мл 

- 100000 ТЕ. При этом был введен термин - Туберкулиновая единица.  

Туберкулиновая единица определяется как минимальное количество 

препарата, которое, не вызывая сильной реакции, выявляет 80–90 % 

инфицированных возбудителем туберкулеза лиц [228]. В.В. Коломиец, А.А. 

Евглевский считали, что ТЕ - это наибольшее разведение туберкулинового 

аллергена, которое способно вызвать после внутрикожного введения, у 

сенсибилизированных морских свинок, специфическую аллергическую 

реакционность в виде папул/эритемы размером  5 -7 мм в диаметре [41, 42]. 

Второй Международный стандарт для АТК был предложен в 

Государственном институте сывороток в 1935 году, в Копенгагене. 1 мл 

препарата соответствовал 10000 ТЕ. Третий Международный стандарт для АТК 
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был приготовлен в 1965 году в Копенгагене. 1 мл. препарата содержала 90000 ТЕ 

[216]. 

В период 30-40 годов 20 века проводились работы по разработке 

очищенного туберкулина. В результате проведенных исследований Ф. Зейберт и 

соавторами, посредством осаждения микобактериальных белков сернокислым 

аммонием, был приготовлен препарата, получивший название PPD-S [66, 351, 

394].  

В нашей стране Ф.И. Осташко (1953) по видоизмененной методике Х. 

Грина, при диагностировании у крупного рогатого скота туберкулезной 

инфекции, приготовил ППД - туберкулин. В результате испытания этого 

препарата на больном туберкулезом крупном рогатом скоте, автор установил 

значительное диагностическое превосходство его, по сравнению с 

альттуберкулином [164]. 

В 1952 г. ВОЗ была утверждена международная единица действия - PPD-S 

туберкулиновая единица (ТЕ), составляющая 0,00002 мг активного вещества. 

Одна туберкулиновая единица стандартного ППД- туберкулина равна по весу 

0,00002 мг. Этот эталон хранился в Копенгагенском институте вакцин и 

сывороток и в США [61, 321, 396]. 

В 1968 г. международный комитет экспертов ВОЗ по биологической 

стандартизации подтвердил, что одна ТЕ ППД - туберкулина должна содержать 

0,000028 мг вещества, и все национальные стандарты должны быть приравнены к 

Международному [61]. 

От момента  освоения в России промышленного производства 

альттуберкулина и в период до 80 годов прошлого столетия указанный аллерген 

являлся основным диагностическим инструментом. В 80 годах разработана 

отечественная технология и начато производство очищенного туберкулина на 

промышленном уровне. 

При этом некоторые особенности промышленного изготовления 

альттуберкулина легли в основу технологии очищенного туберкулина, например 

этап культивирования микобактерий предполагал использование аналогичных 
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штаммов микобактерий - M. tuberculosis (№ 192 и ДТ/СТ) и M. bovis (№ 8, № 14, 

Vallee). Штаммы № 8 и № 14 были выделены в 1934 г. в ВИЭВ крупного рогатого 

скота с патологоанатомической картиной туберкулёза. Штамм Vallee был получен 

из Франции. Штаммы № 192 и ДТ/СТ привезены из США. 

После выращивания микобактерий на питательной среде, биомассу 

микобактерий на синтетической питательной среде инактивировали температурой 

выше 100 °С, после чего посредством матерчатого фильтра отделяли 

микобактериальную массу от культуральной жидкости. После этого проводили 

последовательное осаждение (трихлоруксусной кислотой) / переосаждение 

(сернокислым аммонием). Последующие производственные этапы включали 

обессоливание, последовательную фильтрацию, ампульную фасовку и 

программное сублимирование при различных температурах с финальной 

запайкой. Использование высушенного туберкулина предполагала его 

восстановление в прилагаемом растворителе, включающего детергент глицерин, 

консервант фенол разведенные в  физиологическом растворе. 

Позже появились сообщения о том, что туберкулины, изготовленные только 

из одних штаммов M. bovis, обладают большей видовой специфичностью и более 

активны, чем туберкулины, изготовленные из M. tuberculosis и M. bovis [57, 256, 

279, 382]. В дальнейшем индустриально развитые государства перешли к 

изготовлению очищенного туберкулина для млекопитающих только из 

микобактерий из M. bovis. 

В настоящее время многие страны, в том числе и Россия, выпускают 

очищенные туберкулины в виде готового к употреблению раствора. 

В нашей стране с 2012 г. Курская биофабрика производит ППД - 

туберкулин для млекопитающих из M. bovis, штамм AN-5.  

Все серии туберкулинов для млекопитающих, стандартизируют по 

содержанию туберкулиновых единиц на гомологично сенсибилизированных 

туберкулину M. bovis морских свинках. Для контроля используют референс - 

препараты, стандартизированные по Международным стандартам. 
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Следует отметить, что методы сенсибилизации различаются между собой. 

Так иммунизация животных микобактериями внутривенно и внутрибрюшинно 

приводит к стимуляции клеток супрессоров, а подкожно к формированию 

клеточного иммунитета [87, 109, 111, 229]. Неодинаковые подходы, реализуемые 

при сенсибилизации морских свинок (обусловленные статусом микобактерий и 

использованием адъювантов) предполагают проведение всесторонних 

исследований. 

Аллерген для млекопитающих производимый в РФ охарактеризован в 

отношении Международного стандарта PPD- bovine [161, 167, 400]. Вместе с тем 

не охарактеризована стандартная доза ППД для млекопитающих для 

осуществления биопробы, в связи с тем, что она выражена в единицах активности 

предшествующего стандарта PPD-S. Кроме того, с учетом колебания содержания 

единиц активности в различных коммерческих сериях туберкулина, необходимо 

определить диагностическую эффективность диапазона доз. 

Специфичность. В историческом аспекте тест оценки специфичности 

разработан первоначально в отношении туберкулина для млекопитающих, а 

потом и в отношении аллергена для птиц, и позднее для комплексного аллергена 

из атпичных микобактерий. Метод оценки специфичности ППД для 

млекопитающих предусматривал определение развития неспецифического 

воспалительного процесса, в месте инъекции здоровым морским свинкам и 

крупному рогатому скоту [27]. В соответствии нормативной документации, 

используемой при контроле туберкулина для млекопитающих и туберкулина для 

птиц в настоящее время, выше приведенный параметр классифицируется как 

реактогенность и оценивается при использовании здоровых морских свинок [34]. 

Специфичность аллергена для птиц, в историческом аспекте, оценивалась по 

способности препарата индуцировать специфический воспалительный процесс у 

больных туберкулёзом курочек [28].  

В отношении аллергена очищенного комплексного из атипичных 

микобактерий метод оценки специфичности был разработан после внедрения в 

России методов молекулярного фракционирования [8].  
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Предпосылкой в разработке вариантов теста оценки специфичности 

микобактериальных аллергенов обусловлено регистрацией неспецифических 

реакций на туберкулин для млекопитающих, в благополучных по туберкулёзу 

сельскохозяйственных предприятиях. При детальном исследовании причин 

проявления неспецифических реакций были изолированы микобактерии 

различных групп, по классификации Раньена [127, 132, 136]. 

В соответствии современных требований специфичность туберкулина для 

млекопитающих оценивается на сенсибилизированных M. avium морских свинок, 

при этом в роли контрольного препарата используется ППД для птиц [34]. 

Изучение специфичности туберкулина для птиц проводится на лабораторных 

животных, сенсибилизированных M. bovis [5, 94, 98].  

Анализируя нормативную документацию, описывающую вопросы оценки 

активности и специфичности туберкулинов для млекопитающих и  птиц, 

допускается использование, как живых, так и инактивированных микобактерий 

[19, 51, 61]. Вместе с тем исследованиями показано различие биологических 

свойств гретых и не гретых культуральных фильтратов микобактерий [340, 406], 

что в свою очередь подразумевает различие вариантов сенсибилизации морских 

свинок живыми и термоинактивированными микобактериями, и обуславливает 

актуальность проведения данного исследования. 

Кроме того, в доступной литературе имеются сведения, что используются 

разные дозы микобактериальных антигенов и дозировки микобактерий для 

сенсибилизации морских свинок [7, 19, 63]. Подобные подходы могут являться 

причиной различия результатов иммунобиологических свойств туберкулинов, что 

в свою очередь обуславливает проведение исследований. 

Комплексный аллерген из атипичных микобактерий, как показано 

исследованиями, позволил усовершенствовать дифференциальную диагностику 

туберкулёза крупного рогатого скота. При осуществлении аллергического 

исследования предусматривалось использование одной дозы КАМ и одной дозы 

туберкулина для млекопитающих. Путем перерасчета дозировок и разработки 

лабораторной модели на морских свинках тест определения специфичности 
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обозначен как тест оценки  видовой специфичности. Оценка видовой 

специфичности КАМа на морских свинках подразумевала определение 

наибольшей выраженности на дозы сравниваемых аллергенов в группе морских 

свинок, которые сенсибилизированы микобактериями бычьего вида, а также в 

группе животных сенсибилизированных смесью микобактерий, входящие в 

состав комплексного аллергена [7, 59]. 

В настоящее время оценка специфичности микобактериальных аллергенов 

(туберкулинов для млекопитающих и птиц) осуществляется в процентах, 

подобный методический подход должен быть реализован и в отношении 

вариантов комплексных туберкулинов, составленных из различных аллергенов 

атипичных микобактерий, что в свою очередь предполагает проведение 

исследований. 

Реактогенность. Определение реактогенности предполагает выявление у 

микобактериальных аллергенов способности индуцировать не специфическое 

воспаление у несенсибилизированных здоровых морских свинок в дозировке ¼ 

диагностической дозы крупного рогатого скота. Отсутствие в месте 

внутрикожной инъекции воспалительного процесса или появление покраснения 

диаметром менее пяти мм. свидетельствует о пригодности аллергена для 

диагностических целей [31, 34, 204].  

Сенсибилизирующие свойства. После наращивания промышленного 

производства альттуберкулина для млекопитающих, повсеместного и 

многократного его применения выявился недостаток- способность 

сенсибилизировать здоровых животных, в результате чего здоровые животные 

были классифицированы как инфицированные. Как выяснилось позднее, 

указанный недостаток обусловлен использованием питательных сред, 

содержащие белковые производные не микобактериального происхождения [216].  

Условия развития сенсибилизации крупного рогатого скота, обусловленные 

использованием АТК были экстраполированы на лабораторную модель - морские 

свинки. Для этого морским свинкам не использованные ранее в исследованиях 
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многократно внутрикожно инъецировали АТК с последующим выявлением 

развития неспецифического аллергического воспаления [212]. 

Токсичность. Определение токсичности туберкулиновых препаратов 

предусматривает выявление негативного системного и местного влияния на 

организм интактных морских свинок [34, 204].  

Специфическая безвредность. Тест определения специфической 

безвредности предполагал выявление контаминации готового туберкулина 

микобактериями, используемые при его изготовлении. Методика позволяет 

выявлять жизнеспособные микобактерии путем введения препарата в организм 

интактных морских свинок (исследование туберкулина для млекопитающих) или 

кроликов (исследование туберкулина для птиц), с последующими, при 

необходимости, бактериологическими и микробиологическими исследованиями. 

Аллерген оценивается как специфически безвредный,  если в период наблюдения 

у лабораторных животных не выявляются характерные для туберкулёза 

патологические изменения; аллергическая проба является отрицательной; при 

применении комплекса дополнительных исследований не выявляются 

микобактерии [34, 204]. 

Сравнительный анализ методов оценки биологических параметров 

туберкулинов демонстрирует, что ключевыми лабораторными параметрами 

определяющие диагностическую эффективность аллергической диагностики 

микобактериальных инфекций животных являются: реактогенность, 

специфичность и активность. 

Учитывая то, что с микобактериальными белками ассоциируется 

активность, специфичность и реактогенность, при изготовлении ППД 

туберкулинов, для предотвращения снижения концентрации белков добавляется 

детергент (Твин-80, глицерин). Для подавления развития микроорганизмов 

контаминантов добавляется консервант фенол [51, 63, 72]. 

Данные литературы наглядно демонстрируют, что при оценке 

иммунобиологических параметров туберкулиновых аллергенов на результат 

исследования оказывает влияние биологическая система, используемая в тестах и 
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оператор, осуществляющий постановку теста. Учитывая выше изложенное, 

целесообразным является: оценка параметров животной биологической системы, 

оказывающие значимое влияние на результаты тестов, определение 

эквивалентного соотношения оптимальных дозировок микобактерий различных 

видов и микобактериальных аллергенов при оценке иммунобиологических 

параметров. Для снижения погрешностей, связанных с оператором необходимо 

техническое устройство оценки активности и специфичности туберкулиновых 

аллергенов, а также специализированное программное обеспечение 

статистического расчета иммунобиологических параметров микобактериальных 

аллергенов. 

 

 

2.4. Аллергическая диагностика микобактериальных инфекций и её  

 

совершенствование на современном этапе борьбы с туберкулёзом животных 

 

 

 

Туберкулинодиагностика – это совокупность методик позволяющие 

выявить специфическую сенсибилизацию организма животных (микобактериями) 

в том числе родственных видов, посредством использования микобактериальных 

аллергенов, (из микобактерий или близкородственных бактерий)  в реакции 

гиперчувствительности [172, 173, 174, 107].  

За период, от создания туберкулина и по настоящее время аллергическая 

диагностика составляет начальный этап определения микобактериальных 

инфекций животных [122, 126, 213, 233]. 

В агропромышленном комплексе РФ используются различные виды 

продуктивных животных, в связи с этим разработаны оптимальные варианты 

аллергической диагностики туберкулёза, в отношении каждого вида. В 

отношении крупного рогатого скота разработано наибольшее количество 

вариантов аллергической диагностики микобактериальных инфекций. Для 

крупного рогатого скота были предложены следующие варианты аллергической 
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диагностики микобактериальных инфекций: подкожный, накожный, глазной, 

внутрикожный, внутривенный, пальпебральный, вагинальный, назальный и т.д. 

[113, 119, 131]. Однако сравнительное изучение методов введения туберкулина 

продемонстрировало, что внутрикожный способ инъекции является наиболее 

чувствительным и практичным [114, 115, 117]. 

Внутрикожная туберкулиновая проба была предложена в 1908 г. Муссю и 

Манту, и в последующие годы получила мировое распространение. 

На основании исследований по применению альттуберкулина в 1925 г. 

Британской комиссией министерства сельского хозяйства Британии была 

предложена двукратная внутрикожная проба [132]. 

На 18-м международном ветеринарном конгрессе в 1938 году, было 

установлено, что основным методом диагностики туберкулёза у животных 

является аллергопроба. При этом для крупного рогатого скота внутрикожная 

проба, в сравнении с другими вариантами является наиболее эффективной [136]. 

В 1947 г. были проведены сравнительные исследования, в результате 

которых установлено, что однократная туберкулиновая проба, и двукратная 

туберкулиновая проба по диагностической ценности равнозначны. Поэтому в 

1947 г. решением британского министерства сельского хозяйства вместо 

двукратной туберкулиновой пробы введена однократная проба [132]. 

Позднее, метод однократной внутрикожной туберкулиновой пробы был 

принят государствами Западной Европы, Америки и Африки. При осуществлении 

скрининга животных на туберкулёз однократная туберкулиновая проба 

продемонстрировала высокую эффективность [277]. 

В указанный период аллергические исследования на туберкулёз 

осуществлялись посредством использования внутрикожного варианта 

туберкулиновой пробы, с использованием туберкулина для млекопитающих, при 

этом проявление неспецифических реакций нивелировалась методикой 

проведения теста [196]. Так учёт аллергической реакции после первой инъекции, 

осуществлялся через 72 часа и спустя 24 часа, после повторного введения. При 

формировании в месте инъекции туберкулина, воспалительной реакции в виде 
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отёка и увеличения толщины кожной складки на 5 мм. и более характеризует 

положительный результат; увеличения кожной складки на в интервале 3 - 4 мм. 

характеризует сомнительный результат, и отрицательный при развитии 

воспалительной реакции менее 3 мм. [132, 136]. 

Также исследованиями было показано, что развитие аллергической реакции, 

в месте внутрикожного введения аллергена, у здоровых животных снижается или 

полностью исчезает к 16-20 часам. При этом регистрируются единичные случаи, 

когда у животных остаточные воспалительные явления сохраняются в период до 

72 часов, с формированием воспалительной реакции в виде утолщения кожной 

складки на 3 мм. [67]. 

Среди инфекционных заболеваний животных и людей, в настоящее время, 

туберкулёзная инфекция является широко распространённой. До настоящего 

времени в отношении туберкулёзной инфекции не разработаны 

высокоэффективные профилактические и терапевтические средства [303, 308, 

309]. 

В основе комплекса мер профилактики, при туберкулёзе животных, лежит 

прижизненная диагностика, основанная на использовании внутрикожной 

аллергической пробы, с ППД туберкулином [182, 183, 191, 196]. 

Широкое применение внутрикожной аллергической пробы сопровождалось 

двумя проблемами. Первая проблема опосредована выявлением кожной реакции у 

не инфицированных животных, как из благополучных, так и неблагополучных 

животноводческих хозяйств. Вторая проблема опосредована не выявлением 

инфицированных животных в животноводческих хозяйствах, неблагополучных по 

туберкулёзной инфекции. 

Поэтому диагностика туберкулёзной инфекции должна представлять собой 

комплекс, включающий как аллергический, так и другие методы [124, 125, 181]. 

В соответствии опыта мировой практики наиболее используемым методом 

аллергической диагностики туберкулёза животных  является однократная 

внутрикожная туберкулиновая проба, с определением толщины кожной складки 

через 3 дня, после введения аллергена [322]. 
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Основным недостатком метода аллергической диагностики туберкулёза 

является то, что появление реакции свидетельствует только об изменении 

реактивности животных, из-за влияния различных причин [142, 171, 316]. 

При этом, в подавляющем числе случаев, причиной проявления реакции на 

внутрикожное введение туберкулина являются патогенные микобактерии 

туберкулёза [368, 392, 395]. Менее частой причиной являются нетуберкулёзные 

микобактерии или бактерии, характеризующиеся высокой степенью антигенной 

гомологии с микобактериями [79, 146, 310, 315]. 

 Таким образом, реакции на туберкулин могут быть классифицированы как: 

специфические и неспецифические [68, 71, 93, 110]. 

Специфическая реакция обусловлена сенсибилизацией животных 

туберкулёзными микобактериями [43]. 

На основании большого клинического опыта, накопленного при проведении 

аллергических исследований в животноводстве, неспецифическая реакционность 

может быть классифицирована как парааллергическая (причина реакционности 

обусловлена сенсибилизацией животных  нетуберкулёзными микобактериями); 

псевдоаллергическая (причина реакционности не связана с микобактериями) [82, 

60, 127]. 

Проблема специфичности туберкулиновой пробы обусловлена наличием 

общих видовых микобактериальных антигенов у микобактерий туберкулёза и 

нетуберкулёзных микобактерий [81, 77, 114].  

Указанная проблема является основанием для проведения 

исследовательских работ направленных на разработку способов дифференциации 

аллергической реакции для детекции животных характеризующихся 

неспецифической реакционностью [43, 60, 136]. 

Атипичные микобактерии широко распространены в природе и их 

выделяют в различных климатических зонах РФ. В подавляющем числе случаев 

выявление животных характеризующиеся неспецифической реактивностью 

обусловлено сенсибилизацией микобактериями четвертой группы по 

классификации Раньона [58, 139, 143, 144]. Так в РФ, согласно классификации 
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Раньона, выявляются следующие группы нетуберкулёзных микобактерий: первая 

группа - около двух процентов; вторая группа - около двадцати процентов; третья 

группа - около семнадцати процентов; четвертая группа около шестидесяти 

процентов [155, 163 127]. 

От момента формирования проблемы появления неспецифических реакций 

были обоснованы дифференциальные подходы осуществления аллергического 

исследования, при этом наиболее массовым способом являлась симультанная 

проба предполагающая использование двух гетерологичных аллергенов: ППД для 

млекопитающих и ППД для птиц [253]. 

Дифференциальная (симультанная) аллергическая проба базируется на 

видовой специфичности аллергенов микобактериям сенсибилизирующих 

организм животных и большей выраженности кожной реакции ГЗТ на 

гомологичный аллерген [132, 136, 194]. 

В свою очередь, при проведении симультанного исследования не 

принимаются во внимание вероятность смешанного инфицирования животных 

обусловленных патогенными и апатогенными микобактериями, что в ряде 

случаев значительно затрудняет постановку диагноза и проведение 

оздоровительных мероприятий в неблагополучных хозяйствах. Известно, что 

неспецифические реакции, обусловленные атипичными микобактериями, как 

правило, характеризуются незначительным увеличением толщины кожной 

складки (на 3-5 мм.) и являются нестабильными, то есть у одних животных 

выявляются, а затем исчезают, но проявляются у других [123, 127]. 

Анализ диагностических исследований большого количества 

благополучных и неблагополучных хозяйств показывает, что систематическое 

аллергическое исследование, с выбраковкой из стада реагирующих животных не 

позволяет решить проблему появления новых реагирующих животных с 

неспецифическими реакциями (особенно при применении двойной внутрикожной 

пробы и оценке аллергии от трех и более мм.). 

Комплексный анализ результатов оценки животноводческих хозяйств по 

микобактериальным инфекциям продемонстрировал положительную динамику: 
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увеличения случаев неспецифической реактивности на туберкулин для 

млекопитающих, на фоне значительного снижения неблагополучных по 

туберкулёзу хозяйств [221]. 

Следует отметить, что в той или иной степени с проблемой 

неспецифической реакционности при диагностике туберкулёза крупного рогатого 

скота столкнулись во всех странах мира, особенно на финишном этапе борьбы. 

Это послужило сдерживающим фактором в использовании аллергической пробы, 

при проведении диагностических исследований. При этом контроль 

распространения туберкулёзной инфекцией проводится только при забое, а 

аллергическое исследование предусмотрено при экспорте скота. 

В России, в соответствии нормативных документов, контроль по 

туберкулёзу крупного рогатого скота проводится посредством туберкулиновой 

пробы в осенний и весенний периоды. При этом выявляемые реагирующие 

животные считаются подозреваемыми в инфицировании с последующей 

верификацией посредством  патологоанатомических и бактериологических 

методик исследования [113]. 

Для проведения дифференциальной диагностики микобактериальных 

инфекций, во многих странах мира, была принята симультанная проба, с 

использованием туберкулина для млекопитающих и туберкулина для птиц [210, 

228]. 

В РФ в соответствии мировой практики, первоначально для осуществления 

дифференциальной диагностики микобактериальных инфекций использовали 

туберкулин для млекопитающих и для птиц, что было целесообразно, так как в 

этот период, в подавляющем числе случаев, сенсибилизацию крупного рогатого 

скота обуславливали микобактерии туберкулёза птичьего вида. После масштабно 

проведенных мероприятий против туберкулёза птиц в птицеводческих хозяйствах 

эпизоотическую нишу стали осваивать различные виды НТМБ. Изменение 

микробиоценоза обусловленного нетуберкулёзными микобактериями 

характеризовалось изменением антигенного спектра, вызывающего 

сенсибилизацию крупного рогатого скота и сопровождалось снижением 
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эффективности симультанной пробы с использованием аллергенов: ППД для 

млекопитающих и ППД для птиц [234]. Данные наблюдения явились основанием 

для разработки аллергенов из атипичных микобактерий. 

Многочисленными исследованиями, проведенными в ВГНКИ и ВИЭВ 

продемонстрировано, что аллергическая проба, предполагающая использование 

КАМ, характеризуется наибольшей диагностической эффективностью, в 

сравнении с использованием ППД для птиц, в животноводческих хозяйствах, у 

животных которых изолированы не туберкулёзные микобактерии [114, 120, 123]. 

Туберкулиновые препараты, в зависимости от вида микобактерий, с 

использованием которых получен микобактериальный аллерген, могут быть 

классифицированы, как туберкулин ППД для млекопитающих, в англоязычной 

литературе обозначаемый как PPD-B (изготовлен из M. bovis), ППД для птиц, в 

англоязычной литературе обозначаемый как PPD-A – (изготовлен из M. avium) 

[400, 401] и сенситины, представляющие собой аллергены из различных видов 

нетуберкулёзных микобактерий [136] и родственных видов (родококки, 

нокардии). В англоязычной литературе приведена следующая классификация 

сенситинов: 

-PPD- I - препарат изготовлен из микобактерий M. intercellulare; 

-PPD- F - препарат изготовлен из микобактерий M. fortuitum; 

-PPD- G - препарат изготовлен из микобактерий M. scrofulaceum; 

-PPD- Y - препарат изготовлен из микобактерий M. Kansasii; 

-PPD- Sm - препарат изготовлен из микобактерий M. smegmatis. 

При введении аллергена из типичных микобактерий сенсибилизированным 

туберкулёзными микобактериями животным развивается ответная 

туберкулиновая реакция [251, 278]. В то же время при введении животным 

аллергенов из атипичных микобактерий такая реакция не развивается, или 

интенсивность её ниже, в сравнении с реакцией на туберкулины из туберкулёзных 

микобактерий [235, 236, 389]. Кроме того, экспериментально доказано, что при 

введении сенситина из микобактерий сенсибилизировавшего организм животного 
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развивается ГЗТ, интенсивность, которой, в сравнении с сенситинами из других 

видов нетуберкулёзных микобактерий, выше [145, 225, 228].  

Учитывая то, что в Российских регионах распространены атипичные 

микобактерии различных групп, комплексный аллерген должен быть, изготовлен 

с использованием микобактерий предпочтительно изолируемых от крупного 

рогатого скота, на всей территории страны [127, 132, 136]. 

Не смотря на большую диагностическую ценность, основным недостатком 

симультанной пробы, с использованием аллергена ППД для млекопитающих и 

КАМ, является необходимость тестирования в группе животных (не менее 6 

особей) [7]. При этом если количество достоверно выраженных реакций будет 

менее 6, то результаты симультанной пробы считаются недостоверными и 

установить причину сенсибилизации затруднительно. 

Учитывая современные формы ведения сельского хозяйства в России, 

подобный подход не может быть реализован, что предполагает разработку 

способов индивидуальной постановки симультанной пробы у отдельного 

животного. Кроме того, исследования различных авторов, изучающих 

микробиоценозы обусловленные нетуберкулёзными микобактериями, описали 

изменения процентного соотношения различных групп нетуберкулёзных 

микобактерий [127, 132, 136]. Перечисленное является основанием для 

разработки новых аллергодиагностикумов. 

Значимой проблемой аллергической диагностики туберкулеза животных 

является анергия. 

Анергия – это снижение или утрата иммунологической реактивности 

организма до полной потери способности реагировать на туберкулин и, как 

следствие – отсутствие аллергический реакций у больных туберкулезом 

животных. 

Одной из значимых проблем при осуществлении комплекса 

оздоровительных мероприятий в неблагополучных по туберкулёзу 

животноводческих хозяйствах с использованием туберкулинов являются 

анергичные животные [118, 140, 141]. 
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А.Н. Шаров указывал, что процесс развития туберкулеза в организме 

животного проходит различные стадии. Развитие анергии автор связывает с 

образованием в организме животного высокого титра противотуберкулёзных 

антител [227]. 

А.Н. Шаров, К.Н. Ауштрова считали, что состояние кожи оказывает 

значимо большое влияние на проявление аллергической реакции, при 

внутрикожном введении туберкулина. При этом учитывая, что в кожу в процессе 

цикла выращивания животного могут быть инъецированы различные препараты, 

формируются различные изменения, так как кожа является одним из элементов 

иммунной системы [3, 228]. 

Существует предположение, что длительное размножение туберкулёзных 

микобактерий приводит к появлению большой популяции супрессорных клеток и 

соответсвенно формированию и проявлению анергии [90]. 

Известно, что оздоровление неблагополучных хозяйств, как правило, 

проводят методом выявления и убоя больных животных, с использованием 

внутрикожной пробы с ППД для млекопитающих, которая не всегда выявляет 

всех больных туберкулезом животных [67, 121, 122]. 

Не реагирующие на туберкулин, анергичные животные, остаются в стаде, 

как основной источник инфекции, что приводит к длительному неблагополучию и 

даже безрезультативности оздоровительных мероприятий. Поэтому, при 

длительном неблагополучии или значительном распространении туберкулеза 

оздоровление стад рекомендуется проводить методом полной замены всего 

поголовья скота. Однако не всегда имеются возможности проводить 

оздоровительные мероприятия этим методом, особенно в крупных 

животноводческих хозяйствах. Поэтому изыскание возможности 

дополнительного выявления больных туберкулезом анергичных животных 

остается актуальным вопросом аллергической диагностики туберкулеза. В 

доступной зарубежной медицинской литературе выявлено несколько сообщений о 

возможности «повышения чувствительности к туберкулину» у пожилых людей 

методом нескольких введений туберкулина с различным интервалом. 
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S. J. Buslin  и соавторы изучали феномен, называемый эффектом усиления. 

Авторы провели три внутрикожные пробы с интервалом 3 недели на 162 больных 

людях. При учёте реакции на первое введение выявили 12,3 %, на второе – 5,5 %, 

на третье – 3,1 % положительно реагирующих. Авторы указывают, что у 

хронически больных туберкулёзом людей только серия кожных тестов даёт 

достоверные сведения о чувствительности к туберкулину [255]. 

J. M. Cauthen и соавторы изучали применений двух-трёх проб с интервалом 

одна-три недели. При этом от 8,7 до 31,0 % людей реагировали только на третье 

введение туберкулина. Авторы считают целесообразным применение у пожилых 

людей двух-этапного метода диагностики, где первая проба – инициальная, затем 

ещё две пробы как более чувствительные [127]. 

J. Seutkin с соавторами изучали значение туберкулиновой пробы при 

введении микобактериального аллергена через 2 и 7 суток у 411 людей (средний 

возраст 74,1 года). Положительную реакцию выявили у 32 % людей, причём у 6 % 

реакции выявлены на второе, у 5 % - на третье введение туберкулина. Авторы 

рекомендуют людям старше 50 лет, проводить поэтапную туберкулинизацию, что 

позволяет полнее выявить зараженных туберкулезом людей [221]. 

В научной отечественной и зарубежной литературе имеются работы по 

применению двукратного и даже трёхкратного методов внутрикожного введения 

туберкулина.  

Методически исследование предполагает внутрикожное введение крупному 

рогатому скоту ППД для млекопитающих, с последующим учетом аллергической 

реакции спустя 72 часа, после инъекции (при этом предусмотрено удаление из 

стада всех реагирующих). Всем животным, не реагировавшим на первую 

инъекцию, проводят повторную инъекцию туберкулином для млекопитающих в 

место предыдущей инъекции, с последующей читкой реакции через 24 часа. 

Аналогично осуществляют третий этап исследования.  

При этом учитывая увеличение частоты регистрации неспецифических 

реакций на туберкулин для млекопитающих, использование двукратной или 

трехкратной аллергической пробы затрудняет аллергическую диагностику. 
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Так, как установили многие авторы, при повторных введениях туберкулина 

и учете реакции через 24 часа, воспалительные явления в месте введения не 

успевают исчезнуть, в результате чего до 15,0% (а при сенсибилизации 

атипичными микобактериями и до 80%) здоровых высоко реактивных коров 

могут реагировать с увеличением толщины кожной складки на 3 мм. В 

соответствии «Наставления по диагностике туберкулеза животных от 2022 года» в 

неблагополучных по туберкулезу хозяйствах животные с такими реакциями 

считаются реагирующими и подлежат убою. 

Кроме того, бесспорным является и факт, что 2–3 – кратные 

туберкулиновые пробы тоже недовыявляют всех инфицированных 

микобактериями туберкулёза животных, в неблагополучных хозяйствах.  

 

 

2.5. Проблема неспецифических реакций при аллергической диагностике 

 туберкулеза крупного рогатого скота. Совершенствование дифференциальной  

диагностики 

 

 

На большом практическом материале продемонстрировано, что состояние 

гиперчувствительности замедленного типа, выявляемое при  внутрикожном 

введение туберкулина, в среднем формируется за тридцать суток, после 

инфицирования животного организма микобактериями.  

Внурикожное введение туберкулина у инфицированных микобактериями 

животных характеризуется формированием воспалительной припухлости с 

максимальной интенсивностью к 72 часам. Указанный временной интервал 

сопровождается различными иммунологическими изменениями, в том числе 

инфильтрацией лимфоцитами и макрофагальными клетками, в месте инъекции 

аллергена. 

Различными исследованиями продемонстрирована специфичность 

аллергической реакции, при использовании аллергена гомологичного 
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микобактерии, что является основой для аллергической диагностики 

микобактериальных инфекций животных. 

Вместе с тем, учитывая наличие большого количества общеродовых 

антигенов, в различном соотношении у типичных и атипичных представителей 

микобактерий специфичность аллергической реакции снижается. Вместе с тем 

повышение специфичности аллергической реакции возможно путем 

совершенствования технологии изготовления, методик применения, а также 

использования комплексных аллергенов. Поэтому выявление аллергической 

реакции на туберкулин может характеризовать как инфицирование патогенными 

микобактериями, так и сенсибилизацию нетуберкулёзными микобактериями 

[228]. 

Исследованиями продемонстрировано широкое распространение атипичных 

микобактерий в различных климатических зонах на объектах окружающей среды, 

в том числе и в животноводческих помещениях, кормах, подстилке. При этом в 

различных условиях атипичные микобактерии на различных питательных 

субстратах размножаются и могут колонизировать организмы 

сельскохозяйственных животных [150].  

ВИЭВ многолетними исследованиями, бактериологическими методиками, 

патологического материала от крупного рогатого скота, реагирующего на 

туберкулин, продемонстрировано, что наиболее часто, в соответствии 

классификации Раньона, детектируются представители четвертой группы. 

Перекрестная сенсибилизация микобактериями животных явилась 

основанием для разработки вариантов дифференциальной диагностики, одним из 

которых является симультанная проба с гетерологичными аллергенами (ППД для 

млекопитающих и ППД для птиц). Указанный сравнительный тест стал широко 

использоваться во многих странах мира, в том числе и в России, на  начальном 

этапе. 

Поиски более эффективных вариантов симультанной пробы способствовало 

разработке комплексного аллергена, из атипичных микобактерий, который в 

сравнении с ППД для птиц продемонстрировал лучшие диагностические 
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показатели, особенно в хозяйствах с сенсибилизацией животных не 

туберкулёзными микобактериями [120, 132, 152]. 

Учитывая изменения экологических факторов атипичных микобактерий, в 

процессе борьбы с туберкулёзом, было продемонстрировано снижение 

диагностической эффективности КАМ, позволяющая дифференцировать 

аллергию от ноля до 80%. При этом использование КАМ позволяет проводить 

исследование в группе животных (не менее 6 реагирующих), что ограничивает 

проведение диагностики в частных фермерских хозяйствах и подворьях с 

численностью поголовья менее 6 голов. 

В свою очередь, как было показано исследованиями, за период 

использования КАМ, использование симультанной пробы позволило значительно 

сократить количество животных, реагирующих на туберкулин. Так при 

тестировании животных (в благополучных хозяйствах) положительно 

реагирующих на предшествующее введение ППД для млекопитающих 

последующая симультанная проба одновременно с ППД для млекопитающих и 

КАМ сопровождается проявлением реакции на комплексный аллерген и её 

отсутствие на туберкулин для млекопитающих.  

Дифференциальная диагностика и проведение дифференциации природы 

аллергической реакции в процессе установления туберкулёза животных 

финансово затратный процесс. В то же время прижизненная диагностика 

микобактериальных инфекций микобактериальными аллергенами позволяет 

только определить особей подозреваемых в инфицировании [301, 302, 304]. В 

свою очередь окончательный диагноз устанавливается на основании 

патологоанатомических исследований и лабораторных тестов [113]. 

Учитывая приведенные доводы, групповая симультанная проба может быть 

усовершенствована и выработаны критерии для осуществления индивидуальной 

симультанной пробы, что было продемонстрировано сотрудниками ВИЭВ. Так 

основным критерием для убоя, реагирующего животного должна являться более 

интенсивной на ППД для млекопитающих, или характеризующаяся равнозначной 

реакционностью как на ППД для млекопитающих, так и КАМ [147, 185]. 
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Известно, что комплексный аллерген из атипичных микобактерий, 

производимый промышленным способом, представляет собой антигенный 

коктейль микобактерий  M. scrofulaceum (вторая группа по Раньону) и M. 

intracellularae (третья группа по Раньону). В свою очередь туберкулин 

очищенный ППД для птиц содержит антигены только микобактерий M. avium 

(третья группа по Раньону).  

При этом учитывая результаты исследований по оценке процентного 

состава атипичных микобактерий изолируемые из организма крупного рогатого 

скота [127, 134, 151] видно, что приблизительно шестьдесят процентов из общего 

числа изолятов составляют атипичные микобактерии обносящиеся к четвертой 

группе по классификации Раньона. Антигены атипичных микобактерий 

относящиеся к четвертой группе не включены в состав КАМ, что в свою очередь 

значимо снижает диагностическую ценность. 

При этом инструкция по проведению и учету симультанной пробы была 

утверждена 28.11.1981 г. Главным управлением ветеринарии министерства 

сельского хозяйства и с учетом различных изменений в экологии микобактерий, 

ведении животноводства не менялась до настоящего времени более сорока лет, 

что предполагает внесение изменений. 

Приведенные доводы определяют актуальность исследований по 

совершенствованию комплексных аллергенов и методики применения с учетом 

современных проблем борьбы с туберкулёзом крупного рогатого скота. 

 

 

2.6. Проблемы диагностики паратуберкулеза, совершенствование аллергической 

диагностики паратуберкулеза крупного рогатого скота 

 

 

Паратуберкулез - это инфекционная болезнь, предпочтительно жвачных 

животных, характеризующаяся латентным хроническим течением, с поражением 

локализующиеся в лимфатических узлах кишечника, клинически проявляющаяся 

диареей, истощением, а также снижением продуктивности [222]. 
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В настоящее время известно, что период отсутствия симптоматики при 

паратуберкулёзе довольно длительный: от момента инфицирования до 15 лет. При 

этом латентные особи, как известно, являются причиной инфицирования 

здоровых особей. Таким образом, паратуберкулёз характеризуется особенностью: 

большое количество инфицированных животных в стаде, при наличии единичных 

клинических случаев проявления  заболевания [128, 169, 188]. 

Указанная патология впервые была описана в 1895 году авторами: A. Johne 

и L. Frothingham, как особая форма туберкулёза, характеризующаяся поражением 

кишечника, предполагаемой этиологической причиной, которой являются 

микобактерии бычьего или птичьего вида, со сниженной вирулентностью [128, 

188]. По имени первого научной автора публикации, заболевание получило 

название как болезнь Йоне [154]. Кроме того исторически заболевание также 

получило название - хронический псевдотуберкулезный энтерит [169, 232]. 

Успешная попытка изоляции возбудителя болезни из кишечника коровы 

была осуществлена T.W. Twort и Y.Z. Ingram, с последующей публикацией 

результатов исследований в 1912 году. Авторы предложили классифицировать 

возбудителя как Mycobacterium enteridis chronicae bovis. 

Позднее возбудитель получил название Mycobacterium paratuberculosis, а 

заболевание соответственно - паратуберкулез. 

В эпоху развития молекулярно-генетических методов исследования 

различных микроорганизмов изучение возбудителя паратуберкулёза 

продемонстрировало его генетическое родство с микобактериями птичьего вида 

на 99%. Поэтому, позднее микобактерии паратуберкулёза классифицировали как 

подвид микобактерий птичьего вида – Mycobacterium avium subspecies 

paratuberculosis (MAP) [45, 46]. 

При этом, не смотря на более чем сто летнюю историю открытия 

возбудителя болезни Йоне, многие вопросы остаются не изученными. 

Учитывая широкое распространение микобактерий паратуберкулёза в 

окружающей среде, в том числе экскретах животных, их идентификация 

ограничена методами бактериоскопии и молекулярно-гентическими методами 



58 
 

 
 

[285]. Кроме того, при данном заболевании не разработано высокоэффективных 

способов специфической профилактики, лечения, а также диагностики. Поэтому 

основным в борьбе с паратуберкулезом является комплексная диагностика [263, 

347]. 

При этом, существенным фактором сдерживающим развитие методов 

диагностики и терапии паратуберкулёза связаны с необходимостью 

моделирования инфекционного заболевания. Так до настоящего времени не 

удалось в полной мере воспроизвести паратуберкулёзное заболевание. 

Таким образом, существующие проблемы, связанные с диагностикой 

паратуберкулёза, можно разделить на три группы: пониженной специфичности и 

чувствительности существующих прижизненных диагностических тестов; 

отсутствием селективных питательных сред для культивирования 

паратуберкулёзных микобактерий; отсутствием лабораторной модели 

паратуберкулёзной инфекции. 

Принимая во внимание международный документ, версия 2019 года - 

Кодекс здоровья наземных животных МЭБ альтернативными методиками 

тестирования животных на паратуберкулёз могут быть внутрикожный тест с 

туберкулином и ИФА, но рекомендованных тестов не предложено.    

Анализ результатов исследований при развитии паратуберкулёза крупного 

рогатого скота, а также аналогичных патологических изменений в организме 

человека (заболевание классифицировано как болезнь Крона) явилось основанием 

противоречивых мнений относительно этиологической  причины сравниваемых 

патологий. Так некоторые исследователя связывают болезнь Крона с 

инфицированием микобактериями паратуберкулёза, в то время как другие 

отрицают подобную взаимосвязь [128, 222]. 

Согласно современных эпизоотологических данных, паратуберкулёз 

животных, характеризуется мировым распространением. Заболевание 

сопровождается значительными экономическими потерями, включающие: 

снижение молочной продуктивности, невозможности протекания нормальной 
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беременности и соответственно выносить плод, потерей мышечной массы и как 

следствие выбраковка.  

В сравнении с другими инфекционными заболеваниями жвачных животных, 

паратуберкулёз изучен недостаточно. 

Нормативным документом в РФ, регулирующим проведение комплекса 

исследований при паратуберкулёзе является: «Наставление по диагностике 

паратуберкулеза животных», утвержденного Департаментом ветеринарии МСХ 

РФ 05.04.2001 г. Так в неблагополучных по паратуберкулёзу хозяйствах, 

исследования осуществляют для выявления больных животных. В благополучных 

хозяйствах исследования проводят подозреваемых животных. Верификация 

включает анализ эпизоотических данных по паратуберкулезу, клинический 

осмотр, аллергические исследования, серологические исследования, комплекс 

исследований на секции [112]. 

Аллергическая диагностика паратуберкулёзной инфекции, в России, 

осуществляется с использованием ППД для птиц, с последующим учетом 

аллергической реакции спустя 72 часа, после внутрикожной инъекции. При этом, 

реагирующими признаются животные, у которых в месте инъекции развивается 

реакция 6 мм. и более. 

Ниже представлены критерии, согласно которых в неблагополучных по 

паратуберкулёзу хозяйствах животных считают больными: 

1. Имеющие выраженную клиническую симптоматику; 

2. Характеризующиеся положительным результатом серологических и 

бактериоскопических исследований, на фоне неявно выраженной клинической 

симптоматики; 

3. Характеризующиеся положительным результатом серологичесих и 

аллергических исследований, на фоне отсутствия клинических признаков 

заболевания. 

Ранее в ВИЭВ авторами А.Г. Малаховым, Г.И. Устиниовой, З.С. Газарх, на 

основании проведенных различных исследований была предложена методика 

экстракции и очистки биологически активных протеинов из биомассы 
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микобактерий.  Используя разработанную методику с целью совершенствования 

аллергической диагностики паратуберкулеза, были изготовлены и изучены четыре 

серии ионина, из бактериальной массы M. avium subspecies paratuberculosis [84]. 

Биологическую активность ионинов оценивали в неблагополучных по 

паратуберкулёзной инфекции хозяйствах, специализирующихся на содержании 

крупного рогатого скота, а также в лабораторных условиях, на морских свинках 

сенсибилизированных различными видами микобактерий. В качестве контроля 

использовали ППД туберкулин для птиц.  

На основании проведенных исследований сделано заключение, что ионины, 

изготовленные из M. paratuberculosis, по чувствительности и специфичности 

равноценны с ППД-туберкулином для птиц. Поэтому, дальнейшие исследования 

были направлены на изучение диагностической ценности ППД - туберкулинов 

для птиц, при аллергической диагностике паратуберкулёзной инфекции. 

При дальнейших исследованиях, по сравнительному изучению 

диагностической ценности ППД туберкулина для птиц и альттуберкулина для 

птиц, проведенных в ВИЭВ, было установлено преимущество использования 

ППД для птиц, так как использование этого аллергена давало возможность 

пользоваться безыгольными инъекторами для внутрикожного введения 

туберкулина в объеме 0,2 мл. Кроме того, как недостаток альттуберкулина 

следует указать, что этот аллерген представляет собой маслянистую жидкость, 

которая легко взбивается в пену, которая забивает сопло инъектора и делает 

практически невозможной внутрикожное введение аллергена в объеме 0,4 мл. 

При сравнительном изучении ППД для птиц и его французского аналога 

«Авитубер», в хозяйствах, где была установлена сенсибилизация крупного 

рогатого скота атипичными микобактериями, установлено, что при 

использовании аллергена ППД для птиц реагировало 9,6-14,3% животных, а на 

«Авитубер» реагировало на 7,7% больше реагирующих животных с 

парааллергическими реакциями на туберкулин. В результате проведенных 

исследований предложен подход аллергического исследования на паратуберкулёз 

крупного рогатого скота с использованием пониженной дозировки туберкулина 
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для птиц (равная 2500 МЕ). Кроме того, с учетом того, что неспецифические 

реакции, как правило выявляются увеличением кожной складки на 3-5 мм. (у 80-

90% животных) сделано предложение за положительную реакцию считать 

реагирующих животных характеризующиеся утолщением кожной складки в месте 

инъекции на 6 и более мм. 

С учетом изложенного, паратуберкулез остается наименее изученной 

инфекцией, чем другие хронические болезни животных.  

Вместе с тем, до настоящего времени нет единства относительно 

диагностической эффективности в практической ветеринарии двух 

диагностических препаратов: паартуберкулина и туберкулина для птиц. Так 

одной из основных диагностических проблем, возникающие при тестировании 

животных, характеризующиеся сенсибилизацией нетуберкулёзными 

микобактериями и соответственно реагирующие на инъекцию диагностической 

дозы туберкулина для птиц. Кроме того другой проблемой является отсутствие 

аллергической реакции у животных характеризующиеся латентно протекающей 

паратуберкулёзной инфекцией в неблагополучных по паратуберкулёзу стадах.  
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3. СОБСТВЕННЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

 

 

Работа выполнена в ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН (г. Москва), в соответствии с 

утвержденными планами научно-исследовательских работ, отдельные 

эксперименты проведены на ФКП «Курская биофабрика», в период 2010-2023 г. 

 

 

3.1. Материалы и методы 

 

 

3.1.1. Материалы 

 

 

 

Штаммы микроорганизмов: В работе использовали следующие 

лиофилизированные производственные и музейные штаммы микобактерий, 

полученные из коллекций ФГБНУ «Федеральный научный центр - всероссийский 

научно-исследовательский институт экспериментальной ветеринарии имени К.И. 

Скрябина и Я.Р. Коваленко Российской академии наук», а также Федерального 

государственного учреждения всероссийский государственный центр качества и 

стандартизации лекарственных средств для животных и кормов Всероссийского 

Государственного научно-контрольного института:  M. bovis, штаммы: AN-5, 8-88, 

БЦЖ; M. avium, штамм 22-82;  M. intracellularae, штамм, S- 13 C; M. scrofulaceum, 

штамм N 12; M. fortuiutum, штамм 18023; M. avium subspecies paratuberculosis 

штамм 19698 АТСС. 

Предварительно штаммы микобактерий были тестированы с 

использованием культуральных и биохимических методик, молекулярно-

генетических методик подтверждающие их видовую принадлежность. Штаммы 

микобактерий сохраняли и поддерживали на среде Павловского, с 

периодичностью пересевов один раз в 2-3 месяца. В исследованиях использовали 

микобактериальную массу, из которой приготавливали суспензии для 

сенсибилизации животных весовым методом. Термоинактивация 
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микобактериальной массы, для изучения сенсибилизирующих свойств, 

осуществляли при температуре 121°С, в течение часа. 

Растворы: натрия хлорида 0,9%, (pH 6,5 - 7,5); фенола в дистиллированной 

воде 0,3 %; ТХУ 50%; уксусной кислоты 10% (рН 4,0-5,0); сернокислого аммония 

насыщенный раствор; нашатырного спирта 10% (рН 7,2-7,4); 30% раствор 

гидроокиси натрия; концентрированная серная кислота. 

Питательные среды: Павловского, мясопептонный агар, мясопептонный 

бульон, мясопептонный печеночный бульон, Сабуро, Тиоглеколевая, ФАСТ-3Л. 

Микобактериальные аллергены:  

Первый Международный стандарт бычьего очищенного туберкулина PPD – 

bovine (представлен NIBSC,  Великобритания);  

Первый Международный стандарт птичьего очищенного туберкулина PPD -  

avium (представлен NIBSC,  Великобритания); 

Туберкулин очищенный ППД для млекопитающих (производитель:  

«Курская биофабрика); 

Туберкулин очищенный ППД для птиц (производитель: «Курская 

биофабрика); 

Аллерген очищенный комплексный из атипичных микобактерий 

(производитель: «Курская биофабрика);  

Аллерген очищенный комплексный из атипичных микобактерий, КАМ-2 

(производитель: ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН); 

Аллерген очищенный комплексный из атипичных микобактерий, КАМ-3 

(производитель: ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН); 

Комплексный аллерген «Параавиум» (производитель: ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ 

РАН); 

Perlsucht – Tuberculin (производитель: фирма Beringwerke Германия).  

Albumosefreies Rinder-Tuberculin (производитель: фирма Beringwerke, 

Германия). 

Intravac poly tuberculine bovine HCSM (производитель: фирма Рон-Мерье, 

Франция). 
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Животные. Исследования проведены на морских свинках, альбиносах 

массой 400 - 600 г. Морские свинки, для проведения исследований, были 

приобретены в специализированном питомнике лабораторных животных ФГБНУ 

НЦБМТ ФМБА России п. Крюково. Всего для проведения исследований было 

использовано более 1347 животных. Животные прошли карантин и не имели 

клинических признаков заболеваний. В период карантинирования морских свинок 

тестировали аллергическим способом, на микобактериальные инфекции. Морские 

свинок формировали в группы, в зависимости от исследования, с различным 

содержанием особей. Животных содержали в равнозначных условиях. 

Крупный рогатый скот, инфицированный микобактериями туберкулёза 

бычьего вида. Для осуществления различных исследований было использовано 

свыше 100 голов инфицированных животных (коровы). 

Приборы и оборудование: ламинарный бокс FASTER Bio 72; водяная баня 

STEGLER Model-ТБ-6А; автоклав ГК-100-3; аквадистиллятор медицинский 

электрический АЭ-10; микроскоп микромед 3 ЛЮМ; термостат электрический 

суховоздушный охлаждающий ТСО-200 СПУ: шкаф сушильный ШС-200 СПУ; 

инъектор безыгольный БИ-7; кутиметр ветеринарный электронный; центрифуга 

Т-24 автоматические дозаторы; шприцы 1,0; 5,0; 10,0 мл, иглы инъекционные, 

пинцеты, ножницы, зажимы, бикс; pH метр; холодильник бытовой 

(установленный температурный режим) от 4 °С до 8 °С) 

Расходные материалы: пакеты микробиологические с застежкой; 

пробирки микробиологические, наконечники для автоматических дозаторов; 

пипетки стеклянные, объемом 1, 2, 5, 10, 25, 50 мл., вата, марля, 

дезинфицирующие средства. 

 

 

 

 

 

 

 

 



65 
 

 
 

3.1.2. Методы исследования 

 

 

 

Оценка содержания белковых соединений 

Оценку содержания микобактериальных белковых соединений, 

осуществляли по методике Кьельдаля. Для более точной оценки содержания 

белковых соединений, в образцах микобактериальных аллергенов, проводили 

исследования каждого образца, в трех повторностях. Для этого смешивали 3 мл. 

раствора микобактериального аллергена и 3 мл. 20% раствора трихлоруксусной 

кислоты. Реакционную смесь выдерживали в границах температурного режима 4-

6° С, в течение 320 минут (в указанный период происходила денатурация 

белковых производных). Осажденный белок промывали 5% раствором 

трихлоруксусной кислоты, трижды, на обеззоленном фильтре. После этого фильтр 

с белком помещали в Кьельдалевскую колбу, содержащей 5 мл. 

концентрированной серной кислоты и нагревали до температуры от 300 до 400 

°С. Через каждый временной интервал равный 60 минутам, в смесь вносили 

перекись водорода, в объеме по 0,5 мл. Нагревание осуществляли до полного 

обесцвечивания раствора. После этого проводили отгонку в колбе для отгона, с 

отмыванием остатков дистиллированной водой. Полноту отмывки 

контролировали метиловым оранжевым. 

В коническую колбу вносили 15 мл. раствора серной кислоты и 15 капель 

индикатора Таширо. Используя 30% раствор гидроокиси натрия, реакционную 

смесь в колбе нейтрализовали, с последующим отгонкой, окончание которой 

оценивали по индикаторной бумаге. Содержимое приемной колбы титровали 

раствором натрия гидроокиси, с индикатором Таширо. Кроме того аналогично 

проводили определение содержания азота в обеззоленном фильтре. Расчет 

содержания белка производили в соответствии формулы:  

С= (((Vг.н.ф- Vг.н.и) х ПК)/Vп) х 8,75 
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Где:  

Vг.н.ф- количество гидроокиси натрия, израсходованное на обеззоленный 

фильтр; 

Vг.н.и- количество гидроокиси натрия, израсходованное на титрование 

испытуемого образца; 

ПК - поправочный коэффициент к титру раствора гидрооксида натрия; 

Vп- количество исследуемой пробы [34]. 

Определение концентрации водородных ионов 

Исследование рН проводили потенциометрическим методом, с помощью рН 

- метра [34]. 

Определение активности микобактериальных аллергенов 

Активность микобактериальных аллергенов оценивали на морских свинках, 

сенсибилизированных соответствующими видами микобактерий. Тестирование 

параметра активность осуществлялось через 30-35 суток после введения 

микобактериальной суспензии (период развития состояния ГЗТ).  

Разведения микобактериальных аллергенов инъецировали в объеме 0,1 см3. 

Оценку биологической активности рассчитывали в сравнении с эталонным 

образцом микобактериального аллергена. Активность выражали либо в 

Международных единицах (туберкулин для млекопитающих и туберкулин для 

птиц), либо Единицах активности (аллергены из атипичных микобактерий), на 

гомологично сенсибилизированных морских свинках. При получении расчетного 

значения коэффициента относительной активности активность выражали 

умножением на значение активности контрольного препарата. В отношении ППД 

для млекопитающих значение активности равнялось 10000 МЕ/мл., в отношении 

ППД для птиц аналогичное значение составляло 25000 МЕ/мл., в отношении 

КАМ значение активности равнялось 6750 ЕД/мл. Активность 

микобактериальных препаратов должна соответствовать 66-150% от номинальной 

активности [100, 101, 105]. 
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Оценка специфичности микобактериальных аллергенов 

Проводили на гетерологично иммунизированных морских свинках. 

Специфичность микобактериальных аллергенов выражали в процентах. Для этого 

рассчитывали относительную активность в отношении гетерологичного 

туберкулина с учетом кратности между дозами препаратов и выражали в 

процентах. Значение менее 10% является критерием пригодности аллергена [274, 

275]. 

Определение реактогенности микобактериальных аллергенов 

 Для исследования использовали по три морские свинки, не использованные 

ранее в экспериментах, массой более 400 гр. У животных депилировали шерсть с 

боковых поверхностей, обрабатывали кожу антисептиком и инъецировали по 500 

МЕ (ЕД) разведения микобактериального аллергена, с последующим учетом через 

24 часа. Интенсивность реакции менее пяти мм. свидетельствует о пригодности 

аллергена [274, 275]. 

Оценка лейкоцитарной формулы 

Оценку лейкоцитарной формулы осуществляли после отбора крови и 

приготовления мазков, которые высушивали на воздухе, фиксировали в этиловом 

спирте в течение 30 минут и окрашивали раствором азур-эозина, в течение 15 

минут. После этого мазки крови промывали в водопроводной воде и сушили на 

воздухе. Подсчет форменных элементов крови проводили под масляной эмерсией, 

при увеличении х1000 [44]. 

Оценка фагоцитарной активности клеток крови 

Оценку фагоцитоза нейтрофилов крови морских свинок осуществляли 

параллельно при определении лейкоцитарной формулы. Для этого пробу крови в 

количестве 100 мкл. вносили в смесь, содержащую антикоагулянт (гепарин) и 

латексные частицы на питательной среде ИГЛА. Смесь перемешивали 

встряхиванием. Далее осуществляли культивирование в термостате, при 37°С., в 

течение 60 минут, с периодическим перемешиванием через каждые 10 минут. По 

окончании периода культивирования образцы охлаждали до 5°С, в течение 5 

минут. После этого в образцы вносили по 800 мкл. среды ИГЛА. Перемешивали 



68 
 

 
 

встряхиванием и центрифугировали при 1500 об/10 мин. Удаляли надосадок в 

количестве 800 мкл., а осадок ресуспендировали и приготавливали мазки, 

аналогично как и при приготовлении мазков крови. При проведении микроскопии 

под масляной эмерсией, учитывали нейтрофилы и подсчитывали количество 

поглощенных ими латексных частиц. В каждом мазке подсчитывали по 100 

нейтрофилов. Рассчитывали процент фагоцитоза и фагоцитарное число [266]. 

Сравнительные исследования микобактериальных аллергенов на 

крупном рогатом скоте 

При осуществлении исследований на крупном рогатом скоте, 

микобактериальные аллергены вводили в объёме 0,2 см3 в область средней части 

шеи, в предварительно выстриженные от шерсти участки кожи. Введение 

нескольких разведений микобактериальных аллергенов осуществлялось на 

расстоянии не менее 20 см. Введение препаратов осуществлялось безыгольным 

инъектором, учет реакции осуществлялся через 72 часа, после введений 

разведений микобактериальных аллергенов, при помощи кутиметра. Животных 

содержали на стандартном рационе кормления в стандартных условиях. 

Используемые животные не имели внешних признаков прогрессирования 

заболевания. 

Статистическая обработка результатов исследования 

Статистический анализ полученных экспериментальных результатов 

оценивали при использовании общепринятых методов. Оценку достоверности 

различия между сравниваемыми значениями проводили в соответствии критерия 

Стюдента [70]. 

При проведении сравнительной оценки микобактериальных аллергенов на 

сенсибилизированных морских свинок также с использованием критерия z, при 

использовании одной дозы тестируемого и одной дозы контрольного препаратов 

[7]. При использовании несколько доз тестируемого препарата и несколько доз  

контрольного оценивали относительную активность [88, 357]. 
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4. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

 

 

 

4.1. Совершенствование условий оценки иммунобиологических параметров 

микобактериальных аллергенов 

 

 

4.1.1. Изучение сенсибилизирующих свойств микобактерий M. bovis 

 

 

 

При оценке показателя биологическая активность ППД для 

млекопитающих, и специфичность туберкулина ППД для птиц используются 

морские свинки, сенсибилизированные микобактериями туберкулёза бычьего 

вида - M. bovis. В различных литературных источниках, в том числе и 

нормативной документации, указано, что в качестве выбора сенсибилизирующего 

агента могут быть использованы (без указания предпочтительности) вирулентные, 

авирулентные или инактивированные микобактерии [28, 31, 32]. 

Вместе с тем предполагается, что указанные варианты сенсибилизации не 

являются равнозначными, в связи, с чем было проведено сравнительное 

исследование вариантов сенсибилизации. 

В исследованиях были использованы варианты сенсибилизации морских 

свинок вирулентными, авирулентными и инактивированными микобактериями 

бычьего вида. В связи с тем, что патогенные микобактерии вызывают 

туберкулёзный процесс, вариант, предполагающий использование вирулентных 

микобактерий, являлся контрольным. Оценка вариантов сенсибилизации 

осуществлялась по интенсивности и проценту реагирующих животных, на 

различные дозировки ППД туберкулина для млекопитающих и по интенсивности 

и проценту реагирующих животных на различные дозы ППД для птиц.  

Использование в опыте ППД для млекопитающих позволило 

характеризовать интенсивность развития сенсибилизации, а ППД для птиц - 
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специфичность сенсибилизации. Результаты исследования представлены в 

таблице 1. 

Таблица 1- Чувствительность и специфичность вариантов сенсибилизации 

морских свинок живыми и инактивированными микобактериями M. bovis 

Животные, сенсибилизированные M. bovis штамм №8  

(вирулентные) (n=6), контрольная группа 

Показатели 
ППД туберкулин 

 для млекопитающих 

ППД туберкулин  

для птиц 

Доза туберкулина 25 МЕ 5 МЕ 125 МЕ 25 МЕ 

M±m 14,75±1,50 11,25±1,27 4,96±2,50 0 

Процент 

реагирующих 

животных 

100 100 50 0 

Животные, сенсибилизированные M. bovis штамм БЦЖ   

(авирулентные) (n=6) 

Доза туберкулина 25 МЕ 5 МЕ 125 МЕ 25 МЕ 

M±m 16,58±0,74 13,41±1,19 10,50±0,76 0 

Процент 

реагирующих 

животных 

100 100 100 0 

Животные, сенсибилизированные M. bovis штамм №8   

(инактивированные) (n=6) 

Доза туберкулина 25 МЕ 5 МЕ 125 МЕ 25 МЕ 

M±m 20,67±1,29* 16,17±0,54* 14,08±0,71 11,25±1,02 

Процент 

реагирующих 

животных 

100 100 100 100 

Примечание: *разница достоверна при р <0,05 

Из полученных результатов выявлено, что в группе морских свинок, 

сенсибилизированных инактивированными микобактериями интенсивность 

аллергической реакции на туберкулин для млекопитающих, в дозах 25 и 5 МЕ 

достоверно выше - 20,67±1,29 и 16,17±0,54, в сравнении с контрольной группой 

14,75±1,50 и 11,25±1,27, соответственно.  Интенсивность аллергической реакции в 

группе морских свинок, сенсибилизированных микобактериями, с пониженной 

вирулентностью на дозы: 25 и 5 МЕ соответствовала 16,58±0,74 и 13,41±1,19 и 

достоверно не отличается от значений интенсивности аллергической реакции 

контрольной группы морских свинок 14,75±1,50 и 11,25±1,27 соответственно. 
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При этом процент реагирующих животных на не одинаковые дозы туберкулина 

для млекопитающих во всех группах морских свинок соответствовал 100. 

Сопоставление значений аллергической реакции в гомологичной системе, 

на дозы туберкулина очищенного ППД для млекопитающих, убедительно 

показала предпочтительность применения сенсибилизации морских свинок 

инактивированными микобактериями (интенсивность реакции выше), то есть 

выше чувствительность. 

Оценка специфичности вариантов сенсибилизации осуществлялось по 

интенсивности аллергической реакции, на дозы туберкулина для птиц, равные: 

125 и 25 МЕ.  

Так, в группе морских свинок, сенсибилизированные вирулентными 

микобактериями, процент реагирующих животных на дозу 125 МЕ ППД 

туберкулина для птиц соответствовал 50, а при использовании дозы 25 МЕ-0.  

В группе животных, сенсибилизированных инактивированными 

микобактериями, процент реагирования на дозировки: 125 и 25 МЕ ППД 

туберкулина для птиц соответствовал - 100. В группе морских свинок, 

сенсибилизированных микобактериями с пониженной вирулентностью, процент 

реагирующих животных на дозу 125 МЕ соответствовал 100, а на дозу 25 МЕ - 0. 

Исходя из полученных результатов, очевидно, что вариант сенсибилизации 

морских свинок предполагающий использование авирулентных микобактерий, по 

специфичности является, наиболее близким контрольному варианту, в то время 

как вариант предполагающий использование инактивированных микобактерий 

является низко специфичным. 

Учитывая полученные результаты исследований и предпочтительность 

использования для сенсибилизации морских свинок авирулентные микобактерии 

следующим этапом было определение оптимальной дозы авирулентных 

микобактерий для оценки иммунобиологических критериев туберкулиновых 

аллергенов, обеспечивающее оптимальное соотношение чувствительности и 

специфичности варианта сенсибилизации морских свинок. 
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При реализации исследования было сформировано 4 группы морских 

свинок, которых сенсибилизировали разными дозами M. bovis штамм БЦЖ: 0,4 мг 

внутрикожно, 0,2 мг внутрикожно, 0,2 мг подкожно, 0,1 мг внутрикожно. 

Использование внутрикожного способа введения микобактерий обусловлено 

минимальной частотой случаев побочных эффектов (системной инфекции, 

абсцессов и др.) [72]. 

Через месяц, после введения микобактерий морским свинкам, была оценена 

иммуногенность и чувствительность вариантов сенсибилизации. 

В исследовании были использованы дозы ППД туберкулина для 

млекопитающих в диапазоне от 1 МЕ до 125 МЕ. Вариантом сравнения 

сенсибилизации была использована группа морских свинок, которым вводили 

микобактерии в дозе 0,2 мг внутрикожно, использование которого 

регламентировано ГОСТ 16739 [31].  Результаты исследования представлены в 

таблице 2. 

Таблица 2 –Чувствительность вариантов сенсибилизации морских свинок 

разными дозами M. bovis штамм БЦЖ 

Показатели 

Вариант и доза сенсибилизации морских свинок 

0,1 мг, в/к 0,2 мг, п/к 0,2 мг, в/к 0,4 мг, в/к 

4 группа (n=10) 3 группа (n=10) 2 группа (n=10) 1 группа (n=10) 

M±m ПРЖ M±m ПРЖ M±m ПРЖ M±m ПРЖ 

Д
о
за

 

ту
б

ер
к
у
л
и

н
а,

 

М
Е

 

125 16,5*±0,96 100 16,6*±0,80 100 17,9±1,58 100 18,75*±1,92  100 

25 14,2*±0,90 100 13,5*±1,05 100 15,3±1,16 100 15,63±0,83  100 

5 11,5*±1,04 100 12,1*±0,83 100 13,1±1,50 100 11,75*±0,6  100 

1  0  0 7,25 40 10±2,34 100 8,5  20 

Примечание: *Разница достоверна при р <0,05 

Сокращения: в/к – внутрикожно; п/к – подкожно, ПРЖ- процент реагирующих 

животных. 

Сопоставление средних значений, полученных при использовании 

различных доз ППД туберкулина в первой, третьей и четвертой группах со 

значениями второй группы продемонстрировало различие. Так при 

использовании дозы 125 МЕ, в первой группе, интенсивность аллергической 

реакции была выше, а в третьей и четвёртой группах интенсивность 

аллергической реакции была достоверно ниже, в сравнении со второй группой. 
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При использовании дозы 25 МЕ, интенсивность реакции в первой группе не 

отличалась от контроля, вместе с тем в группах 3 и 4 интенсивность реакции была 

достоверно ниже, чем в контроле. При использовании дозы 5 МЕ интенсивность в 

1,3,4 группах была ниже, в сравнении с контролем. При использовании дозы 1 МЕ 

интенсивность в 1,3,4 группах по сравнению со второй не оценивалась, в связи с 

различной реакционностью животных, выраженная в процентах. Оценка процента 

реагирующих животных продемонстрировала, что использование дозировок ППД 

для млекопитающих в диапазоне от 5 МЕ до 125 МЕ, во всех группах, 

обусловливало значение, соответствующее 100, в то время как при использовании 

дозы 1 МЕ процент реагирующих животных был максимальным во второй 

группе, при отсутствии аллергической реакции в четвёртой группе, и 

характеризовался минимальными значениями в третьей и первой группах. 

Таким образом, из представленных результатов исследований, следует, что 

оптимальным сочетанием иммуногенности и чувствительности характеризуется 

вариант сенсибилизации морских свинок, предполагающий внутрикожное 

введение M. bovis штамм БЦЖ, в дозе 0,2 мг.  

 

 

4.1.2. Изучение сенсибилизирующих свойств микобактерий M. avium 

 

 

 

Для оценки биологической активности ППД для птиц, а также 

специфичности ППД для млекопитающих Международной и Российской 

нормативной документацией предусмотрено использование 

сенсибилизированных микобактериями птичьего вида морских свинок [274, 275]. 

При этом вариантами сенсибилизации могут быть как живые, так и 

инактивированные микобактерии [19, 28, 31]. В свою очередь нормативной 

документацией не регламентирована предпочтительность использования того или 

иного варианта сенсибилизации. Вместе с тем, с учетом проведенных ранее 

исследований с использованием микобактерий бычьего вида целесообразно 

предположить не равнозначность указанных вариантов сенсибилизации.  
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Поэтому, следующим этапом наших исследований было изучение 

иммунобиологических параметров вариантов сенсибилизации M. avium морских 

свинок. 

В связи с тем, что живые, патогенные микобактерии M. avium вызывают 

туберкулёзный процесс у птиц разных видов, вариант, предполагающий 

использование живых вирулентных микобактерий, являлся контрольным. В свою 

очередь у морских свинок микобактерии птичьего вида патологических 

процессов, аналогичных птице не вызывают [221]. 

Оценку вариантов сенсибилизации проводили по интенсивности кожной 

реакции ГЗТ и проценту морских свинок характеризующиеся реакционностью на 

не одинаковые дозировки аллергена для млекопитающих и аллергена для птиц. 

При осуществлении исследования специфичность сенсибилизации 

характеризовали по реакционности на туберкулин для млекопитающих, а 

чувствительность по реакционности на туберкулин для птиц. Результаты 

исследования представлены в таблице 3. 

Представленная таблица демонстрирует, что в группе животных 

иммунизированных микобактериями M. avium, аллергическая реакция 

регистрируется на дозировки ППД туберкулина для птиц в 100% случаев 

интенсивностью на 25 МЕ - 14,75±1,50 и 5 МЕ-11,25±1,27. На ППД для 

млекопитающих на дозу 125 МЕ реагирующие животные составил 50%, а 

интенсивность реакции - 4,96±2,50. При использовании дозы 25 МЕ - реакция не 

выявлена.  

В группе морских свинок, сенсибилизированных микобактериями 

(инактивированные температурой) на дозы ППД для птиц 25 МЕ интенсивность 

реакции составила 16,58±0,74, а на дозу 5 МЕ-13,41±1,19 при 100% проявлении 

реакции. На дозу ППД для млекопитающих 125 МЕ интенсивность реакции была 

значительно выше, чем в группе морских свинок сенсибилизированных живыми 

микобактериями 10,50±0,76 и 100% чувствительностью, в то время как при 

использовании дозировки 25 МЕ кожная реакция ГЗТ не выявлялась. 
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Таблица 3 – Чувствительность и специфичность вариантов сенсибилизации 

животных живыми и инактивированными M. avium 

Группа морских свинок сенсибилизированные M. avium штамм №22-82 

(вирулентные) (n=6) 

Показатели ППД для млекопитающих ППД для птиц 

Доза аллергена 125 МЕ 25 МЕ 25 МЕ 5 МЕ 

M±m 4,96±2,50 0 14,75±1,50 11,25±1,27 

Процент 

реагирующих 

животных 

50 0 100 100 

Группа морских свинок сенсибилизированные M. avium штамм №2282 

(инактивированные) (n=6) 

Доза аллергена  125 МЕ 25 МЕ 25 МЕ 5 МЕ 

M±m 10,50±0,76 0 16,58±0,74 13,41±1,19 

Процент 

реагирующих 

животных 

100 0 100 100 

Примечание: *разница достоверна при р <0,05. 

Таким образом, вариант сенсибилизации морских свинок, предполагающий 

использование инактивированных микобактерий, является более чувствительным, 

но менее специфичным в сравнении с вариантом, предполагающим применение 

живых вирулентных микобактерий, что определяет предпочтительность 

использования живых микобактерий при оценке биологических характеристик 

туберкулиновых аллергенов. 

Учитывая полученные данные, следующим этапом исследования было 

определение дозы живых микобактерий, обеспечивающих оптимальное 

соотношение иммуногенности и чувствительности, для определения 

биологических параметров туберкулиновых аллергенов. 

При реализации этого этапа исследования были сформированы четыре 

группы морских свинок, сенсибилизированных разными дозами живых M. avium, 

штамм 22-82: 0,1 мг внутрикожно, 0,2 мг внутрикожно, 0,2 мг подкожно, 0,4 мг 

внутрикожно и 5 мг подкожно. В исследовании были использованы дозы ППД 

туберкулина для птиц: от 1 МЕ до 625 МЕ. 
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Через месяц, после введения микобактерий, оценивали чувствительность и 

специфичность вариантов сенсибилизации морских свинок живыми M. avium. 

Результаты исследования представлены в таблице 4. 

Таблица 4 – Чувствительность вариантов сенсибилизации морских свинок 

разными дозами живых M. avium 

Показатели 

Вариант и доза сенсибилизации морских свинок 

0,1 мг в/к 0,2 мг в/к 0,4 мг в/к 5 мг п/к 

1 группа (n=10) 2 группа (n=10) 3 группа (n=10) 4 группа (n=10) 

M±m ПРЖ M±m ПРЖ M±m ПРЖ M±m ПРЖ 

Д
о

за
 

ту
б

ер
к
у

л
и

н
а,

 М
Е

 

625 
15,5± 

0,66* 
100 

17,0± 

0,65* 

100 22,0± 

0,60* 

100 19,25± 

0,70 

100 

125 
14,5± 

1,33* 
100 

15,0± 

1,20* 

100 18,5± 

1,40 

100 18,5± 

0,80 

100 

25 8,5 80 
10,5± 

0,89* 

100 17,0± 

0,80 

100 16,0± 

1,22 

100 

5 6,5 40 
10,0± 

0,5* 

100 15,5± 

0,90 

100 14,5± 

0,80 

100 

1 0 0 
8,0± 

0,4* 

100 9,0± 

0,77 

100 10,5± 

0,90 

100 

Примечание: *Разница достоверна при р <0,05.  

Сокращения: в/к – внутрикожно; п/к – подкожно, ПРЖ- процент реагирующих 

животных. 

Данные таблицы показывают, что в первой группе морских свинок, 

иммунизированных микобактериями – M. avium при использовании дозировки 0,1 

мг/см3, интенсивность аллергической реакции на дозы ППД для птиц 625 и 125 

МЕ, в сравнении со значениями других групп, была достоверно ниже. При этом 

интенсивность реакции на дозы ППД для птиц 25 и 5 МЕ, а также процент 

реагирующих животных, в сравнении со 2, 3, 4, и 5 группами были значительно 

ниже. Результаты исследования, полученные в первой группе морских свинок, 

свидетельствуют о сниженной чувствительности и нецелесообразности 

использования этого варианта для оценки иммунологических и биологических 

характеристик  туберкулиновых аллергенов.  

Вариант сенсибилизации морских свинок второй группы характеризуется 

повышенной чувствительностью в сравнении с первой группой, но меньшей 

чувствительностью, чем 3 и 4 группы.  



77 
 

 
 

Анализ значений кожной реакции ГЗТ в третьей группе характеризуются 

равнозначностью с таковым и в 4 группе. Так интенсивность туберкулиновой 

реакции на различные дозировки аллергена, а также процент реагирующих 

животных достоверно не отличаются в 3 и 4 группах морских свинок. 

Таким образом, установлено, что для оценки активности ППД для птиц и 

специфичности ППД для млекопитающих оптимальным вариантом 

сенсибилизации является подкожное введение микобактерий птичьего вида в дозе 

5 мг.  

 

 

 

4.1.3. Изучение сенсибилизирующих свойств атипичных микобактерий 

 

 

 

Для определения активности и типовой специфичности комплексного 

очищенного аллергена из атипичных микобактерий (КАМ) применяются 

иммунизированные нетуберкулёзными микобактериями морские свинки [7].  

При этом, с учетом пониженной сенсибилизирующей способности 

нетуберкулёзных микобактерий, необходим подбор варианта сенсибилизации 

приемлемый для лабораторной оценки биологических характеристик 

микобактериальных аллергенов из нетуберкулёзных микобактерий. 

При осуществлении экспериментальных исследований были использованы 

дозировки от 1 до 10 мг., инъецируемые подкожно, внутрикожно по схеме 

однократно и двукратно. 

При оценке сенсибилизирующих свойств атипичных микобактерий в 

соответствии требований классической методики [113] были использованы дозы 

КАМ -10 ЕД, а ППД для млекопитающих - 5 МЕ. 

Результаты изучения сенсибилизирующих свойств M. intracellularae, M. 

scrofulaceum и M. fortuiutm, при использовании различных дозировок, и путей 

введения в организм морских свинок, представлены в таблице 5. 
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Таблица 5 – Чувствительность и специфичность вариантов сенсибилизации 

морских свинок живыми M. intracellularae, M. scrofulaceum и M. fortuitum 

Доза 

микобактерий  

Показател

и  

Сенсибилизация морских свинок микобактериями 

M. intracellularae  M. scrofulaceum M. fortuitum 

Аллерген  

КАМ 

10ЕД 

ППД  

5 МЕ 

КАМ 10 

ЕД 

ППД 

 5 МЕ 

КАМ  

10 ЕД 

ППД  

5 МЕ 

10 мг* п/к 
х 17,5 9,5 19,5 7,5 10,33 0 

ПРЖ 100 33 100 100 100 0 

10 мг п/к 
х 13,5 9,5 14,33 12 11,67 0 

ПРЖ 100 67 100 33 100 0 

5 мг* п/к 
х 17 9,75 15,83 0 10,83 0 

ПРЖ 100 67 100 0 100 0 

5 мг п/к 
х 13,33 0 14,67 9 10,5 0 

ПРЖ 100 0 100 33 100 0 

2,5 мг п/к 
х 11,17 0 13 0 0 0 

ПРЖ 100 0 0,67 0 0 0 

1мг п/к 
х 11,25 0 10 0 0 0 

ПРЖ 67 0 67 0 0 0 

1мг в/к 
х 16,17 8,0 17 8 10,5 0 

ПРЖ 100 67 100 33 100 0 

Примечание: * введение микобактерий с интервалом 14 суток. 

Сокращения: в/к – внутрикожно; п/к – подкожно, ПРЖ- процент реагирующих 

животных. 

Результаты, полученные при внутрикожном способе введения 

микобактерий M. intracellularae свидетельствуют о развитии кожной реакции ГЗТ 

на 10 ЕД КАМ с интенсивностью 16,17 мм. и проценту реагирующих животных 

равном 100. В тоже время интенсивность реакции на ППД для млекопитающих 

составляет 8 мм., процент реагирующих животных - 67. В группе морских свинок, 

сенсибилизированных M. scrofulaceum интенсивность реакции на КАМ 

соответствовала 17 мм., а процент реагирующих животных составил 100. В то 

время как интенсивность реакции на ППД для млекопитающих соответствовала 

8,0 мм., процент реагирующих животных - 33. В группе морских свинок, 

сенсибилизированных M. fortuitum реакция регистрировалась только на КАМ в 

100% случаев, с интенсивностью 10,5 мм. 

В группах морских свинок, которым инъецировали микобактерии M. 

intracellularae и M. scrofulaceum, использование дозировки 1 мг подкожно 

характеризовалось развитием кожной реакции ГЗТ на КАМ в 67 % и 
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интенсивности реакции на ППД для млекопитающих (интенсивность 11,25 и 10,0 

мм. соответственно) при отсутствии реакции в группе морских свинок, 

сенсибилизированных M. fortuitum, что свидетельствует о недостаточном уровне 

сенсибилизации и предполагает увеличение дозировки. При этом применение 

дозы 2,5 мг., при сенсибилизации животных M. intracellularae сопровождается 

проявлением кожной реакции на аллерген - КАМ с интенсивностью 11,17 мм., в 

100% случаев, в свою очередь в группе животных, сенсибилизированных M. 

scrofulaceum выявлена реакция на КАМ в 67% и интенсивностью 13,0 мм. При 

этом кожная реакция ГЗТ на аллергены в группе морских свинок, 

сенсибилизированных M. fortuitum отсутствовали, что обуславливает 

необходимость увеличения дозировки микобактерий. 

Использование для сенсибилизации морских свинок - дозы 5 мг. 

сопровождалось развитием более интенсивной кожной реакции ГЗТ на КАМ в 

группах морских свинок сенсибилизированные M. intracellularae, M. scrofulaceum, 

и проявлением реакции M. fortuitum, у всех животных, в сравнении с дозами 1 и 

2,5 мг. Так в группе морских свинок, сенсибилизированных M. intracellularae 

кожная реакция регистрировалась в 100% случаев только на КАМ с 

интенсивностью 13,33 мм. Реакция на ППД для млекопитающих не 

регистрировалась. В группе морских свинок, сенсибилизированных M. 

scrofulaceum реакция регистрировалась в 100% на КАМ с интенсивностью 14,67 

мм. При этом в данной группе выявлялась реакция на ППД для млекопитающих с 

интенсивностью 9,0 мм. в 33% случаев. 

Так в группе морских свинок, которым инъецировали M. intracellularae 

интенсивность реакции на КАМ составила 17 мм. в 100% случаев, а 

интенсивность реакции на ППД для млекопитающих составила 9,75 в 67% 

случаев. В группе морских свинок, сенсибилизированных M. scrofulaceum 

интенсивность реакции на КАМ соответствовала 15,83 мм. в 100% случаев.  

Реакция на ППД для млекопитающих не выявлена. Животным, которым 

вводили микобактерии M. fortuitum реакция на КАМ выявлена в 100% с 

интенсивностью 10,83 мм. 
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Применение двукратного введения микобактерий в дозе 5 мг., в сравнении с 

однократной инъекцией, сопровождалось более интенсивной реакцией на 

аллерген из атипичных микобактерий. При этом в группе морских свинок 

двукратно сенсибилизированных M. intracellularae в дозе 5 мг. регистрировалась 

кожная туберкулиновая реакция на ППД для млекопитающих в 67% случаях 

(отсутствие реакции при однократной инъекции микобактерий M. intracellularae в 

дозе 5 мг.). 

Использование дозировки микобактерий 10 мг, у животных 

сенсибилизированных M. intracellularae, характеризовалось развитием реакции 

повышенной чувствительности на КАМ, с интенсивностью 13,5 мм. в 100% 

случаев, а на ППД для млекопитающих в 67%, с интенсивностью 9,5 мм. У 

животных, которым инъецировали M. scrofulaceum регистрировались кожная 

реакция ГЗТ на КАМ с интенсивностью 14,33 мм. в 100% случаев, в то время как 

на 5 МЕ ППД для млекопитающих реакция интенсивностью 12,0 мм. и 33% 

реагирующих животных. 

У животных сенсибилизированных M. fortuitum в дозе 10 мг. выявлена 

реакция только на КАМ, с интенсивностью 11,67 мм. в 100%. Использование 

двукратного введения микобактерий M. intracellularae дозе 10 мг сопровождалась 

проявлением реакции на комплексный аллерген у всех экспериментальных 

животных, в свою очередь при применении туберкулина для млекопитающих 

характеризовалось реакционностью у 33% особей.  

Также у морских свинок, иммунизированных микобактериями M. 

scrofulaceum кожная аллергическая реакция проявлялась, как в отношении КАМ, 

так и в отношении ППД для млекопитающих у всех животных. 

При этом интенсивность кожной туберкулиновой реакции ГЗТ при 

применении двукратной дозы микобактерий 10 мг., в сравнении с использованием 

однократного введения 10 мг. была больше. 

В группе животных, двукратно сенсибилизированных M. intracellularae, в 

дозе 10 мг. регистрировалась аллергическая реакционность на комплексный 

туберкулин из атипичных микобактерий у всех животных с интенсивностью 17,5 
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мм., в то время как в отношении туберкулина ППД для млекопитающих в 67% и 

интенсивностью 9,5 мм. В группе животных сенсибилизированных 

микобактериями M. scrofulaceum двукратно; 100% особей характеризовались 

реакционностью с интенсивностью 19,5 мм.  

Интенсивность реакции на ППД для млекопитающих составила 7,5 мм. при 

100% реагировании. В группе морских свинок, сенсибилизированных двукратно 

M. fortuitum интенсивность реакции на КАМ составила 10,33 мм. при 100% 

реагировании. Аллергическая реакционность на дозу ППД для млекопитающих 

отсутствовала. 

Сопоставление значений аллергической реакции на 10 ЕД КАМ, в группах 

животных двукратно сенсибилизированных нетуберкулёзными микобактериями в 

дозе 5 и 10 мг. соответственно, свидетельствовало о большей чувствительности и 

увеличенном проценте реагирующих животных, в сравнении с животными 

которым однократно вводили микобактерии. Выявленная зависимость 

предполагает возможность использования схемы двукратного введения 

микобактерий.  

Результаты, полученные в предварительном исследовании, предполагают 

проведение дополнительных испытаний на большем количестве животных. При 

осуществлении исследования был использован вариант сенсибилизации морских 

свинок подкожно, микобактериями в дозе 5 мг. 

Экспериментальные данные, полученные при оценке сенсибилизирующих 

свойств различных групп не туберкулезных микобактерий, в дозе 5 мг. 

представлены в таблице 6. 
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Таблица 6 –Чувствительность и специфичность вариантов сенсибилизации 

морских свинок атипичными микобактериями в дозе 5 мг. 

Параметры 

Сенсибилизация микобактериями 

M. intracellularae  

(1 группам/св, n=10) 

M. scrofulaceum  

(2 группам/св, n=10) 

КАМ 10 ЕД ППД 5 МЕ КАМ 10 ЕД ППД 5 МЕ 

M±m, 11,9±0,41 0 16,1±0,72 9,15±1,06 

Процент 

реагирующих 

животных 

100 0 100 90 

Параметры  

Сенсибилизация микобактериями 

M. fortuitum 

(3 группа м/св, n=10) 

M. bovis 

(4 группа м/св, n=10) 

КАМ 10 ЕД ППД 5 МЕ КАМ 10 ЕД ППД 5 МЕ 

M±m, 8±0,4 0 12,4±0,4 14,45±0,51 

Процент 

реагирующих 

животных 

100 0 100 100 

Из представленных данных видно, что в первой группе морских свинок, 

сенсибилизированных M. intracellularae, через 24 после введения аллергенов 

выявляется состояние ГЗТ на 10 ЕД КАМ- 11,9±0,41 мм. у всех животных, при 

отсутствии реакции на 5 МЕ ППД для млекопитающих. 

Во второй группе животных, сенсибилизированных M. scrofulaceum реакция 

ГЗТ регистрируется реакция через 24 часа на 10 ЕД КАМ с интенсивностью 

16,1±0,72 мм. и реакционностью на уровне 100%.  Аллергическая реакция на 5 

МЕ ППД для млекопитающих была выявлена в 90% случаях и интенсивностью 

реакции 9,15±1,06 мм. При этом интенсивность реакции на КАМ в сравнении с 

ППД для млекопитающих была достоверно больше.  

В группе морских свинок, сенсибилизированных M. fortuitum в дозе 5 мг, на 

дозу 10 ЕД КАМ выявлена аллергическая реакция с интенсивностью 8±0,4 мм., в 

100%  и её отсутствие на дозу 5 МЕ ППД для млекопитающих.  

В группе морских свинок, иммунизированных микобактериями M. bovis у 

всех животных выявлена аллергическая реакция на КАМ и ППД для 

млекопитающих с интенсивностью 12,4±0,4 мм., и 14,45±0,51 мм., 

соответственно. При этом, интенсивность реакции достоверно больше на дозу 

ППД для млекопитающих, чем на дозу КАМ, что свидетельствует об 
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эффективности и специфичности используемых дозировок аллергенов, при 

проведении подобных исследований. 

Таким образом выявлено, что для сенсибилизации морских свинок 

атипичными микобактериями дозировка при подкожной инъекции должна быть 

не менее 5 мг. на животное. При этом двукратная инъекция атипичных 

микобактерий, в сравнении с однократной, в дозах 5 или 10 мг. на животное 

характеризуется большей чувствительностью.  

 

 

 

4.2. Изучение факторов оценки иммунобиологических параметров 

микобактериальных аллергенов, при разных дозировках 

 

 

 

4.2.1. Определение эквивалентных оптимальных дозировок ППД 

туберкулина для млекопитающих 

 

 

 

Изучение биологической активности микобактериальных аллергенов 

осуществляется с использованием нескольких доз испытуемого и нескольких доз 

контрольного препаратов [28, 29, 30]. Причем нормативными документами 

диапазон используемых дозировок не регламентируется. 

В нормативных документах указано, что используемые дозировки должны 

обеспечивать линейность: доза- интенсивность кожной реакции ГЗТ [216]. 

Из этого следует, что не соответствие дозировок, используемых при оценке 

биологических параметров микобактериальных аллергенов, может являться 

причиной значимой погрешности. Учитывая изложенное, следующим этапом 

исследования было определение эквивалентных дозировок ППД для 

млекопитающих приемлемые для оценки биологической активности. 

В исследованиях, представленных ранее, продемонстрировано, что для 

проведения сравнительных исследований биологической активности ППД для 
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млекопитающих оптимальным является вариант сенсибилизации морских свинок 

предполагающий внутрикожное введение живых авирулентных микобактерий. В 

связи, с чем исследования по определению оптимальных дозировок для оценки 

активности ППД для млекопитающих, были осуществлены с использованием 

варианта сенсибилизации морских свинок предполагающем внутрикожное 

введение микобактерий бычьего вида штамм БЦЖ в дозе 0,2 мг. При проведении 

исследования были использованы 3 группы морских свинок, в каждой из которых 

применяли неодинаковые дозировки туберкулина ППД для млекопитающих. 

Критерием оценки исследования служила интенсивность аллергической реакции 

ГЗТ, и процент реагирующих животных. В работе были использованы различные 

дозы туберкулина очищенного (ППД) для млекопитающих. Экспериментальные 

данные исследования представлены в таблице 7. 

Таблица 7 - Эквивалентность диапазона доз ППД для млекопитающих в группах 

животных, сенсибилизированных M. bovis штамм БЦЖ 

Показатели 

Дозы ППД туберкулина для млекопитающих МЕ 
Сумма 

МЕ 1000 125 25 5 1 

Интенсивность и частота аллергических реакций  

Пять доз, группа 1 (n=10) 

M± m 
22,10± 

1,22 

17,86± 

2,08 

14,42± 

3,48 

14,17± 

1,76 
- 

1155 Процент 

реагирующих 

животных 

100 78 67 33 - 

Четыре дозы, группа 2 (n=10) 

M± m - 
17,90± 

1,58 

15,30± 

1,16 

13,1± 

1,5 
- 

155 Процент 

реагирующих 

животных 

- 100 100 100 - 

Три дозы, группа 3 (n=10) 

M± m - - 
18,39± 

0,50 

14,60± 

0,43 

9,56± 

0,42 

31 Процент 

реагирующих 

животных 

- - 100 100 100 

 

Из полученных данных видно, что в экспериментальных группах 

интенсивность и процент реагирующих животных на различные дозы 

различалась. В первой группе (суммарное значение МЕ -1155 МЕ), максимальная 
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интенсивность реакции ГЗТ выявлена на дозу 1000 МЕ при соответствии 

процента реагирующих животных на уровне 100% и минимальным значением 

кожной реакции ГЗТ на дозу 5 МЕ (процент реагирующих животных равен 33%), 

при отсутствии реакций на дозу 1 МЕ.  

Во второй и третьей группах, при использовании доз в диапазоне от 125 МЕ 

до 1 МЕ, и в диапазоне от 25 МЕ до 1 МЕ выявлен дозо - зависимая 

закономерность с процентом реагирования животных на уровне 100. 

Учитывая результаты исследования, полученные в первой и второй 

экспериментальных группах, таблицы 7 видно, что при оценке величины 

биологическая активность ППД для млекопитающих следует использовать 

антигенную нагрузку с суммарным значением активности менее 1155 МЕ.  

Вместе с тем суммарное значение активности может быть более 155 МЕ. 

Кроме того, принимая во внимание результаты исследования, полученные в 3 

группе (значение антигенной нагрузки на уровне 31 МЕ) указанная суммарная 

антигенная нагрузка может являться минимальной. 

Вместе с тем определение параметра величина активности ППД для 

млекопитающих предполагает использование удвоенной антигенной нагрузки 

(удвоенного значения МЕ).  Используя расчетные минимальное  значение (31 

МЕ), получаем, что диапазон доз может соответствовать (31х2=62) -(155х2=310). 

Проверка расчетных значений была проведена с использованием одной серии 

аллергена для млекопитающих на животных двух групп иммунизированных 

микобактериями M. bovis, но с использованием различных дозировок. Таблица 7 

демонстрируют, что суммарное значение доз может быть ниже 62 МЕ, а 

пограничные значения составляют 1-310 МЕ линейность в диапазоне 5-125 МЕ 

(группа 3), а также в диапазоне 1-25 МЕ (группа 2). 

В серии предварительных исследований, проведенных на 

сенсибилизированных животных, было выявлено, что интервал между дозами 

ППД туберкулинов может соответствовать 2, 5, 10. При осуществлении данного 

исследования был использован интервал равный 5.  
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Принимая во внимание минимальное значение активности аллергена, 

соответствующее 1 МЕ способное выявить состояние ГЗТ у экспериментальных 

животных, и выбранный интервал используемые дозировки будут 

соответствовать следующим значениям: 1 МЕ; 5 МЕ; 25 МЕ (в первой группе 

животных).  

Увеличение дозы ППД для млекопитающих с использованием пятикратного 

интервала будут соответствовать следующим значениям: 5 МЕ; 25 МЕ; 125 МЕ 

(во второй группе животных). Принимая во внимание пониженную антигенную 

нагрузку по МЕ (62 МЕ) в первой экспериментальной группе, последняя являлась 

контрольной.  

При проведении данного исследования были оценены интенсивность 

кожной реакции ГЗТ на разные дозы аллергенов, процент реагирующих 

животных, доверительный интервал, биологическая активность, значения 

доверительного интервала (50-200%), а также биологической активности 

(R=1,0±0,2) позволили характеризовать сравниваемые группы. Результаты 

экспериментальных изысканий представлены в таблице 8. 

Из полученных данных видно, что в исследуемых группах не имеется 

различия по биологической активности. Сопоставляя показатели активности, 

полученные в двух группах между собой, видно, что они соответствуют границам, 

установленным в соответствии формулы: R=100±20%. 

Так в группе морских свинок, которым инъецировали пониженные 

дозировки исследуемого и контрольного препаратов: 25, 5 и 1 МЕ биологическая 

активность соответствовала 9300 МЕ/см3, при соответствии доверительного 

интервала 60%- 167%; в то время как в группе морских свинок, которым 

инъецировали повышенные дозировки исследуемого и контрольного препаратов: 

125, 25 и 5 МЕ биологическая активность соответствовала 9500 МЕ/см3, при 

соответствии доверительного интервала 64%- 156%. 

Кроме того, видно, что интенсивность кожной реакции ГЗТ характеризуется 

равнозначностью на следующие дозы 1 МЕ (пониженные дозы) и 5 МЕ 

(повышенные дозы); 5 МЕ (пониженные дозы) и 25 МЕ (повышенные дозы); 125 
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МЕ (пониженные дозы) и 25 МЕ (повышенные дозы) как на тестируемый 

препарат, так и на контрольный препараты.  

Таблица 8 – Биологическая активность туберкулина очищенного ППД для 

млекопитающих с применением различных дозировок 

Биологическая активность ППД для млекопитающих, морские свинки, 

сенсибилизированные микобактериями M. bovis, БЦЖ (пониженные 

дозы) (n=11), группа 1. 

Показатели  Испытуемая серия  Контрольная серия 

Доза,  МЕ 25 5 1 25 5 1 

M±m 
19,05± 

0,73 

15,36± 

0,48 

12,86± 

0,42 

18,55± 

0,75 

15,86± 

0,58 

13,23± 

0,42 

Процент 

реагирующи

х животных 

100 100 100 100 100 100 

Доверительный интервал - 60%- 167%; Биологическая активность- 

9300 МЕ/см3; (суммарное значение активности - 62 МЕ) 

Биологическая активность ППД для млекопитающих, морские свинки, 

сенсибилизированные M. bovis, БЦЖ (повышенные дозы) (n=11), 

группа 2. 

Показатели  Испытуемая серия  Контрольная серия 

Доза,  МЕ 125 25 5 125 25 5 

M±m 
18,86± 

0,66 

14,95± 

0,60 

11,91± 

0,52 

18,05± 

0,44 

15,09± 

0,5 

12,86± 

0,36 

Процент 

реагирующи

х животных 

100 100 100 100 100 100 

Доверительный интервал - 64%- 156%; Биологическая активность- 

9500 МЕ/см3; (суммарное значение активности - 310 МЕ) 

 

Таким образом, полученные экспериментальные данные демонстрируют, 

что эквивалентными дозами, для оценки биологической активности туберкулина, 

очищенного ППД для млекопитающих, являются 62 МЕ-310 МЕ (с учетом 

использования тестируемой и контрольной серии препарата). Вместе с тем для 

осуществления различных сравнительных исследований диапазон дозировок 

может соответствовать 1 -300 МЕ. 
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4.2.2. Определение эквивалентных оптимальных дозировок ППД 

туберкулина для птиц 

 

 

В исследованиях, проведенных ранее было выявлено, что оптимальный 

способ иммунизации животных микобактериями птичьего вида, сочетающим 

приемлемую чувствительность и специфичность предполагает подкожную 

инъекцию биомассы микобактерий M. avium в количестве 5 мг., который был 

использован для определения эквивалентных дозировок туберкулина, очищенного 

ППД для птиц. Определение оптимальных доз туберкулина осуществляли по 

интенсивности кожной туберкулиновой реакции ГЗТ, а также по проценту 

реагирующих животных. Результаты экспериментального исследования 

представлены в таблице 9.  

Таблица 9 –Эквивалентность диапазона доз ППД для птиц в группах морских 

свинок, сенсибилизированных M. avium штамм 22-82 

оказатели 

Дозы туберкулина очищенного ППД для птиц, МЕ  
Сумма 

МЕ 1000 125 25 5 1  

Интенсивность и частота аллергических реакций  

Четыре дозы, группа 1 (n=10) 

M± m 20,67±1,42 13,58±0,42 7,0 ±2,28 0 - 

1155 МЕ Процент 

реагирующих 

животных 

100 100 67 0 - 

Три дозы, группа 2 (n=10) 

M± m - 18,0±0,5 14,61±0,59 11,39±0,41 - 

155 МЕ Процент 

реагирующих 

животных 

- 100 100 100 - 

Три дозы, группа 3 (n=10) 

M± m - - 15,3± 0,63 12,27±0,48 10,2± 0,32 

31 МЕ Процент 

реагирующих 

животных 

- - 100 100 100 

 

Из полученных данных, выявлено, что в экспериментальных группах 

сенсибилизированных морских свинок интенсивность и процент реагирующих 
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животных были различными. Так в первой группе (суммарное значение МЕ 1155) 

выявлено, что интенсивность и частота реагирующих животных зависела от дозы: 

максимальным значением на дозу 1000 МЕ (процент реагирующих животных - 

100) и интенсивностью 20,67±1,42, минимальным значением на дозировку 25 МЕ 

(процент реагирующих животных - 67) и отсутствием реакции на дозу 5 МЕ. Во 

второй группе (суммарное значение МЕ -155) выявлено, что интенсивность 

кожной реакции ГЗТ также зависит от дозы: с максимальным значением на 

дозировку 125 МЕ, а минимальным на дозу 5 МЕ и средним значением 

интенсивности на дозу 25 МЕ (процент реагирующих животных на уровне 100, во 

всех экспериментальных группах). Учитывая полученные результаты 

исследования, очевидно, что при оценке биологической активности ППД 

туберкулина для птиц суммарное значение активности должно быть менее 1155 

МЕ, но может быть выше 155 МЕ. 

Сопоставляя результаты исследований, полученные в различных группах 

видно, что в первой группе реакция ГЗТ на дозу 5 МЕ не выявлена, в то время как 

в остальных экспериментальных группах использование дозы туберкулина 5 МЕ 

сопровождается развитием реакции.  

При оценке биологической активности ППД для птиц предусмотрено 

использование удвоенной антигенной нагрузки, обусловленное как испытуемым, 

так и контрольным образцами. Принимая это во внимание, получаем следующее 

выражение: (31х2=62 МЕ) - (155х2=310 МЕ). 

Последующая оценка расчетных доз была осуществлена с использованием 

одного образца аллергена для птиц в экспериментальных группах 

иммунизированных микобактериями M. avium, с применением различных доз. 

При осуществлении исследований между дозами был использован пятикратный 

интервал. Таким образом, в первой группе были использованы дозы: 25 МЕ; 5 

МЕ; 1 МЕ, а во второй группе: 125 МЕ; 25 МЕ; 5 МЕ. Результаты исследования 

представлены в таблице 10. 
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Таблица 10 –Биологическая активность ППД для птиц при использовании 

различного диапазона доз  

Морские свинки, сенсибилизированные M. avium (Пониженные дозы 

туберкулина для птиц) (n=10) 

Показатели  Испытуемая серия  Контрольная серия 

Доза,  МЕ 25 5 1 25 5 1 

M±m 
17,35± 

0,43 

13,45± 

0,42 

11,0± 

0,29 

16,25± 

0,38 

13,5± 

0,67 

10,95± 

0,38 

Процент 

реагирующих 

животных 

100 100 100 100 100 100 

Доверительный интервал - 68%-147%; Биологическая активность- 61230 

МЕ/мг; (суммарное значение активности - 62 МЕ) 

Морские свинки, сенсибилизированные M. avium (Повышенные дозы 

туберкулина для птиц) (n=9) 

Показатели  Испытуемая серия  Контрольная серия 

Доза,  МЕ 125 25 5 125 25 5 

M±m 
16,56± 

0,44 

14,33± 

0,33 

10,39± 

0,46 

16,61± 

0,39 

12,67± 

0,46 

11,17± 

0,76 

Процент 

реагирующих 

животных 

100 100 100 100 100 100 

Доверительный интервал - 65%-154%; Биологическая активность-  58326 

МЕ/мг; (суммарное значение активности - 310 МЕ) 

Из представленных экспериментальных данных видно, что биологическая 

активность ППД для птиц, при использовании пониженных доз: 25 МЕ; 5 МЕ и 1 

МЕ соответствует значению 61230 МЕ, а доверительный интервал 68-147%, в то 

время как при использовании повышенных доз туберкулина для птиц: 125 МЕ; 25 

МЕ; 5 МЕ характеризовалось активностью 58326 МЕ, доверительный интервал 

соответствует 65-154%. Сопоставляя показатели активности, полученные в двух 

группах между собой, видно, что они соответствуют границам, установленным в 

соответствии формулы: R=100±20%. 

Также выявлена закономерность: интенсивность кожной реакции ГЗТ 

характеризуется эквивалентностью на дозу 5 МЕ (повышенные дозы) и 1 МЕ 

(пониженные дозы), аналогично и дозировки 25 МЕ и 5  МЕ; 125 МЕ и 25 МЕ. 

В целом результаты исследования предполагают, что эквивалентными для 

определения иммунобиологических параметров ППД для птиц являются 
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дозировки 62 МЕ-310 МЕ (с учетом использования тестируемой и контрольной 

серии препарата). Вместе с тем для осуществления различных сравнительных 

исследований диапазон дозировок может соответствовать 1 -300 МЕ. 

 

 

4.2.3. Определение эквивалентных оптимальных дозировок КАМ 

 

 

 

Сравнительные исследования эффективности вариантов сенсибилизации 

морских свинок нетуберкулёзными микобактериями убедительно 

продемонстрировали целесообразность использования сенсибилизирующей 

дозировки пять и более мг. на одну голову.  

Известно, что оценка активности КАМ проводится  на сенсибилизации 

морских свинок смесью микобактерий, из которых приготовлен  КАМ. Например, 

при использовании бивалентного КАМ необходимо использовать два вида 

микобактерий, из которых приготовлен препарат.  

Предварительно проведенные исследования продемонстрировали, что для 

этого может быть использовано совместное введение микобактерий в дозе ½ 

каждого вида по отношению принятой оптимальной дозы, то есть 2,5 мг. M. 

scrofulaceum и 2,5 мг. M. intracellularae подкожно. Указанный вариант был 

использован для определения эквивалентных дозировок КАМ. В исследовании 

использованы различные дозы КАМ, интервал между дозами соответствовал 

пяти. Результаты экспериментального исследования изложены в таблице 11. 

Из полученных данных видно, что в опытных группах интенсивность и 

частота кожной аллергической реакции ГЗТ были различными. Так в первой 

экспериментальной группе, при использовании пяти доз, антигенная суммарная 

нагрузка составила 1155 МЕ, процент реагирования на дозы 1000 ЕД; 125 ЕД; 25 

ЕД соответствовали 100, в то время как на дозу 5 ЕД, процент реагирования 

равнялся 60. во второй группе при использовании трёх доз: 125 ЕД; 25 ЕД; 5 ЕД, а 

также в третьей группе с использованием 25 ЕД; 5 ЕД; 1 ЕД реакции 

регистрировались в 100% случаев. 
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Таблица 11 – Эквивалентность диапазона доз КАМ в группах морских свинок 

сенсибилизированных смесью микобактерий  

M. scrofulaceum и M. intracellularae 

Показатели 

Дозы аллергена КАМ, ЕД   

Сумма ЕД 1000 125 25 5 1  

Интенсивность и частота аллергических реакций  

Пять доз, группа 1 (n=10) 

M± m 17,20±1,41 15,20±1,08 10,60±0,87 7,83±0,68 - 

1155 ЕД Процент 

реагирующих 

животных 

100 100 100 60 - 

Три дозы, группа 2 (n=9) 

M± m - 15,3±0,39 11,65±0,32 9,55±0,27 - 

155 ЕД Процент 

реагирующих 

животных 

- 100 100 100 - 

Три дозы, группа 3 (n=10) 

M± m - - 16,86±0,56 15,5±0,5 11,77±0,57 

31 ЕД Процент 

реагирующих 

животных 

- - 100 100 100 

Учитывая результаты исследования, очевидно, что не следует использовать 

при оценке биологической активности КАМ суммарно антигенную нагрузку 1155 

МЕ и более. В то же время суммарное значение активности может превышать 155 

ЕД. Кроме того результаты исследований, полученные в третьей группе 

животных, позволяют использовать суммарную нагрузку на уровне 31 ЕД. 

Следующим этапом исследования была оценка расчетных доз КАМ. 

Исследования проведены в двух группах морских свинок. Животным первой 

группы инъецировали: 25 ЕД; 5 ЕД и 1 ЕД как испытуемой, так и контрольной 

серии. 

 Животным второй группы инъецировали: 125 ЕД; 25 ЕД и 5 ЕД, как 

испытуемой, так и контрольной серии. Результаты экспериментального 

исследования изложены в таблице 12. 
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Таблица 12 – Биологическая активность КАМ при использовании  

различного диапазона доз на морских свинках сенсибилизированных смесью 

микобактерий M. scrofulaceum и M. intracellularae 

Биологическая активность КАМ (пониженные дозы), морские свинки, 

сенсибилизированные смесью атипичных микобактерий (n=10) 

Показатели Испытуемая серия  Контрольная серия 

Доза,  ЕД 25 5 1 25 5 1 

M±m 
16,31± 

0,44 

13,50± 

0,63 

10,20± 

0,73 

16,40± 

0,53 

12,9± 

0,29 

10,70± 

0,7 

Процент 

реагирующих 

животных 

100 100 100 100 100 100 

Доверительный интервал - 79%- 127%; Биологическая активность- 6000 

ЕД/см3; (суммарное значение активности – 62 ЕД) 

Биологическая активность КАМ (повышенные дозы), морские свинки, 

сенсибилизированные смесью атипичных микобактерий (n=10) 

Показатели Испытуемая серия  Контрольная серия 

Доза,  ЕД 125 25 5 125 25 5 

M±m 
17,0± 

0,24 

12,94± 

0,21 

10,06± 

0,27 

17,33± 

0,29 

12,5± 

0,49 

10,78± 

0,31 

Процент 

реагирующих 

животных 

100 100 100 100 100 100 

Доверительный интервал - 61%- 164%; Биологическая активность- 6700 

МЕ/см3; (суммарное значение активности – 310 ЕД) 

Из полученных экспериментальных данных видно, что биологическая 

активность КАМ при использовании пониженных доз: 25 ЕД; 5 ЕД; и 1 ЕД 

соответствует значению 6700 ЕД, а доверительный интервал равен 61-164%. 

Результат исследования величины биологической активности, полученный в 

группе животных с использованием повышенных доз: 125 ЕД; 25 ЕД; и 5 ЕД 

равен значению 6000 ЕД, а доверительный интервал соответствует 79-127%, что 

также соответствует значению R=100±20%. 

Таким образом экспериментальные данные полученные на морских 

свинках, сенсибилизированных нетуберкулёзными микобактериями 

свидетельствуют, что при определении иммунобиологических параметров КАМ 

эквивалентными являются дозировки 62 ЕД- 310 ЕД. В тоже время для 
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осуществления экспериментальных исследований диапазон дозировок может 

соответствовать 1 -300 МЕ. 

 

 

4.3. Совершенствование биологической модели микобактериальных 

инфекций животных 

 

 

4.3.1. Оценка биологической активности ППД туберкулина для 

млекопитающих на различных биологических моделях 

 

 

Биологический эквивалент активности туберкулина для млекопитающих, в 

соответствии руководства «(OIE)  Manual of standards for Diagnostic Tests and 

Vaccines» и «ГОСТ 16739-88»  может быть оценен и на морских свинках, 

сенсибилизированных микобактериями M. bovis, и на инфицированном 

микобактериями туберкулёза бычьего вида крупном рогатом скоте [12, 31, 320]. В 

свою очередь в доступной литературе эффективность вариантов не определена. 

Кроме того одним из этапов оценки биологической активности туберкулинов 

являются статистический расчет результатов оценки интенсивности кожной 

туберкулиновой реакции. Вместе с тем в соответствии выше упомянутой 

нормативной документацией предусмотрены различия в методиках расчета 

биологической активности ППД туберкулина. Так метод ГОСТ 16739-88 

предполагает пропорциональную оценку активности испытуемого туберкулина, в 

сравнении с контрольным аллергеном. В то время как метод МЭБ предполагает 

расчет логарифмической зависимости. 

Учитывая выше изложенные следующим этапом исследования, был 

сравнительный анализ результатов математического расчета параметра 

биологическая активность согласно методик «(OIE)  Manual of standards for 

Diagnostic Tests and Vaccines» и «ГОСТ 16739-88». 

Для осуществления исследования были использованы варианты 

туберкулина для млекопитающих с неодинаковым содержанием белка, в 
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интервале: от 0,5 мг/см3 до 1,0 мг/см3. Оценку активности проводили в группах 

морских свинок сенсибилизированных авирулентными микобактериями бычьего 

вида. Результаты экспериментального исследования представлены в таблице 13. 

Таблица 13 – Результаты оценки параметра биологическая активность 

туберкулина для млекопитающих в соответствии методик ГОСТ и МЭБ 

Номер образца ППД для 

млекопитающих 
1 2 3 4 5 6 7 

Активность по ГОСТ 

16739-88 МЕ/см3 
9300  9400  9400  9600  9700  10000  10500 

Активность по МЭБ 

МЕ/см3 
5500 6300  6800  7000  8100  9700  14300  

Доверительный  

интервал 

58%-

173% 

63%-

158% 

72%-

139% 

55%-

183% 

63%-

159% 

61%-

164% 

71%-

142% 

Количество животных 8 8 8 12 9 10 8 

Концентрация мг/см3 0,5 0,6 0,65 0,69 0,8 0,95 1,0 

Из представленного табличного материала видно, что результаты 

активности ППД для млекопитающих в соответствии методик ГОСТ отличаются 

от результатов методики МЭБ. Наглядно результат сравнения двух методик 

расчета активности представлен на рисунке 1. 

 

Рисунок 1 – Величина биологической активности ППД для млекопитающих, 

рассчитанная в соответствии ГОСТ16739-88 и методике МЭБ 

Так в соответствии методике МЭБ значения активности ППД для 

млекопитающих характеризуются зависимостью биологической активности и 

концентрации белка. Таким образом, образцы 1 и 2 не соответствуют требованиям 

по биологической активности. Вместе с тем использование при осуществлении 
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расчета в соответствии методики изложенной в ГОСТ 16739-88 образцы 1 и 2 

характеризуется как активные, пригодные для практического применения. 

Так в соответствии современных требований активность ППД для 

млекопитающих должна соответствовать диапазону 6600-15000 МЕ/см3. 

В доступной литературе не определена эффективность применяемых 

животных моделей (лабораторных животных иммунизированных 

микобактериями бычьего вида и крупном рогатом скоте, естественно 

инфицированном микобактериями туберкулёза бычьего вида) для оценки 

критерия величина биологической активности туберкулина очищенного ППД для 

млекопитающих. В связи, с чем актуальным является сравнительный анализ 

параметров биологической активности туберкулина для млекопитающих на 

разных биологических моделях, что составило следующий этап исследования. 

В лабораторных условиях были изготовлены две серии туберкулина 

очищенного (ППД) для млекопитающих, с различной концентрацией белка: 0,9 

мг/см3 и 0,6 мг/см3. Указанный подход обусловлен тем, что биологическая 

активность аллергенов характеризуется положительной зависимостью с 

концентрацией белка, как было показано ранее. Предположительная активность 

туберкулинов, будут соответствовать 9000 МЕ и 6000 МЕ соответственно. Вместе 

с тем как показывает практика предполагаемая, и фактическая биологическая 

активность могут различаться. 

Указанные серии по параметру биологическая активность были 

протестированы на морских свинках, сенсибилизированных M. bovis, штамм 

БЦЖ. Результаты оценки биологической активности представлены в таблице 14. 

Из полученных результатов исследования видно, что серии препарата по 

биологической активности значительно различаются. Так первая серия 

характеризовалась биологической активностью на уровне 8470 МЕ/см3 и 

соответствовала требованиям МЭБ (6600-15000 МЕ/см3, р=0,95). Вместе с тем 

активность второй серии была ниже установленных пределов МЭБ и 

соответствовала 4070 МЕ/см3, р=0,95. 
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Таблица 14 – Величина биологической активности туберкулина для 

млекопитающих на сенсибилизированных M. bovis штамм БЦЖ морских свинках 

Показатели 
ППД туберкулин для млекопитающих 

Серия 1 Серия 2 

n 10 10 

Препарат  
Испытуемая 

серия  

Контрольная 

серия 

Испытуемая 

серия  

Контрольная 

серия 

Дозы, МЕ 20  2 20  2 20  2 20  2 

M±m 
21,13 

±1,02 

13,38 

±1,15 

21,81 

±1,19 

14,44 

±0,94 

17,5 

±0,84 

10,92 

±0,49 

19,50 

±0,51 

14,08 

±1,01 

Содержание белка в 

растворе туберкулина 
0,9 мг/см3 0,6 мг/см3 

Биологическая 

активность 

(6600-15000 МЕ) 

8470 МЕ/см3 4070 МЕ/см3 

Доверительный 

интервал 50 % -200 % 

(р=0,95). 

52%-192% 58%-173% 

Следующим этапом исследования была оценка биологической активности 

образцов ППД туберкулина для млекопитающих на естественно инфицированном 

микобактериями туберкулёза бычьего вида крупном рогатом скоте. Исследования 

на больном туберкулёзом крупном рогатом скоте были осуществлены в 

туберкулёзных изоляторах Волгоградской области.  

Расчетные значения оценки биологической активности туберкулина для 

млекопитающих на инфицированных микобактериями туберкулёза бычьего вида 

коровах отображены в таблице 15. 

Таблица 15– Биологическая активность туберкулина для млекопитающих 

на крупном рогатом скоте, инфицированном микобактериями M. bovis 

Показатели 
ППД туберкулин для млекопитающих 

Серия 1 Серия 2 

n 15 8 

Препарат 
Испытуемая 

серия  

Контрольная 

серия 

Испытуемая 

серия  

Контрольная 

серия 

Дозы, МЕ 2000  400 2000  400 2000  400 2000  400 

M±m 
10,43 

±1,13 

5,67 

±0,67 

11,87 

±1,19 

5,73 

±0,64 

10,50 

±1,05 

5,38 

±0,78 

13,25 

±2,05 

6,50 

±1,24 

Биологическая 

активность 

(6600-15000 МЕ) 

8013 МЕ/см3 5914 МЕ/см3 

Доверительный 

интервал 50 % -200 

% (р=0,95). 

58%-170% 50%-200% 
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Из данных таблицы 15 видно, что биологическая активность тестируемых 

серий ППД туберкулина различна. Так при определении биологической 

активности первой серии видно, получено значение - 8013 МЕ/см3, что 

соответствует международным требованиям (6600-15000 МЕ, при р=0,95). В то же 

время значение активности второй серии равное 5914 МЕ/см3 не соответствует 

международным требованиям. 

Оценка параметра биологическая активность образцов туберкулина для 

млекопитающих с различной концентрацией белка на сенсибилизированных 

микобактериями M. bovis штамм БЦЖ морских свинках и крупном рогатом скоте, 

инфицированном микобактериями туберкулёза бычьего вида, демонстрирует 

различие. 

Сравнительные исследования были проведены с использованием 

рекомендованной статистической зависимости формуле: R=1,0±0,2 которая при 

процентном выражении представляет: R=100%±20%, или активность должна 

соответствовать от 80% до 120%. 

В соответствии нормативной документации МЭБ и ВОЗ установлена, 

сопоставимость биологической активности первой серии препарата 8470 МЕ 

(морские свинки)- 100%, 8013 МЕ (крупный рогатый скот) - х. Отсюда х= 

(8013х100)/8470=94%. В то же время биологическая активность второй серии 

туберкулина на иммунизированных морских свинках разница со значением на 

крупном рогатом скоте, инфицированном микобактериями туберкулёза 4070 МЕ 

(морские свинки)- 100%, 5914 МЕ (крупный рогатый скот)-х. Отсюда х= 

(5914х100)/4070=145,3%, в соответствии указанной формулы результаты не 

равнозначны. 

Принимая во внимание результаты предварительных исследований [92, 271] 

демонстрирующие меньшую вариабельность туберкулиновой реакции у морских 

свинок, в сравнении с инфицированном микобактериями туберкулеза крупном 

рогатом скотом, лабораторные животные являются наиболее адекватной 

биологической моделью при оценке биологических характеристик 

туберкулиновых аллергенов. 
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Таким образом, сопоставление методик расчета активности ППД для 

млекопитающих в соответствии нормативных документов РФ, в сравнении с МЭБ 

продемонстрировали различия. Методика расчета биологической активности 

МЭБ является предпочтительной, так как характеризует зависимость доза- 

интенсивность кожной туберкулиновой реакции. Также выявлено, что оценку 

параметра активность туберкулина для млекопитающих целесообразно проводить 

на лабораторной модели – сенсибилизированных микобактериями морских 

свинках. Оценка активности ППД туберкулина для млекопитающих на 

инфицированном крупном рогатом скоте может быть только ориентировочной. 

 

 

 

4.3.2. Разработка практических подходов для формирования групп морских 

свинок при оценке иммунобиологических параметров микобактериальных 

аллергенов 

 

 

Использование лабораторных животных с близкой иммунологической 

реактивностью, то есть животных особей с реакцией доза аллергена - величина 

кожной реакции ГЗТ является основным условием для получения достоверных 

результатов, при определении биологических параметров микобактериальных 

аллергенов [22, 216]. 

Формирование групп животных с близкой иммунологической 

реактивностью возможно несколькими путями. Так одним из вариантов является 

применение линейных животных [33]. Другим вариантом является использование 

животных, стандартизированных по физиологическим параметрам, например 

полу, массе тела, возрасту, уровню общей неспецифической реактивности 

организма [91]. Вместе с тем наиболее часто используется сочетание нескольких 

параметров, таких как, генетической идентичности и физиологических (пола, 

возраста и других). 

К настоящему времени выведены несколько инбредных линий морских 

свинок. В мировой практике при оценке биологических характеристик 
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микобактериальных аллергенов используется линия Hartley. Анализ 

коммерческих питомников лабораторных животных России свидетельствует об 

отсутствии подобных линий и соответственно невозможности их использования. 

В Российской Федерации оценка биологических характеристик 

микобактериальных аллергенов осуществляется с использованием рандобредных 

морских свинок, подобранных в группы по полу, массе тела, масти и 

сенсибилизированных соответствующими видами микобактерий [31, 62, 204]. 

В свою очередь, согласно требований документации РФ, 

регламентирующей контроль качества микобактериальных аллергенов (ГОСТ 

16739-88), при проведении исследований используются животные без учета 

иммунологического статуса. Таким образом, в сформированной группе животных 

могут быть особи с различной иммунологической реактивностью, что может 

увеличить погрешность тестов. В свою очередь использование соответствующих 

критериев, для оценки иммунологического статуса организма морских свинок 

позволит снизить погрешность, при оценке биологических критериев 

микобактериальных аллергенов. 

В медицинской практике используется клинический критерий 

характеризующий предрасположенность организма человека к туберкулёзу-

поствакцинный рубчик в месте инъекции вакцины БЦЖ [72, 87]. Указанный 

критерий может быть использован при формировании групп морских свинок 

используемых для оценки биологических критериев  микобактериальных 

туберкулинов. 

Также в медицинской практике критерием оценки развития туберкулёзной 

инфекции является масса тела [87]. 

Изучить практическую значимость указанных критериев на морских 

свинках возможно путём оценки взаимосвязей (корреляции) [70]. 

В связи с этим первоначальным этапом исследования было определение 

корреляционной зависимости у морских свинок, сенсибилизированных 

микобактериями: между размером воспаления в месте введения М. bovis штамм 

БЦЖ и интенсивностью ГЗТ на дозу туберкулина, а также массой тела.  
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В свою очередь с целью практического использования выявленной 

закономерности исследования целесообразно проводить в сравнении с 

гетерологичным туберкулином (и таким образом оценить специфичность 

выбранного критерия). Учитывая антигенный состав туберкулинами 

характеризующиеся гетерологичностью в отношении морских свинок 

иммунизированных микобактериями бычьего вида являются комплексный 

аллерген из атипичных микобакерий, а также аллерген для птиц [113].  

Принимая во внимание более широкий спектр антигенов комплексного 

аллергена из атипичных микобактерий (включает антигены М. scrofulaceum и M. 

intracellularae) [221], при высокой степени гомологии  М. intracellularae и М. 

avium [136], использование КАМ более выгодно в сравнении с ППД 

туберкулином для птиц. 

При осуществлении исследования была сформирована группа из самок 

морских свинок (20 голов), альбиносов, 12 месячного возраста. Животные 

внутрикожным способом инъекции были иммунизированы M. bovis штамм БЦЖ, 

в дозе 0,2 мг. Через 30 суток от момента сенсибилизации животных использовали 

в исследованиях с использованием КАМ, в дозе 10 ЕД и туберкулин для 

млекопитающих, в дозе 5 МЕ (данные дозы аллергенов рекомендованы для 

изучения сенсибилизирующих свойств атипичных микобактерий в соответствии 

«Наставления по диагностике туберкулёза животных», 2002 год). Через 24 часа, 

после введения разведений туберкулиновых аллергенов, оценивали 

аллергическую реакционность на комплексный аллерген КАМ (первый ряд 

переменных); аллергическую реакционность в месте внутрикожного введения 

ППД для млекопитающих (второй ряд переменных); размеры воспалительной 

реакции в месте введения М. bovis штамм БЦЖ (третий ряд переменных), также 

была оценена масса тела животных (четвёртый ряд переменных) и рассчитана 

корреляционная зависимость, между переменными. Полученные данные 

переменных значений представлены в таблице 16. Результаты корреляционного 

анализа представлены в таблице 17. 
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Таблица 16 – Зависимость критериев формирования групп морских свинок 

Номер 

 морской  

свинки 

Критерий 

знака КАМ-

ППД для 

млекопитаю-

щих 

Размер  

воспаления в 

месте введения  

КАМ (10ЕД), 

мм. 

Размер  

воспаления в 

месте введения  

ППД для 

млекопитающи

х (5 МЕ), мм. 

Размер  

воспаления в 

месте введения 

микобактерий 

M. bovis БЦЖ, 

мм. 

Масса, гр. 

- 1 2 3 4 
Ряды переменных 

1 <  13,0 17,0 11,0 600 

2 <  10,0 15,5 8,5 500 

3 <  12,5 17,0 11,0 650 

4 <  12,0 22,5 16,0 450 

5 <  11,5 22,5 13,5 650 

6 <  13,5 18,5 14,0 626 

7 <  10,0 18,5 12,5 594 

8 <  14,0 18,0 14,0 600 

9 <  12,5 18,0 15,5 626 

10 <  12,5 17,5 8,5 594 

11 <  11,5 19,0 13,5 600 

12 <  16,0 20,0 13,5 650 

13 <  15,0 18,0 12,5 450 

14 <  8,5 18,0 12,5 550 

15 <  10,5 21,5 13,0 650 

16 <  15,5 20,0 15,5 580 

17 <  14,0 19,5 12,5 600 

18 <  13,5 17,0 15,5 550 

19 <  15,0 17,0 11,5 580 

20 <  15,0 17,0 10,0 650 

M± m - 12,8±0,46 18,6± 0,43 12,73± 0,49 587,5±13,73 

 

Таблица 17 – Расчетные данные корреляционного анализа 

Вариант корреляции Корреляционный анализ Значения 

1 1-3 0,16 

2 2-3 0,57* 

3 1-4 0,11 

4 2-4 0,08 

5 3-4 -0,08 

Примечание: *статистически значимое значение (р≤0,01) 

Проведенный анализ продемонстрировал, что зависимость между 

исследованными критериями различна.  

Результаты корреляционного анализа продемонстрировали отсутствие 

статистически значимых значений в 1, 3, 4 и 5 вариантах. Вместе с тем во втором 

варианте: между размером кожной воспалительной реакции ГЗТ на ППД для 

млекопитающих и размером воспалительной реакции в месте введения 
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микобактерий M. bovis БЦЖ выявлена положительная корреляционная 

зависимость, соответствующая 0,57* (статистически значимое значение на уровне 

значение (р≤0,01). Полученная зависимость предполагает, что при развитии более 

интенсивного воспаления в месте введения микобактерий бычьего вида 

развивается более интенсивная аллергическая туберкулиновая реакция в месте 

инъекции туберкулина для млекопитающих. Кроме того сниженная зависимость 

между гетерологичным туберкулином и остальными показателями характеризует 

изучаемый критерий (между размером воспаления в месте введения М. bovis и 

интенсивностью ГЗТ на туберкулин для млекопитающих) как 

высокоспецифичный. 

Цифровое значение, отображающее зависимость между воспалением в 

месте внутрикожной инъекции микобактерий бычьего вида и значением 

аллергической реакции в месте внутрикожной инъекции туберкулина для 

млекопитающих выявленная на  морских свинках соотносится с результатами 

исследования, полученные на людях, и по-видимому, носит общебиологическую 

закономерность [72, 87]. Выявленная зависимость может быть использована для 

формирования групп животных для последующего изучения биологических 

параметров микобактериальных аллергенов. 

Для этого был использован статистический метод формирования значений 

воспалительного процесса, в месте внутрикожного введения микобактерий 

бычьего вида (построение вариационных рядов), по интервалам. Для этого была 

использована группа морских свинок 12 месячного возраста (самки) в количестве 

100 голов внутрикожно сенсибилизированных М. bovis штамм БЦЖ в дозе 0,2 мг. 

Через 30 суток, после сенсибилизации морских свинок измерены размеры 

воспалительной реакции в месте введения микобактерий и рассчитаны 

вариационные ряды. Результаты представлены в таблице 18. 
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Таблица 18 –Интервалы воспалительной реакции  

на внутрикожное введение M. bovis морских свинок  

Номер 

интервала 

Интервалы 

воспалительной реакции 

на введение M. bovis (мм.) 

Частота 

 интервала (f) 

1 10,0-10,5 0,1 

2 11,0-12,5 0,2 

3 13,0-13,5 0,4 

4 14,0-15,5 0,2 

5 16,0-16,5 0,1 

Проведенный статистический анализ с учетом крайних значений 

аллергической реакции (минимальной и максимальной) позволил сформировать 

пять интервалов, характеризующиеся неодинаковой частотой. Так максимальная 

частота соответствовала 0,4 (номер 3) интервал 13,0-13,5 мм., а минимальная 

частота соответствовала 0,1 (номер 1 и 5) интервалы соответственно 10,0-10,5 и 

16,0-16,5 мм. Представленные табличные интервалы позволяют формировать 

экспериментальные группы лабораторных животных по интенсивности 

воспалительной реакции в месте введения микобактерий бычьего вида. 

Расчет необходимого числа экспериментальных животных необходимого 

интервала, можно определить, как отношение числа животных необходимое для 

осуществления исследования делённое на частоту расчетного интервала 

(табличное значение). 

Например, для осуществления исследования требуется 12 голов морских 

свинок, характеризующиеся интенсивностью воспалительной реакции третьего 

интервала (табличное значение), получаем 12/0,4=30 общего числа особей 

необходимое для сенсибилизации. С учетом расчетного критерия из этих особей 

выберем 12. 

Последующие исследования подтвердили правильность  предложенного 

подхода. Для этого было сформировано две экспериментальные группы. Первую 

группу морских свинок, формировали, используя стандартный подход, 

сенсибилизировали авирулентными микобактериями бычьего вида, штамм БЦЖ. 

Вторую группу морских свинок (в количестве 12 голов) формировали 
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предложенным способом. Для  сенсибилизации использовали общее количество 

морских свинок равное тридцати (формирование по таблице, третий интервал 

13,0-13,5 мм.). 

После осуществления всех предварительных процедур и формирования 

двух равнозначных групп, осуществляли тестирование с использованием 

нескольких разведений туберкулина очищенного ППД для млекопитающих. 

После развития максимальной интенсивности кожной туберкулиновой реакции 

(через 24 часа) осуществляли статистический анализ, резюмированный в таблице 

19. 

Из полученных данных видно, что в группе морских свинок, 

сформированных стандартным способом коэффициент вариации на дозы 25, 5 и 1 

МЕ ППД туберкулина для млекопитающих соответствует среднему уровню 

(V=11-25%), и превышает аналогичные значения параллельной группы животных, 

сформированных по размеру воспалительной реакции, в месте введения M. bovis 

(варьирование ниже среднего уровня: V<10%). 

Таблица 19 – Вариация туберкулиновой реакции в группах морских свинок, 

сенсибилизированных M. bovis БЦЖ и сформированных разными способами 

Группа морских свинок, сформированная стандартным способом,   

n = 12 

Показатели  

Дозы ППД для млекопитающих 
Сумма ГЗТ 

на ППД 

туберкулин  
25МЕ 5МЕ 1МЕ 

M±m 18±0,60 14,83±0,49 11,58±0,57 44,42±1,56 

V 11,61 11,44 16,95 12 

Группа морских свинок, сформированная по размеру 

воспалительной реакции на введение M. bovis, n = 12 

Показатели 

Дозы ППД для млекопитающих 
Сумма ГЗТ 

на ППД 

туберкулин 
25МЕ 5МЕ 1МЕ 

M±m 17,46±0,42 15,29±0,30 11,63±0,31 44,38±0,32 

V 8,41 6,75 9,19 2,5 
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Таким образом, разработан подход для формирования групп морских 

свинок с близкой иммунологической реактивностью для изучения  

иммунобиологических параметров туберкулиновых аллергенов. 

 

 

4.3.3. Определение оптимального времени учета кожной реакции ГЗТ при 

постановке туберкулинового теста у морских свинок 

 

 

Исследованиями по оценке оптимального времени учета кожной 

туберкулиновой реакции ГЗТ у различных видов животных продемонстрировано, 

что максимальная интенсивность развивается через различные промежутки 

времени. Так, у крупного рогатого скота, инфицированного микобактериями 

туберкулёза, максимальная интенсивность кожной туберкулиновой реакции 

регистрируется через 72 часа, после введения туберкулина очищенного (ППД) для 

млекопитающих. У мелкого рогатого скота максимальная интенсивность кожной 

туберкулиновой реакции определяется спустя 48 часов, после инъекции 

туберкулина [53]. У лабораторных животных (морские свинки), максимальная 

интенсивность кожной туберкулиновой реакции регистрируется в период 24-48 

часов. При этом согласно одних литературных источников аллергическую 

реакцию следует оценивать через 24 часа, после введения разведений аллергена (-

ов) [216]; а согласно других источников учет реакции следует проводить через 24 

и 48 часов [113]. Предполагается, что не одинаковый интервал от момента 

введения туберкулинов до учета аллергической реакции может являться причиной 

погрешностей, при оценке как биологических критериев микобактериальных 

аллергенов, так и иммунологической реактивности при осуществлении различных 

сравнительных исследованиях на морских свинках. Учитывая изложенное 

следующим этапом исследования было определение оптимального времени учета 

кожной реакции ГЗТ на различные микобактериальные аллергены у морских 

свинок, сенсибилизированных не одинаковыми видами микобактерий. 
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Исследования были проведены на морских свинках представленные в три 

группы: животные первой группы инъецировали авирулентные микобактерии 

бычьего вида; особям второй группы инъецировали микобактерии птичьего вида; 

морские свинки третьей группы были сенсибилизированы смесью атипичных 

микобактерий: M. intracellularae штамм N-13C и M. scrofulaceum штамм S-12. 

Оценка результатов исследования осуществлялась по интенсивности реакции, 

проценту реагирующих животных, вариации туберкулиновой реакции. Через 30 

дней, после сенсибилизации морских свинок инъецировали гомологичные 

туберкулины. После инъекции туберкулинов был проведён учет реакций, с 

интервалом 24 часа трижды.  

Опыты по оценке развития состояния гиперчувствительности на 

иммунизированных авирулентными микобактериями морских свинках 

осуществляли с использованием двух дозировок туберкулина для 

млекопитающих: 5 и 1 МЕ. Опыты по оценке формирования 

гиперчувствительности замедленного типа на морских свинках 

иммунизированных патогенными микобактериями птичьего вида проведены с 

применением двух дозировок птичьего туберкулина: 100 и 10 МЕ. Исследования 

по оценке формирования повышенной чувствительности замедленного типа на 

морских свинках сенсибилизированных микобактериальной смесью атипичных 

микобактерий проведены с использованием очищенного аллергена КАМ с 

использованием доз: 125 и 25 ЕД.  Результаты исследования представлены в 

таблице 20. 

Сравнительный анализ полученных результатов исследования на различных 

группах морских свинок, сенсибилизированных разными видами микобактерий, 

продемонстрировал, что во временной период 24- 72 часа, после инъекции 

разведений микобактериальных аллергенов регистрируется изменение 

интенсивности кожной туберкулиновой реакции. 

Выявлено, что максимальная интенсивность кожной туберкулиновой 

реакции ГЗТ, среди исследуемых групп морских свинок иммунизированных 
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различными микобактериями, регистрируется через 24 часа, после введения 

разведений микобактериальных аллергенов.  

Таблица 20 –Интенсивность кожной туберкулиновой реакции ГЗТ на различные 

дозы туберкулиновых аллергенов, через различные временные промежутки 

Показатели 

ППД  туберкулин 

для 

млекопитающих    

ППД туберкулин 

для птиц   

КАМ 

Морские свинки 

сенсибилизированы 

M.bovis 

Морские свинки 

сенсибилизированы 

M.avium 

Морские свинки 

сенсибилизированы  

M. scrofulaceum и  

M. intracellularae 

5 МЕ 1 МЕ 100 МЕ 10 МЕ 125 ЕД 125 ЕД 

Учет реакции через 24 часа, после инъекции 

M±m 
14,77± 

0,53 

10,90± 

0,28 

15,05± 

0,27 

9,75± 

0,32 

13,5± 

0,63 

10,2± 

0,73  
Процент 

реагирующих 

животных 
100 100 100 100 100 100 

V (%) 9,0 9,7 5,32 9,74 10,44 16,08 

Учет реакции через 48 часа, после инъекции 

M±m 
12,95± 

0,34 

9,25± 

0,44 

15,56± 

0,41 

11,11± 

0,46 

11,7± 

0,6 

7,5± 

0,6 
Процент 

Реагирующих 

животных 
100 100 100 100 100 100 

V (%) 9,6 14,9 7,66 11,75 11,54 17,6 

Учет реакции через 72 часа, после инъекции 

M±m 
9,0± 1,15 

1,78± 

1,16 

12,40± 

0,5 

6,45± 

1,22 

10,2± 

0,64 

7,33± 

0,13 
Процент 

реагирующих 

животных 
90 30 100 80 100 60 

V (%) 20,6 98,2 12 56,6 14,12 91,36 

При этом в период 48 часов, после введения разведений туберкулинов 

вариация не изменяется, но спустя 72 часа после инъекции вариабельность 

значительно возрастает. Кроме того, определено, что изменяются соотношения 

воспалительных элементов в период 24-72 часа сопровождающиеся снижением 

интенсивности кожной реакции ГЗТ от эритемы до бледно - розового цвета, а 

также значительно снижается инфильтрация.  

Таким образом, экспериментально показано, что максимальная 

интенсивность кожной туберкулиновой реакции ГЗТ в группах морских свинок 
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сенсибилизированных разными видами микобактерий развивается через 24 часа, 

после инъекции гомологичных туберкулинов. 

 

 

4.3.4. Определение кратности использования сенсибилизированных 

морских свинок для оценки иммунобиологических параметров 

микобактериальных аллергенов 

 

 

В соответствии требований нормативно технической документации МЭБ, 

для лабораторного тестирования биологических характеристик туберкулиновых 

аллергенов предполагается однократное использование сенсибилизированных 

морских свинок в период до 6 месяцев, от момента введения в организм 

микобактерий [63, 322]. 

Согласно других литературных источников сенсибилизированные 

животные могут быть использованы многократно, с интервалом между 

исследованиями не менее 30 суток.  

Очевидно, что ограниченное проведение тестов ГЗТ, с использованием 

сенсибилизированных морских свинок, является экономически затратным. В свою 

очередь в доступной научной литературе не представлены результаты оценки 

эффективности многократного использования сенсибилизированных морских 

свинок, что и определило следующий этап исследования.  

Причиной ограниченного использования сенсибилизированных морских 

свинок может являться снижение интенсивности кожной реакции ГЗТ при 

последующих тестированиях. 

В нормативной документации МЭБ, регламентирующей контроль 

микобактериальных аллергенов, установлены границы интенсивности кожной 

реакции ГЗТ используемые для характеристики биологических критериев 

туберкулиновых аллергенов, соответствующие диапазону от 8 мм. до 25 мм. [63, 

322]. Поэтому соответствие интенсивности кожной реакции ГЗТ, на 

соответствующие дозы, интервалу 8-25 мм. может служить параметром 
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позволяющем многократное использование лабораторных животных 

иммунизированных неодинаковыми видами микобактерий. 

При этом динамическое исследование интенсивности кожной реакции ГЗТ 

на расчетные дозы микобактериальных аллергенов, в течение длительного 

времени позволит оценить длительность использования сенсибилизированных 

морских свинок, что составило следующий этап экспериментальных работ. 

Экспериментальные исследования были осуществлены в 3 группах морских 

свинок (по 14 голов в каждой группе). Первая группа животных была 

сенсибилизирована микобактериями бычьего вида; вторая группа морских свинок 

была сенсибилизирована микобактериями птичьего вида; третья группа морских 

свинок была сенсибилизирована смесью атипичных микобактерий. Исследования 

были осуществлены в течение 14 месяцев, после сенсибилизации, (12 месяцев с 

интервалом 30 дней, а также через 14 месяцев от момента сенсибилизации). 

Результаты исследования представлены в таблице 21. 

Таблица 21 – Динамика кожной реакции ГЗТ на разные дозы микобактериальных 

аллергенов в течение 14 месяцев, после сенсибилизации  

№ 
Период после 

сенсибилизации, 

мес. 

Интенсивность кожной туберкулиновой реакции ГЗТ (M±m)  

ППД для 

млекопитающих  

 

ППД для птиц КАМ 

Морские свинки 

сенсибилизированы 

M.bovis 

Морские свинки 

сенсибилизированы 

M.avium 

Морские свинки 

сенсибилизированы 

M.scrofulaceum и  

M. intracellularae 

5МЕ 1 МЕ 25МЕ 5МЕ 40 ЕД 4 ЕД 

1 1 15,65±0,27 11,85±0,32 15,85±0,44 13,75±0,63 16,13±0,69 11,31±0,48 

2 2 15,86±0,58 13,23±0,42 14,94±0,29 11,67±0,63 17,10±0,60 11,40±0,47 

3 3 15,77±0,53 11,82±0,32 14,45±0,53 10,95±0,41 16,13±0,69 11,31±0,48 

4 4 14,50±0,39 12,11±0,63 13,44±0,73 9,89±0,53 17,10±0,60 11,40±0,47 

5 5 14,30±0,48 11,00±0,59 13,89±0,32 10,61±0,51 18,07±0,50 9,50±0,24 

6 6 13,59±0,42 11,59±0,37 14,60±0,48 11,65±0,39 16,22±0,46 10,0±0,33 

7 7 16,28±0,58 11,56±0,50 13,25±0,50 9,94±0,28 13,56±0,71 8,88±0,41 

8 8 15,20±0,55 12,30±0,53 14,63±0,53 11,19±0,56 16,06±0,49 10,81±0,67 

9 9 15,36±0,51 12,27±0,52 14,33±0,55 10,50±0,57 16,06±0,49 10,81±0,67 

10 10 14,19±0,50 11,88±0,40 16,33±0,60 14,38±0,56 17,35±0,65 12,45±0,48 

11 11 15,89±0,49 13,22±0,49 14,81±0,74 11,50±0,53 14,70±0,44 10,40±0,34 

12 12 15,64±0,36 12,73±0,42 14,61±0,20 12,17±0,50 17,05±0,65 11,64±0,61 

13 14 15,35±0,38 11,0±0,47 15,09±0,36 12,55±0,56 17,04±0,71 12,42±0,52 
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Из полученных данных видно, что интенсивность кожной реакции ГЗТ в 

группах морских свинок сенсибилизированные микобактериями бычьего вида, 

микобактериями птичьего вида и смесью атипичных микобактерий на 

гомологичные микобактериальные аллергены не превышала 25 мм. и не 

снижалась менее 8 мм. в исследуемый период времени. 

Таким образом, динамическая оценка ГЗТ на неодинаковые дозировки 

микобактериальных аллергенов демонстрируют отсутствие снижения 

интенсивности ГЗТ в течение периода наблюдения (14 месяцев). Полученные 

данные позволяют многократно использовать сенсибилизированных морских 

свинок при изучении иммунобиологических параметров микобактериальных 

аллергенов.  

 

 

4.3.5. Определение оптимальной диагностической дозы ППД туберкулина 

для млекопитающих при постановке биологической пробы на морских свинках 

 

 

В «Наставлении по диагностике туберкулёза животных» 2002 г. для оценки 

развития туберкулезного процесса у морских свинок, при постановке 

биологической пробы используется доза ППД туберкулина для млекопитающих – 

25 ТЕ [113].  При этом величина биологической активности указанной дозировки 

туберкулина определена относительно Международного стандарта PPD-S, 

активность которого составляла 50000 МЕ/мг [216, 238]. В настоящее время при 

проведении контроля микобактериальных аллергенов стандарт PPD-S не 

используется, а повсеместно применяется Международный стандарт PPD-bovine 

[216].  

Несоответствие единиц активности туберкулина, использованные ранее и 

единиц активности, используемые в настоящее время вносит неясность и является 

причиной погрешности. Сопоставляя значение активности стандартов PPD-S и 

PPD-bovine можно определить эквивалент между единицами активности, 

применяемые ранее и в настоящее время. Для проведения сравнительных 
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исследований был приготовлен новый эталонный образец ППД для 

млекопитающих и расфасован в ампулы, в условиях вакуума. Определение 

вариабельности содержания белка туберкулина, в выборке ампул, 

продемонстрировало низкие показатели (менее 0,9%), приемлемые для эталонных 

образцов. 

Изучение биологического эквивалента новой эталонной серии туберкулина 

ППД для млекопитающих, в сравнении с эталоном туберкулина для 

млекопитающих (PPD-S) использованным ранее, в течение нескольких 

десятилетий составила 50000 Туберкулиновых единиц в мг. белка  

Дальнейшие сравнительные исследования активности эталонного 

туберкулина для млекопитающих (получившего обозначение 4а) в сравнении с 

Международным стандартом активности туберкулина (PPD- bovine) 

характеризовали новый эталон соответствующем 10000 Международных единиц в 

мг. белка. Используя значение активности отечественного эталона 4а 

относительно предшествующего PPD-S в сравнении, с результатом полученном 

при использовании PPD- bovine получаем соотношение равное пяти. Таким 

образом, ранее использованная дозировка очищенного туберкулина для 

млекопитающих, выраженная относительно стандарта PPD-S, используемая для 

лабораторной диагностики развития туберкулёзного процесса у инфицированных 

морских свинок равная 25 ТЕ, соответствует значению 5 МЕ относительно нового 

стандарта активности ППД для млекопитающих PPD- bovine.  

Известно, что в соответствии Российского ГОСТ 32306-2013 [34] 

туберкулин для млекопитающих должен характеризоваться активностью в 

диапазоне от 6600 МЕ до 15000 МЕ. При этом применяя стандартное разведение в 

лабораторных условиях, указанный интервал не учитывается, следствии чего 

активность в стандартном разведении будет различной, что в свою очередь может 

значительно снизить эффективность лабораторной аллергической диагностики. 

Указанное обстоятельство определило следующий этап исследования. При 

реализации данного этапа исследования были использованы три серии 

туберкулина для млекопитающих с граничными значениями активности 6600 МЕ 
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и 15000 МЕ и средним между граничным, то есть номинальном, равном 10000 

МЕ. 

С учетом стандартного разведения трех серий туберкулина получаем 3,3; 5; 

7,5 МЕ. Указанные дозировки тестировали в трех группах сенсибилизированных 

аттенуированными микобактериями бычьего вида, морских свинок. Результаты 

исследования представлены в таблице 22. 

Эффективность исследуемых дозировок туберкулина для млекопитающих 

оценивали по проценту реагирующих животных и интенсивности кожной 

аллергической туберкулиновой реакции. Величина туберкулиновой реакции более 

пяти мм. характеризовала положительный результат [113] и позволял 

рекомендовать для лабораторного использования. 

Таблица 22 –Оценка диагностической ценности ППД туберкулина для 

млекопитающих с различным содержанием МЕ на морских свинках, 

сенсибилизированных M. bovis штамм БЦЖ 

Показатели  
Группа морских свинок 

1 2 3 

Биологическая 

активность ППД для 

млекопитающих 

МЕ/см3 

6600 МЕ/см3 10000 МЕ/см3 15000 МЕ/см3 

Доверительный 

интервал (50-200%, 

р=0,95) 

72-140% 70-143% 60-166% 

Содержание МЕ в 

дозе  
3,3 МЕ/0,1см3 5,0 МЕ/0,1см3 7,5 МЕ/0,1см3 

Интенсивность 

кожной реакции ГЗТ, 

M±m, мм. 

14,25±0,42  14,75±0,66  16,85±0,48  

Процент 

реагирующих 

животных  

100 100 100 

В результате проведенных исследований было выявлено, что исследуемые 

дозировки ППД для млекопитающих: 3,3 МЕ, 5 МЕ, 7,5 МЕ обуславливают 

развитие кожной туберкулиновой реакции с интенсивностью более 5 мм. Кроме 

того, во всех экспериментальных группах процент реагирующих животных был 

максимальным и соответствовал 100%. 
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Таким образом, производственные серии туберкулина для млекопитающих 

с различной биологической активностью 6600-15000 МЕ при разведении в 200 раз 

обуславливают активность 3,3-7,5 МЕ использование которых позволяет в 100% 

выявлять состояние повышенной чувствительности обусловленные 

микобактериями бычьего вида. При этом биологическая активность туберкулина 

очищенного для млекопитающих выраженная в единицах использованные ранее в 

соответствии стандарта PPD-S равняется 25 ТЕ, в сравнении, с результатом 

полученном при использовании PPD- bovine составляет 5 МЕ, и соответственно 

50  ТЕ эквивалентно 10 МЕ. 

 

 

4.3.6. Изучение иммунных механизмов формирования туберкулиновой 

гиперчувствительности у морских свинок 

 

 

Среди различных инфекционных заболеваний животных туберкулёз 

является повсеместно используемой моделью в иммунологических 

исследованиях, например при изучении фагоцитоза [103, 104, 111]. 

В свою очередь фагоцитоз при туберкулёзной инфекции является 

ключевым механизмом защиты от патогена [286, 287, 290]. 

Фагоцитоз- это специализированная форма эндоцитоза высших животных 

осуществляемый специфическими клетками (нейтрофилами и моноцитами) [311, 

312, 314].  

Основные этапы фагоцитоза включают: хемотаксис, адгезия, постепенное 

погружение частицы в клетку с формированием фагосомы и фаголизосомы, 

переваривание частицы и удаление не переваренных остатков [86, 159, 218]. 

В соответствии литературных данных, при изучении фагоцитоза в 

процессе моделирования туберкулёзной инфекции на морских свинках были 

использованы различные виды бактерий, в том числе и микобактерии [44]. В свою 

очередь исследований с использованием латексных частиц в качестве объекта 

фагоцитоза в разы меньше. 
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При этом каждый из объектов фагоцитоза характеризуется своими 

преимуществами и недостатками. Так, например микроорганизмы наиболее 

быстро поглощаются фагоцитами, в сравнении с инертным латексом. Вместе с 

тем использование последнего позволяет характеризовать начальные стадии 

фагоцитоза. 

В исследовании было использовано 36 самок морских свинок, альбиносов, 

массой свыше 400 гр., распределенные в 6 групп, по 6 голов.  Животных первой 

группы не сенсибилизировали. Животных 5 групп сенсибилизировали 

внутрикожно, авирулентными микобактериями бычьего вида, в дозе 0,2 мг. 

штамм БЦЖ [34, 106, 108]. Забор крови осуществляли однократно из сердца, на 3 

суки (2 группа), 7 сутки (3 группа), 14 суки (4 группа), 30 сутки (5 группа), через 

24 часа после введения ППД для млекопитающих (6 группа). 

Исследования представляли два последовательных этапа. На первом этапе 

было оценено содержание лейкоцитов в крови морских свинок, в период 

формирования состояния ГЗТ и развития туберкулиновой реакции. На втором 

этапе был изучен фагоцитоз латексных частиц в период формирования ГЗТ и 

развития аллергической реакции на ППД для млекопитающих.  

Результаты оценки процентного содержания лейкоцитов в крови морских 

свинок в период формирования состояния ГЗТ, и развития туберкулиновой 

реакции представлены в таблице 23. 

Анализ проведанных исследований демонстрирует отсутствие влияния 

сенсибилизации морских свинок на процентное содержание палочкоядерных 

лимфоцитов. 

Содержание сегментоядерных нейтрофилов характеризовалось 

изменениями. Так в сравнении с контрольными животными в период 3, 14 суток 

от момента сенсибилизации содержание сегментоядерных нейтрофилов значимо 

не отличались, в то время как в период к 30 суткам, а также после постановки 

теста ГЗТ количество сегментоядерных нейтрофилов возросло в 1,3 раза и 1,4 раза 

соответственно.  
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Таблица 23 – Динамика содержания лейкоцитов в крови морских свинок в 

период формирования состояния ГЗТ, и развития туберкулиновой реакции 

Период после 

сенсибилизаци

и морских 

свинок  

Лейкоциты (средние значения, в %). 

Палочкоядерные 

нейтрофилы 

Сегментоядерные  

нейтрофилы 
Моноциты Лимфоциты Эозинофилы 

Интактные  1,67±0,33 49,33±2,25 2,5±0,67 46,5 ± 2,35 0 

3 суток 0,33±0,21 46,0 ± 1,26 3,17±0,48 50,5 ± 1,48 0 

7 суток 0 45,5 ± 3,24 2,67±0,61 51,83±3,08 0 

14 суток 0,67±0,21 44,67±2,64 3,67±0,49 50,67±2,55 0,33±0,21 

30 суток 0,82±0,33 63,67±2,13 2,67±0,49 33,0±1,89 0 

Через 24 часа, 

после 

постановки 

теста ГЗТ 

0,33±0,21 65,17±2,06 2,33±0,71 32,0±1,63 0,16±0,16 

Анализ содержания моноцитов продемонстрировал отсутствие значимого 

колебания, в зависимости от периода сенсибилизации и постановки теста ГЗТ.  

Оценка содержания в крови морских свинок эозинофилов в различные 

периоды после сенсибилизации не продемонстрировало значимых колебаний. 

Содержание в крови морских свинок лимфоцитов после сенсибилизации на 3 и 7 

сутки характеризовалась незначительным отклонением от аналогичного 

показателя у интактных животных. Вместе с тем к 30 суткам после 

сенсибилизации, а также после постановки теста ГЗТ снижение лимфоцитов 

составило в 1,5 раза, а также в 1,7 раза соответственно. Наиболее наглядно 

результаты представлены на рисунке 2. 

Таким образом, выявлено, что к периодам развития состояния ГЗТ у 

лабораторных животных сенсибилизированных авирулентными микобактериями, 

а также формирования туберкулиновой реакции на введение микобактериального 

аллергена- туберкулина для млекопитающих возрастает количество 

сегментоядерных нейтрофилов, при снижении количества лимфоцитов. 
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Рисунок 2- Содержание нейтрофилов крови морских свинок, в различные 

периоды развития состояния ГЗТ. 

Следующим этапом исследования была оценка фагоцитоза латексных 

частиц, в период формирования ГЗТ и развития аллергической реакции на ППД 

для млекопитающих. Результаты представлены в таблице 24. 

Таблица 24– Динамика фагоцитарной активности нейтрофилов крови 

морских свинок в период развития состояния ГЗТ, а также постановки 

туберкулиновой пробы 

Показатель  

Период после сенсибилизации морских свинок 

Интактные 3 суток 7 суток 14 суток 30 суток 
После  

теста ГЗТ 

Процент  

фагоцитоза  
30,67±3,05 13,83±1,87 35±4,76 52,16±6,09 10,5±1,89 14,16±1,68 

Фагоцитарное 

число  
3,67±0,56 0,93±0,26 6,0±1,26 14,83±2,3 14,0±1,91 9,67±1,2 

Фагоцитарная активность нейтрофилов крови морских свинок от момента 

сенсибилизации и весь последующий период характеризовалась  

периодичностью. 

Так на 3 сутки, после сенсибилизации морских свинок, процент фагоцитоза 

снизился в 2 раза, в то время как на 14 сутки указанный параметр в 2 раза 

превышал изначальные значения, вновь снижаясь к 30 суткам, а также после 

постановки теста ГЗТ. 

Угнетение поглотительной активности нейтрофилов крови морских свинок 

регистрируется на третье сутки от момента внутрикожного введения морским 
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свинкам микобактерий M. bovis БЦЖ, с последующим увеличением 

фагоцитарного числа более чем в 2 раза, в сравнении с не иммунными 

животными, что свидетельствует об активации поглотительной функции, на фоне 

снижения процента фагоцитирующих нейтрофилов. Причем процент фагоцитоза 

был максимальным на 14 сутки, после сенсибилизации морских свинок. 

Динамические изменения фагоцитарной активности нейтрофилов представлены 

на рисунке 3.  

 

Рисунок 3- Фагоцитарная активность нейтрофилов крови морских свинок, 

в различные периоды развития состояния ГЗТ. 

 

Рисунок 4- Фагоцитоз латексных частиц нейтрофилами крови морских 

свинок иммунизированных микобактериями бычьего вида. 
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Таким образом, максимальная интенсивность фагоцитоза регистрируется 

на 14 сутки с последующим угнетением на 30 сутки, а также после постановки 

теста ГЗТ. 

При туберкулёзной инфекции регистрируются 3 фазы изменения 

лейкоцитарной формулы. Так первая фаза является нейтрофильной, при которой 

количество лимфоцитов и моноцитов уменьшается, эозинофилы отсутствуют, а 

доля  нейтрофилов повышена [85, 159, 218]. 

Выявленные изменения содержания сегментоядерных нейтрофилов и 

лимфоцитов согласуется с литературными данными [231] характеризующие 

нейтрофильную фазу туберкулёзной инфекции и может быть использована при 

моделировании.  

Таким образом, у морских свинок, сенсибилизированных микобактериями 

бычьего вида, к периоду развития туберкулиновой аллергии возрастает 

количество сегментоядерных нейтрофилов, но снижается количество 

лимфоцитов. Максимальная интенсивность фагоцитоза, после сенсибилизации 

морских свинок микобактериями бычьего вида,  регистрируется на 14 сутки и с 

последующим снижением как на 30 сутки, так и после постановки теста ГЗТ с 

ППД - туберкулином для млекопитающих. 

 

4.4.  Совершенствование тестов оценки иммунобиологических параметров 

микобактериальных аллергенов на лабораторных животных 

 

 

4.4.1. Разработка инструментальных средств оценки 

иммунобиологических параметров микобактериальных аллергенов 

 

 

Тесты изучения биологических характеристик туберкулиновых аллергенов, 

на сенсибилизированных морских свинках, включают несколько этапов. Одним из 

этапов является определение границ воспалительного процесса (в местах 

введения разведений испытуемого и контрольного препаратов). Указанная 
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манипуляция осуществляется посредством детализирования мест развития 

реакции гиперчувствительности гелевой ручкой и дальнейшим перенесением 

линейных размеров на прозрачную пленку (целлофан) [31, 216]. Данный этап 

является длительным и трудоёмким, предполагающий фиксацию каждого 

животного и обеспечение стандартного натяжения кожи (так как при различном 

натяжении кожных покровов, линейные размеры меняются) [199, 259].  

Снижение влияния перечисленных негативных параметров можно 

реализовать применением электронных технических приспособлений. Так, 

например, в настоящее время предложены различные технические устройства для 

визуального исследования повреждений кожных покровов применяемые в 

медицинской и лабораторно-криминалистических практиках [177, 178]. 

Очевидно, что использование технического приспособления позволит значимо 

улучшить методы оценки биологических характеристик микобактериальных 

туберкулинов.  

Детальный анализ разработанных кожных анализаторов демонстрирует 

невозможность их использования для оценки биологических характеристик 

туберкулиновых аллергенов. Так техническое приспособления для анализа 

кожной реакции ГЗТ у сенсибилизированных морских свинок должно 

фиксировать и обеспечивать стандартное натяжение кожи, обеспечивать 

равномерный рассеянный световой поток. Перечисленные характеристики 

являются основанием для проектирования технического приспособления для 

оценки биологических параметров микобактериальных туберкулинов. 

Принимая во внимание заявленные технические параметры, было 

спроектировано техническое устройство. Техническое приспособление 

представлено следующими элементами: легкий дюралюминиевый корпус с 

вмонтированным цифровым устройством формирования изображения. 

Устройство формирования цифрового изображения дисплеем обращено вверх, 

объективом к кожной поверхности с сформированной реакцией ГЗТ. Кроме того в 

нижней части технического приспособления имеются источники света, с 

различными спектрами излучения. В основании устройства имеется масштабная 
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линейка в миллиметрах. Жесткий корпус при учете аллергической реакции 

позволяет снижать погрешности, обусловленные дыхательными движениями 

животного и одновременно осуществлять фиксацию. 

При необходимости получения цифрового изображения с заданным 

спектральным диапазоном в устройстве предусмотрен кожух. 

Полученные цифровые снимки кожной реакции гиперчувствительности на 

разведения тестируемого и контрольного аллергенов фиксируются в памяти 

устройства, а в дальнейшем файлы анализируются при помощи фоторедактора на 

ЭВМ. Сформированные цифровые изображения могут быть соотнесены в 

пикселях, либо переведены в миллиметры.  

Далее были проведены сравнительные исследования при тестировании 

биологических показателей микобактериальных туберкулинов стандартного 

способа учета и при помощи разработанного технического устройства. 

Исследования проводили на морских свинках сенсибилизированными 

авирулентными микобактериями бычьего вида. Исследования были проведены 

двумя специалистами. 

 

Рисунок 5 – Кожная реакция ГЗТ на различные разведения ППД для 

млекопитающих у морской свинки, сенсибилизированной M. bovis БЦЖ (одно 

деление равно 2 мм.). 

 

Так первоначально один специалист осуществил исследований аппаратным 

способом. В дальнейшем другой специалист провел исследование стандартным 
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подходом, при использовании прозрачной пленки. Полученные результаты 

анализировались. Материалы исследования представлены в таблице 25. 

Таблица 25 – Визуальный и аппаратный способы оценки биологической 

активности ППД для млекопитающих. 

Показатели  

Визуальный способ Аппаратный способ 

Туберкулин для млекопитающих 

Тестируемый Контроль Тестируемый Контроль 

Дозы, МЕ 25 5 1 25 5 1 25 5 1 25 5 1 

Среднее значение 

реакции ГЗТ, мм. 1
9

,0
 

1
5

,4
 

1
2

,6
 

1
9

,8
 

1
6

,0
 

1
1

,8
 

1
7

,8
 

1
4

,9
 

1
1

,1
 

1
7

,4
 

1
4

,9
 

1
1

,6
 

Значение 

активности, МЕ/см3 9300  9900  

Доверительный 

интервал, при 

р=0,95 
73% - 135% 62%-161% 

 

Сравнительный анализ результатов исследования визуального способа и 

аппаратного способа, представленные в таблице демонстрируют достоверный 

результат на уровне р=0,95, при соответствии доверительного интервала 

значениям 50-200%: визуальный способ (73-135%); аппаратный способ (62-161%). 

Анализ значения биологической активности, в соответствии требований ВОЗ 

сопоставляемых туберкулинов должна соответствовать ± 0,2 от значения 

активности равного единице, или ± 20% от номинального значения активности 

равного 10000 (Активность=100±20% или от 80 до 120%). Таким образом, 

используя визуальный способ как контрольный, а аппаратный как сравниваемый 

получаем: (9900х100)/9300 =106%, что полностью соответствует требуемому 

интервалу. 

Многократное тестирование биологических параметров микобактериальных 

аллергенов (активности и специфичности) продемонстрировало эргономичность 

технического устройства при проведении исследования. 

Таким образом, разработано техническое устройство приемлемое для 

оценки биологических параметров микобактериальных аллергенов. 
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4.4.2. Разработка программного обеспечения определения 

иммунобиологических параметров качества микобактериальных аллергенов 

 

 

Заключительным этапом лабораторных тестов определения биологических 

параметров микобактериальных аллергенов (активности и специфичности) 

является статистическая обработка количественных значений кожной реакции 

ГЗТ – доза, в соответствии стандартных формул [216]. При этом, статистический 

анализ, возможно, осуществить, используя расчет с помощью электронных 

вычислительных систем (инженерных калькуляторов) или посредством 

специализированного программного обеспечения на ЭВМ [102]. 

Принимая во внимание специфические требования в отношении 

программного обеспечения применимого для статистической оценки параметров 

качества микобактериальных аллергенов и отсутствие её коммерческих 

вариантов, следующим этапом диссертационной работы была разработка 

программного обеспечения, позволяющего осуществить расчет биологических 

параметров микобактериальных аллергенов. Разработка программного 

обеспечения была проведена в среде программирования Embarcadero RAD Studio 

DelphiXE4 (ObjectPascal), операционная система: Windows.  

Известно, что методически методы определения параметра активность и 

параметра специфичность туберкулиновых аллергенов сходны, за исключением 

применяемых доз, количества разведений, а также использованием в одном 

случае гомологичного туберкулина (активность) и гетерологичного 

(специфичность) как контроля. При этом активность выражается в 

соответствующих эквивалентных Международных единицах, в то время как 

специфичность в процентах. 

Так биологическая активность туберкулина для млекопитающих должна 

соответствовать диапазону: 6600 МЕ-15000 МЕ; биологическая активность 

туберкулина для птиц должна равняться диапазону: 18500 МЕ-  32500 МЕ; 

активность комплексного аллергена из атипичных микобактерий (все варианты 
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КАМ, КАМ-2, КАМ-3) должна быть эквивалентной диапазону: 5000 - 10125 ЕД; 

параметр биологическая активность комплексного аллергена «Параавиум» в 

соответствии Международных требований должен соответствовать диапазону: 

18500 ЕД-32500 ЕД, и также может быть выражен в Международных единицах. 

Результаты разработки специализированного софта для расчета параметров 

активности и специфичности представлены на рисунках 6 и 7. 

При разработке дизайна софта исходили из того, что для расчетов 

необходимы следующие входные данные: дата проведения исследования, дата 

выпуска серии препарат, дата иммунизации лабораторных животных, 

наименование препарата, активность контрольного туберкулина, а также 

интенсивность туберкулиновой реакции на различные разведения тестируемого и 

контрольного туберкулинов. Предложенный софт рассчитывает и формирует в 

удобном варианте для восприятия значения: логарифма, антилогарифм 

активности, активность, определённая в соответствующих единицах. Кроме того 

рассчитываются ошибка, доверительный интервал. В софте имеются справочные 

данные, а также возможность печати документа.  

 

Рисунок 6 – Вариант  программного анализа параметра активность туберкулина 

для млекопитающих. 
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Рисунок 7 – Вариант  программного анализа параметра специфичность 

туберкулина для млекопитающих 

Учитывая требования нормативов использования необходимого количества 

животных (не менее 8) в софте интегрированы функция добавить необходимое 

количество животных. При игнорировании указанной функции автоматически 

расчет осуществляется с учетом 10 животных. После осуществления всех 

расчетов и выхода из софта, автоматически предлагается сохранить результат. 

Таким образом, разработан специализированный софт, позволяющий 

осуществлять статистическую обработку результатов при оценке биологических 

параметров туберкулиновых аллергенов, в том числе и перспективных. 
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4.4.3. Совершенствование способов оценки иммунобиологических 

параметров комплексных аллергенов 

 

 

4.4.3.1. Совершенствование способа оценки биологической активности 

КАМ 

 

 

Биологическая активность микобактериальных туберкулинов оценивается 

на лабораторных морских свинках, сенсибилизированных теми видами 

микобактерий, из которых изготавливается аллерген [92, 93, 95]. В свою очередь 

комплексный аллерген из атипичных микобактерий характеризуется сложным 

составом, представленным смесью аллергенов выделенных из  M. scrofulaceum и 

выделенных из M.intracellularae [113, 223].  

Учитывая указанное обстоятельство оценить активность комплексного 

аллергена возможно посредством использования сенсибилизации морских свинок 

микобактериями, из которых приготовлен комплексный туберкулин.  

Также оценить активность комплексного аллергена возможно на 

сенсибилизированных морских свинках микобактериями характеризующиеся 

высокой степенью родства с аллергенами входящими в состав КАМ.  

В соответствии современной номенклатуры [221] микобактерии M. avium и  

M. intracellularae относятся к комплексу M. avium – intracellularae. При этом в 

случае реализации указанного варианта оценить активность КАМ возможно в 

отношении Международного стандарта ППД для птиц. Принимая во внимание 

изложенное следующим этапом исследования была оценка активности КАМ в 

двух группах морских свинок: сенсибилизированных смесью атипичных 

микобактерий, из которых приготовлен КАМ, а также на морских свинках 

иммунизированных микобактериями птичьего вида. 

Тестируемым препаратом является КАМ, а контролем служил ППД 

туберкулин для птиц, эквивалентный по биологической активности в отношении 

Международного стандарта PPD-avium. 
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При реализации исследования в предварительных исследованиях были 

подобраны парные дозировки, обуславливающие приблизительно равнозначную 

интенсивность кожной туберкулиновой реакции. 

Результат исследования оценивали по значению активность, а 

достоверность по доверительному интервалу. Результаты исследования 

представлены в таблице 26. 

Таблица 26 – Оценка параметра активность КАМ в группах морских свинок, 

сенсибилизированных смесью атипичных микобактерий M.intracellularae и 

M.scrofulaceum и M. avium 

Показатели Животные сенсибилизированные 

Сенсибилизац

ия   

смесью микобактерий M. 

intracellulare и  M.scrofulaceum 
M. avium 

Аллергены  КАМ ППД для птиц КАМ ППД для птиц  

Дозы  20 ЕД. 2 ЕД. 
200 

МЕ 
20 МЕ 20 ЕД. 2 ЕД. 

200 

МЕ 
20 МЕ 

М±m 
20,69±

0,70 

11,44±

0,55 

20,19±

0,53 

12,31±

0,74 

17,11±

0,61 

10,0± 

0,40 

19,39±

0,30 

14,11± 

0,61 

N 9 9 

R 0,95  0,31  
Доверительный 

интервал  
(50-200%, 

р=0,95) 

71-140 % 70-142% 

Результаты исследования, изложенные в таблице, демонстрируют 

различную биологическую активность КАМ, в отношении ППД для птиц в группе 

животных сенсибилизированных смесью микобактерий, гомологичных КАМ, а 

также в группе животных сенсибилизированных птичьими патогенными 

микобактериями. Так в группе морских свинок иммунизированных атипичными 

микобактериями двух видов, коэффициент активности соответствовал 0,95, в то 

время как аналогичный показатель в группе морских свинок иммунизированных 

птичьими микобактериями равнялся 0,31. При этом результат, полученный в двух 

группах, являлся достоверным (доверительный интервал в обоих случаях 

соответствовал диапазону 50 - 200%). При этом определяя соотношение 

коэффициентов активности, полученные в двух группах определяется 

соотношение равное трём. Полученный результат свидетельствует о большей 

степени гомологии КАМ в отношении сенсибилизации лабораторных животных 
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атипичными микобактериями разных видов, в сравнении с группой животных 

иммунизированных птичьими микобактериями. 

Учитывая предпочтительность использования в качестве контроля в 

отношении КАМ комплексного аллергена и сенсибилизации атипичными 

микобактериями были проведены исследования по разработке контрольной серии 

комплексного аллергена. 

В результате было получено два моноаллергена сублимированные в 

условиях вакуума. Оценка биологической активности моноаллергенов определена 

в гомологичной сенсибилизации с определением минимального количества белка 

обуславливающего требуемую интенсивность кожной реакции ГЗТ. При 

приготовлении разведений моноаллергенов использован интервал равный 2,5. 

Результаты исследования изложены в таблице 27 и таблице 28. 

Таблица 27 – Определение активности моноаллергена M. intracellularae, на 

морских свинках иммунизированных микобактериями M. intracellularae 

Показатели Доза мг. белка в дозе 

0,03 0,012 0,00483 0,0019 0,00073 0,00031 

М±m 
17,42 

±0,66 

15,58 

±0,83 

13,25 

±1,04 

12,25 

±1,13 

7,42 

±0,2 

6,42 

±0,24 

Таблица 28 – Определение активности моноаллергена M. scrofulaceum, на 

морских свинках иммунизированных микобактериями M. scrofulaceum 

Показатели Доза мг. белка в дозе 

0,1032 0,04128 0,016512 0,0066048 0,00264 0,00105 

М±m 
16,58 

±1,23 

13,75 

±1,13 

10,75 

±1,07 

10,58 

±0,72 

7,33 

±0,33 

4,08 

±1,36 

Оценку 1 ЕД определяли исходя из следующих положений: 

1. ЕД должна обеспечивать реакционность у всех использованных 

сенсибилизированных морских свинок (при использовании подобранных ранее 

условий сенсибилизации); 2. Реакционность определять при значении реакции 

около 7 мм. 

В результате проведенных исследований 1 Единица моноаллергена M. 

intracellularae составляет 0,000773 мг., а моноаллергена M.scrofulaceum 

составляет 0,00264 мг. 
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Таким образом, оценку биологической активности комплексного аллергена 

из атипичных микобактерий целесообразно оценивать на гомологичной 

сенсибилизации морских свинок M. scrofulaceum и M.intracellularae.  

 

 

 

4.4.3.2. Совершенствование способа оценки специфичности КАМ 

 

 

Известно, что микобактериальная клетка характеризуется сложным 

строением, и до сих пор многие вопросы строения микобактериальной клетки не 

изучены. При этом особенностью рода микобактерий является антигенный состав, 

причем микобактерии разных видов содержат как видовые, так и родовые [113, 

272, 332].  

Туберкулиновые аллергены, характеризующиеся высоким содержанием 

родовых антигенов являются не приемлемыми для практики диагностикумами 

[73, 93, 376]. Поэтому современные классические технологии изготовления 

микобактериальных аллергенов разработаны с учетом значительного снижения 

содержания родовых антигенов и увеличения содержания видовых аллергенов в 

туберкулине [7, 8, 180].  

При этом косвенным способом оценки влияния родовых антигенов на 

диагностические свойства микобактериального аллергена возможно 

использованием критерия специфичность. 

В соответствии различных нормативных литературных источников 

определение параметра специфичность туберкулина очищенного для 

млекопитающих проводится на лабораторных животных (морских свинках) 

иммунизированных микобактериями птичьего вида, в то время как туберкулина 

для птиц, на лабораторных животных иммунизированных микобактериями 

бычьего вида [216, 322, 387]. 

Ранее, в отношении комплексного аллергена из атипичных микобактерий, 

был разработан способ оценки специфичности, который предполагал 
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сравнительные исследования в двух группах морских свинок, иммунизированных 

микобактериями бычьего вида (одна группа) и одновременно атипичными 

микобактериями, из которых приготовлен КАМ. При этом использовалась одна 

доза КАМ и одна доза туберкулина для млекопитающих. Выраженность 

аллергической реакционности на тот или иной препарат оценивался по критерию 

знаков (методике аналогичной при тестировании крупного рогатого скота) [7, 54]. 

Вместе с тем описанная практика контроля специфичности комплексного 

аллергена не соответствует современным Международным практикам. 

Следующим этапом исследования была разработка способа оценки 

специфичности комплексного аллергена из атипичных микобактерий, в 

соответствии требований современных Международных практик. При этом 

оценку специфичности комплексного аллергена следует осуществлять в двух 

группах морских свинок: иммунизированных гомологичными микобактериями; 

иммунизированных гетерологичными микобактериями.  

Также необходим подбор оптимальных доз микобактериальных аллергенов: 

КАМ и ППД для млекопитающих, позволяющие проводить сравнительную 

оценку специфичности. Подбор дозировок микобактериальных туберкулинов 

предусматривал оценку аллергической реакционности, как в гомологичной, так и 

в гетерологичной системах иммунизации, при соответствии диапазону от 8 до 25 

мм. Очевидно, что максимальные дозировки должны обуславливать не более 25 

мм. реакционность, в то время как минимальные не менее 8 мм., у всех животных 

особей. 

Проведенные комплексные исследования в группе морских свинок 

иммунизированных микобактериями бычьего вида продемонстрировали 

целесообразность применения доз комплексного аллергена: 675 ЕД и 25 ЕД 

(между дозами интервал составил 27), в то время как туберкулина для 

млекопитающих: 25 МЕ и 1 МЕ (между дозами интервал составил 25). 

Также в группе лабораторных животных иммунизированных атипичными 

микобактериями, из которых приготовлен комплексный аллерген дозировки в 

отношении КАМ должны соответствовать: 40 ЕД и 4 ЕД (между дозами интервал 
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составил 10), в то время, как туберкулина для млекопитающих: 1000 МЕ и 100 МЕ 

(между дозами интервал составил 10). Результаты исследования представлены в 

таблице 29. 

Таблица 29 – Оценка эквивалентности расчетных доз КАМ и ППД для 

млекопитающих 

Показа

тели 

Морские свинки сенсибилизированные  

Микобактериями бычьего вида Смесью атипичных микобактерий  

Препарат Препарат 

КАМ  
ППД для  

млекопитающих 
КАМ 

ППД для  

млекопитающих 

 Доза  675 ЕД 27 ЕД 25 МЕ 1 МЕ 40 ЕД 4 ЕД 1000 МЕ 100 МЕ 

КАМ серия № 1 

М±m, 

мм. 

19,94± 

0,87 

14,22± 

0,85 

18,5± 

0,47 

12,61± 

0,65 

15,75± 

0,31 

11,0± 

0,49 

16,67± 

0,38 

11,33± 

0,41 

ПРЖ 100 100 100 100 100 100 100 100 

КАМ серия № 2 

М±m, 

мм. 

20,63± 

0,74 

14,83± 

0,64 

19,75± 

0,86 

13,29± 

0,48 

16,13± 

0,69 

11,31± 

0,48 

12,75± 

0,65 

9,94± 

0,61 

ПРЖ 100 100 100 100 100 100 100 100 

КАМ серия № 3 

М±m, 

мм. 

18,33± 

0,37 

12,61± 

0,54 

17,83± 

0,57 

12,5± 

0,22 

18,69± 

0,56 

13,63± 

0,97 

17,31± 

0,36 

12,44± 

0,63 

ПРЖ 100 100 100 100 100 100 100 100 

Сокращения: ПРЖ- процент реагирующих животных. 

Из полученных результатов исследования видно, что расчетные дозы КАМ 

и дозы аллергена для млекопитающих в группе морских свинок, 

сенсибилизированных микобактериями бычьего вида, характеризуются 

выраженной реакцией ГЗТ и соответствующие интервалу 8-25 мм. Процент 

реагирующих животных соответствовал 100. 

Кроме того, в группе морских свинок, сенсибилизированных смесью 

атипичных микобактерий видно, что расчетные дозы КАМ: 40 и 4 ЕД и 

туберкулина очищенного ППД для млекопитающих: 1000 МЕ и 100 МЕ 

сопровождается развитием кожной реакции ГЗТ и процентом реагирующих 

животных равном 100 и соответствие диаметра кожной аллергической реакции 

интервалу 8-25 мм. Таким образом, определены дозы аллергенов для оценки 

специфичности КАМ, ППД для млекопитающих в соответствии требованиям 

МЭБ. 

Следующим этапом исследования было сравнение результатов оценки 

специфичности КАМ в соответствии требований МЭБ с результатами 
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определения типоспецифичности КАМ, согласно ранее использованной методики 

[209]. В исследовании были использованы 8 опытных серий КАМ. Результаты 

исследования изложены в таблице 30. 

При осуществлении контроля параметра специфичность серий аллергена 

очищенного из атипичных микобактерий изготовленного в различный временной 

интервал в соответствии требований МЭБ было выявлено, что расчетное значение 

не превышает 10%, при соответствии доверительного интервала границам 50-

200% (р=0,95). Параллельный анализ видовой специфичности КАМ 

демонстрирует в группе животных иммунизированных микобактериями бычьего 

вида, выраженность в достоверно большей аллергической реакционности на 

туберкулин для млекопитающих, и наоборот в группе животных 

иммунизированных аипичными микобактериями выраженность аллергической 

реакционности на комплексный аллерген, в сравнении с туберкулином для 

млекопитающих, на соответствующем уровне достоверности, р=0,95. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



133 
 

 
 

Таблица 30 – Сравнительный анализ способов оценки специфичности аллергена 

комплексного из атипичных микобактерий (КАМ) 

Номер  

серии  

КАМ 

Наименование теста 

Специфичность 

(в соответствии требований МЭБ) 

Видовая специфичность 

(в соответствии требований 

 ТУ 10-19-518-87) 

Сенсибилизация морских свинок 
Микобактериями 

бычьего вида 

Смесью атипичных 

микобактерий 

Микобактериями 

бычьего вида 

Смесью атипичных 

микобактерий 

1 
Процент специфичности -

5,42 %; Доверительный 
интервал 61-164; n =9 

Процент специфичности -

2,21; Доверительный 
интервал 54-185; n =9 

Аллергическая 

реакционность выражена 

на ППД для 
млекопитающих, чем на 

КАМ, n =12;  (р=0,95) 

Аллергическая 

реакционность выражена 
на КАМ, чем на ППД для 

млекопитающих, n =15;  
(р=0,95) 

 

2 
Процент специфичности -

5,61; Доверительный 

интервал 58-170; n =12 

Процент специфичности -

2,93; Доверительный 

интервал 55-182; n =8 

Аллергическая 
реакционность выражена 

на ППД для 

млекопитающих, чем на 
КАМ, n =12;  (р=0,95) 

Аллергическая 

реакционность выражена 

на КАМ, чем на ППД для 
млекопитающих, n =15;  

(р=0,95) 

 

3 
Процент специфичности -

5,83; Доверительный 
интервал 52-192; n =8 

Процент специфичности -

2,26; Доверительный 
интервал 65-192; n =10 

Аллергическая 

реакционность выражена 

на ППД для 
млекопитающих, чем на 

КАМ, n =15;  (р=0,95) 

Аллергическая 

реакционность выражена 
на КАМ, чем на ППД для 

млекопитающих, n =13;  

(р=0,95) 
 

4 
Процент специфичности -

6,18; Доверительный 

интервал 51-196; n =12 

Процент специфичности -
2,97; Доверительный 

интервал 65-153; n =13 

Аллергическая 

реакционность выражена 
на ППД для 

млекопитающих, чем на 
КАМ, n =15;  (р=0,95) 

Аллергическая 
реакционность выражена 

на КАМ, чем на ППД для 
млекопитающих, n =19;  

(р=0,95) 

 

5 
Процент специфичности -

6,54; Доверительный 
интервал 51-194; n =9 

Процент специфичности -

3,55; Доверительный 
интервал 79-127; n =9 

Аллергическая 

реакционность выражена 

на ППД для 
млекопитающих, чем на 

КАМ, n =15;  (р=0,95) 

Аллергическая 

реакционность выражена 
на КАМ, чем на ППД для 

млекопитающих, n =16;  

(р=0,95) 
 

6 

Процент специфичности -

5,19 Доверительный 

интервал 52-193;  
n =10 

Процент специфичности -
2,96; Доверительный 

интервал 64-156; n =11 

Аллергическая 

реакционность выражена 
на ППД для 

млекопитающих, чем на 

КАМ, n =15;  (р=0,95) 

Аллергическая 
реакционность выражена 

на КАМ, чем на ППД для 

млекопитающих, n =15;  
(р=0,95) 

 

7 

Процент специфичности -

6,16 Доверительный 
интервал 50-199;  

n =10 

Процент специфичности -

2,37; Доверительный 
интервал 67-149; n =10 

Аллергическая 
реакционность выражена 

на ППД для 
млекопитающих, чем на 

КАМ, n =13;  (р=0,95) 

Аллергическая 

реакционность выражена 

на КАМ, чем на ППД для 
млекопитающих, n =15;  

(р=0,95) 
 

8 

Процент специфичности -

7,05; Доверительный 

интервал 61-162;  
n=10 

Процент специфичности -
1,54; Доверительный 

интервал 56-179; n =10 

Аллергическая 

реакционность выражена 
на ППД для 

млекопитающих, чем на 

КАМ, n =17;  (р=0,95) 

Аллергическая 
реакционность выражена 

на КАМ, чем на ППД для 

млекопитающих, n =16;  
(р=0,95) 

 

Примечание: препарат считается специфичным при значениях до 10% и доверительном интервале от 50 

до 200% 
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Таким образом, предложен вариант оценки специфичности комплексного 

аллергена из типичных микобактерий в соответствии требований МЭБ. 

 

 

4.5. Изучение стабильности иммунобиологических свойств 

микобактериальных аллергенов длительного периода хранения 

 

 

Стабильность иммунобиологических параметров микобактериальных 

аллергенов, в период гарантированного хранения является залогом 

эффективности аллергической диагностики микобактериальных инфекций 

животных [136, 137]. 

В настоящее время все коммерчески производимые микобактериальные 

аллергены являются стабильными лекарственными формами в заданный период, 

что характеризует эффективность применяемых технологий получения и 

подтверждается в результате испытаний в соответствующих референтных 

лабораториях. 

Вместе с тем фундаментально значение имеет оценка стабильности 

иммунобиологических свойств микобактериальных аллергенов хранившиеся в 

течение длительного периода времени (многократно превышающем 

гарантированный период хранения), изготовленные в соответствии различных 

технологий. 

Для проведения оценки стабильности микобактериальных аллергенов были 

использованы следующие образцы: АТК, безальбумозный туберкулин,  HCSM 

туберкулин. 

В послевоенный период (1946 году) ветеринарный специалист института 

экспериментальной ветеринарии майор ветеринарной службы Щуревский после 

увольнения из Красной армии привез альттуберкулин для млекопитающих в 

ВИЭВ, где образцы архивировали и хранили, при температуре 2°С-8°С. 

Безальбумозный туберкулин и HCSM туберкулины были любезно 

предоставлены доктором биологических наук, профессором Козловым В.Е. (ФКП 
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«Курская биофабрика»). В свою очередь на предприятие указанные препараты 

были доставлены в 90 годах из ВГНКИ. 

Анализ информации, представленной на первичной и вторичной упаковках 

АТК не позволил определить дату изготовления. Детальный анализ надписей 

представленные на этикетке и упаковочном материалах содержал информацию 

представленную ниже. 

1. Альттуберкулин. На этикетке с препаратом имеется следующая 

информация: Perlsucht – Tuberculin, BeringwerkeA.G., Marburg/L. 5 ml. 

Основываясь на данные словаря иностранных слов первое немецкое слово, 

представленное на этикетке- Perlsucht, аналогично русскому языку обозначающее 

туберкулёз крупного рогатого скота. Также в соответствии www.multitran.com 

слово Perlsucht переводится как бычий туберкулин Роберта Коха. 

На этикетке видны литеры B и W расположенные внутри шестиконечной 

звезды, вероятно означающее: Beringwerke. Принимая во внимание данное 

обстоятельство можно утверждать, что исследуемый препарат изготовлен 

довоенный период, 40 годов прошлого века. 

Отсутствие полной информации относительно немецкого альттуберкулина, 

как в доступной литературе, так и на Интернет ресурсах, служили поводом для 

обращения за дополнительной информацией в Филипс университет в Марбурге. В 

ответ пришла информация в которой указывалось, что указанный препарат был 

произведен в Марбурге в первом-втором десятилетии двадцатого века. 

Препарат расфасован во флаконы из темно-коричневого стекла, 

укупоренный древесной пробкой, которая закатана в бумагу и перевязана нитью и 

опечатана свинцовой пломбой. 
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Рисунок 8. – Perlsucht – Tuberculin. 

2. Туберкулин свободный от альбумоз (Albumose freies Rinder-Tuberculin). 

Описание препарата представлены на первичной (ампулы) и вторичной упаковках 

(коробка). Информация, представленная на первичной упаковке, содержит 

следующую информацию: Препарат протестирован в институте имени Пауля 

Эрлиха, во Франкфурте- на- Майне. Не замораживать, хранить при температуре 

до +15°С. 

Описание на вторичной упаковке: цилиндрические ампулы, содержащие 1,8 

мл. безальбумозного туберкулина для ветеринарного применения. 1 мл. раствора 

туберкулина содержит 50000 МЕ в виде раствора для внутрикожного введения. 
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Кроме того, представлена надпись, аналогичная АТК: BERINGWERKE AG 

MARBURG-LAHN. Дата изготовления: 28.02.86г. 

 

Рисунок 9. – Albumose freies Rinder-Tuberculin. 

 

3. Бычий HCSM туберкулин (Intravac poly tuberculine bovine HCSM). 

Описание препарата представлены на первичной упаковке (ампулы) и вторичной 

упаковке (коробки) на французском языке. Туберкулин изготовлен с 

использованием штамма микобактерий бычьего вида AN-5. Туберкулин 

используется для постановки внутрикожной туберкулиновой реакции. Титр 10000 

кожных туберкулиновых единиц (эквивалентные 50000 Международным 

единицам). Коробка с препаратом содержит 10 ампул с 1,8 мл. туберкулином. 

Одна диагностическая доза для крупного рогатого скота составляет 0,2 мл. 

Хранить при температуре 2-8°С. Не замораживать, изготовлен в мае 1985 года. 
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Рисунок 10. -Intravac poly tuberculine bovine HCSM 

В доступной литературе сведений о стабильности изучаемых препаратов не 

выявлено. Только в отношении препарата Perlsucht – Tuberculin указано, что его 

биологические характеристики сохраняются не менее 10 лет [210, 211]. При этом 

период гарантированного сохранения биологических свойств равен 5 годам [27]. 

В отношении Albumose freies Rinder-Tuberculin и tuberculine bovine HCSM 

изготовленных по усовершенствованным технологиям, в сравнении с АТК (в 

соответствии первичной и вторичной упаковок) описан предельный срок 

хранения равный 3 годам. 

Анализ доступной зарубежной литературы не позволил выявить 

нормативные документы в отношении производства и контроля указанных 

препаратов, кроме докладов ВОЗ [61-63]. 

 Вместе с тем была выявлена Российская документация по контролю 

альттуберкулина для млекопитающих – ГОСТ 13910-72 и контролю туберкулина 

очищенного ППД для млекопитающих - ГОСТ 16739-88.  

Детальный анализ методов контроля изложенные в Государственном 

стандарте 1972 года продемонстрировал невозможность их реализации на 

современном этапе, ввиду отсутствия Международного стандарта АТК, а также 

необходимого количества больных туберкулезом коров. В тоже время 
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Государственный стандарт туберкулина очищенного ППД для млекопитающих 

1988 года и Государственный стандарт на туберкулины для животных от 2013 

года позволяют осуществить сравнительные исследования туберкулиновых 

препаратов, для диагностики туберкулёза животных, с учетом современных 

требований.  

Поэтому для реализации указанного этапа исследования первоначально был 

проведен анализ методов контроля, в соответствии различных нормативных 

документов.  

В соответствии Международных практик контроля лекарственных 

препаратов одним из методов контроля, который легко реализовать, является 

оценка внешнего вида. Данный вид контроля может быть осуществлен в 

отношении исследуемых туберкулинов. 

Следующим тестом, характеризующим диагностическую эффективность 

туберкулина, является специфичность. При этом ГОСТ на альттуберкулин и 

ГОСТ, используемый в настоящее время, в отношении параметра специфичность 

методически разнятся. Так в соответствии ГОСТа для АТК, препарат является 

специфичным в случае отсутствия воспалительного процесса в месте 

внутрикожной его инъекции. В соответствии современного ГОСТ на туберкулины 

для животных препарат специфичен, если его активность менее 10% в 

гетерологичной системе (сенсибилизации). 

Ключевым параметром качества туберкулиновых аллергенов является 

оценка реактогенности. Тест описан в ГОСТ 16739-88 и ГОСТ 32306-2013 и 

предполагает определение воспалительной реакции, в месте внутрикожной 

инъекции в дозе ¼ диагностической дозировки используемой для крупного 

рогатого скота. Развитие воспалительной реакции не более пяти миллиметров или 

её отсутствие характеризует туберкулин как ареактогенный. 

Важным параметром микобактериальных аллергенов является активность. 

Так в соответствии ГОСТ 13910-72 критерий активность микобактериального 

аллергена оценивался на инфицированном туберкулёзными микобактериями 

крупном рогатом скоте. Пригодным для практического использования являлся 
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препарат характеризующийся формированием в месте внутрикожного введения 

характерной туберкулиновой реакции, соответствующей контрольному образцу 

туберкулина. 

В соответствии современного ГОСТ 32306 определение параметра 

активность туберкулина для млекопитающих проводится в сравнении с 

контрольным аллергеном на морских свинках сенсибилизированных 

гомологичными микобактериями. 

Исторический анализ литературных источников демонстрирует, что в 

период производства Perlsucht – Tuberculin в Марбурге, актуальным являлся 

впервые предложенный Международный стандарт для АТК. При этом одна 

единица активности соответствовала 100000 МЕ/мл. 

С введением в практику аллергодиагностики очищенных форм ППД в 1952 

году был предложен Международный стандарт PPD-S, c содержанием в 1мг-

50000 МЕ (IU), а с учетом восстановления жидкой формы из сублимированного 

состояния в растворителе 1 мг белка соотносилось с 1 мл раствора, в результате 

чего получалась активность 50000 МЕ/см3 [216]. 

Указанный Международный стандарт действовал в период производства 

Albumose freies Rinder-Tuberculin и tuberculine bovine HCSM. 

Диагностическая способность микобактериального аллергена (не зависимо 

АТК или туберкулина ППД для млекопитающих) идентифицировать не менее 80-

90% инфицированных патогенными микобактериями особей характеризовалась 

как одна единица [136, 216]. 

Очевидно, что исследуемые микобактериальные аллергены не зависимо от 

периода их изготовления характеризуются диагностической эффективностью. 

Имеющиеся в распоряжении современные Интернациональные стандарты 

туберкулина для млекопитающих и птиц позволяют провести сравнительное 

изучение активности тестируемых туберкулинов и результаты интерпретировать в 

используемых современных единицах активности.  

Резюмируя результаты анализа методов контроля исследуемых 

туберкулинов, очевидно, что оценку стабильности биологических свойств 
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возможно оценить по критериям активности (в гомологичной и гетерологичных 

системах), реактогенности, а также внешнему виду. 

Макроконтроль АТК, а также HCSM продемонстрировал соответствие 

нормативному документу ГОСТ 13910-72 (коричневая, непрозрачная, вязкая 

жидкость, без признаков расслоения). В свою очередь туберкулин свободный от 

альбумоз характеризовался коричневым цветом, прозрачный при просмотре, но 

при взбалтывании визуализировались кристаллы, которые легко растворились.  

Оценка содержимого объема исследуемых микобактериальных аллергенов 

выявило соответствие объема, указанного на этикетках, что исключает 

возможность испарения жидкой части и концентрирования микобактериальных 

белков. 

После проведения макроконтроля оценивали параметр активность на 

морских свинках, иммунизированных живыми авирулентными микобактериями 

бычьего вида. При оценке биологической активности микобактериальных 

аллергенов титрование осуществляли из расчета предполагаемого содержания в 

см3 раствора 10000 Международных единиц. Результаты исследования изложены 

в таблицах 31, 32, 33. 

Таблица 31 – Биологическая активность Perlsucht – Tuberculin 

Номер 

морской 

свинки 

 

Perlsucht – Tuberculin (АТК) 
Эталон ППД для  

млекопитающих  

дозы, ЕД  дозы, МЕ 

25 5 1 25 5 1 

1 20,0 16,5 13,0 22,0 15,0 12,0 

2 21,0 15,5 10,5 18,0 16,0 12,0 

3 16,0 17,0 11,5 17,5 16,0 15,0 

4 17,0 13,5 11,5 22,5 15,5 12,5 

5 19,0 14,0 11,5 18,5 15,5 11,0 

6 18,0 16,0 13,0 18,0 16,5 11,0 

7 17,5 15,5 12,0 18,5 15,0 12,0 

8 19,0 16,0 12,0 20,0 16,0 12,5 

M±m 
18,44± 

0,58 

15,50± 

0,42 

11,71± 

0,27 

19,0± 

0,61 

15,79± 

0,17 

12,29± 

0,48 

Биологическая активность 8000 МЕ/см3
 

Доверительный интервал 72%-139% (р=0,95) 
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Таблица 32 – Биологическая активность Albumose freies Rinder-Tuberculin 

Номер 

морской 

свинки 

 

Albumosefreies 

Rinder-Tuberculin 

Эталон ППД для  

млекопитающих 

дозы, ЕД  дозы, МЕ 

25 5 1 25 5 1 

1 14,5 12,0 8,0 21,5 17,0 14,5 

2 15,0 10,0 8,0 22,0 17,5 15,0 

3 14,5 10,5 8,5 21,5 17,5 16,0 

4 15,0 10,5 10,0 20,5 17,5 15,5 

5 15,5 10,5 9,5 18,5 16,5 14,5 

6 15,5 10,0 9,0 22,5 17,0 15,5 

7 17,0 12,0 10,0 18,5 16,5 15,0 

8 15,5 10,5 8,0 19,0 18,5 14,0 

9 15,0 12,5 10,0 19,5 18,0 14,5 

10 15,0 12,0 10,5 20,0 18,5 10,0 

M±m 
15,25± 

0,23 

11,05± 

0,3 

9,28± 

0,30 

20,22± 

0,47 

17,50± 

0,24 

14,44± 

0,56 

Биологическая активность 500 МЕ/см3
 

Доверительный интервал 73-137% (р=0,95) 

 

Таблица 33 – Биологическая активность tuberculine bovine HCSM 

Номер 

морской 

свинки 

 

Tuberculine bovine HCSM 
Эталон ППД для  

млекопитающих 

дозы, ЕД  дозы, МЕ 

25 5 1 25 5 1 

1 12,0 9,0 8,5 22,0 16,5 13,0 

2 14,5 10,0 8,5 22,5 16,5 14,5 

3 12,0 9,0 8,5 21,5 18,5 16,0 

4 14,5 12,0 8,0 22,5 17,0 14,5 

5 16,5 10,0 9,5 20,0 16,0 12,5 

6 14,0 12,5 9,0 23,0 16,5 14,5 

7 16,5 12,5 9,5 22,5 18,5 17,0 

8 14,0 10,5 8,0 20,5 16,5 14,5 

9 14,5 10,0 9,5 20,5 18,0 16,0 

10 14,5 10,0 8,5 22,5 21,0 17,5 

M±m 
14,30± 

0,48 

10,55± 

0,42 

8,78± 

0,20 

21,72± 

0,35 

11,61± 

0,5 

15,22± 

0,49 

Биологическая активность 200 МЕ/см3
 

Доверительный интервал 70-143% (р=0,95) 
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Результат определения параметра активность немецкого АТК 

демонстрирует значение 8000 МЕ (в соответствии современного 

Интернационального стандарта), что соответствует требуемому диапазону: от 

6600 до 15000 МЕ на миллилитр. Это означает, что использование 

альттуберкулина, для аллергической диагностики туберкулёза позволит выявить 

инфицированных животных. 

Вместе с тем биологическая активность Albumose freies Rinder-Tuberculin и 

tuberculine bovine HCSM характеризовалась пониженными значениями: 500 и 200 

МЕ соответственно на уровне достоверности, соответствующие интервалу 50-

200% (р=0,95). 

Последующие исследования предполагали определение критерия 

специфичность на лабораторных животных иммунизированных живыми 

микобактериями птичьего вида. Результаты исследования специфичности 

туберкулинов представлены в таблицах 34, 35, 36. 

 

Таблица 34 – Определение специфичности Perlsucht – Tuberculin 

Номер 

морской 

свинки 

Perlsucht – Tuberculin 

(АТК) 

Эталон ППД для птиц 

дозы, ЕД дозы, МЕ 

1000 40 50 2 

1 20 13 16,5 8,5 

2 17 14,5 19 11,5 

3 18 14 16 12 

4 24,5 13 17,5 9,5 

5 20 16 17 8,5 

6 18 15 16,5 8,5 

7 25 18 18 10 

8 22 16 17 12 

M±m 20,56± 

1,07 

14,94± 

0,60 

17,19± 

0,34 

10,06± 

0,55 

Специфичность - 41% 

Доверительный интервал 52%-191% (р=0,95) 

    

 



144 
 

 
 

 

Таблица 35 – Определение специфичности tuberculine bovine HCSM 

Номер 

морской 

свинки 

tuberculine bovine HCSM Эталон ППД для птиц 

дозы, ЕД дозы, МЕ 

1000 40 50 2 

1 15,0 9,0 20,5 13,0 

2 17,0 8,0 18,0 13,5 

3 16,0 9,0 20,0 13,0 

4 17,0 8,0 19,0 14,0 

5 16,5 9,5 20,5 11,0 

6 18,0 10,0 20,0 10,0 

7 16,5 10,0 22,0 12,0 

8 18,0 8,5 20,5 14,0 

M±m 
16,75± 

0,36 

9,0± 

0,29 

20,06± 

0,42 

12,56± 

0,52 

Специфичность -1,17% 

Доверительный интервал 66%-153% (р=0,95) 

 

 

Таблица 36 – Определение специфичности Albumose freies Rinder-Tuberculin 

Номер 

морской 

свинки 

Albumose freies Rinder-

Tuberculin 
Эталон ППД для птиц 

дозы, ЕД дозы, МЕ 

1000 40 50 2 

1 17,5 8,5 17,5 12,0 

2 16,0 11,5 19,5 11,5 

3 16,5 10,0 18,0 12,5 

4 14,0 8,5 20,5 13,5 

5 15,5 10,0 22,0 14,5 

6 16,0 11,0 18,5 12,0 

7 14,5 9,5 19,0 10,0 

8 16,5 10,0 20,5 12,0 

M±m 
15,81± 

0,4 

9,88± 

0,37 

19,44± 

0,53 

12,25± 

0,47 

Специфичность -1,1% 

Доверительный интервал 65%-155% (р=0,95) 
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В сравнении с параметром активность немецкий АТК, по результатм 

исследований характеризовался запредельно низкой специфичностью на уровне 

41%, значительно превышающей граничную норму-10%. Вместе с тем 

полученный результат является ожидаемым, так как первоначальная технология 

изготовления туберкулина, предложенная Робертом Кохом, не предусматривала 

очистку целевого аллергена от балластных соединений. Из литературных 

источников известно, что данное обстоятельсвто явилось основанием для 

совершенствования технологии приготовления туберкулина.  

Анализ специфичности и tuberculine bovine HCSM демонстрирует значение 

на уровне 1,17%, а Albumose freies Rinder-Tuberculin на уровне 1,1%. 

Современный эталон ППД для млекопитающих оттитрован в отношении 

Международного стандарта и соответствуют 10000 МЕ/мг PPD-bovine, что 

эквивалентно PPD-S 50000 МЕ/мг, действующего в период производства 

Albumose freies Rinder-Tuberculin и tuberculine bovine HCSM. При этом используя 

теоретический расчет, возможно, определить специфичность. Так активность 

tuberculine bovine HCSM составляет 200 МЕ/см3, получаем выражение 

10000/200=50. То есть активность туберкулина от первоначального значения 

снизилось в 50 раз. Учитывая результаты оценки специфичности и 

предполагаемой линейности получается выражение: 1,17х50=58,5%. 

Аналогично проведенный расчет в отношении Albumose freies Rinder-

Tuberculin демонстрирует следующее: 10000/500 = 20. Таким образом, за период 

хранения активность безальбумозного туберкулина снизилась в 20 раз. Принимая 

во внимание результаты оценки специфичности, полученное значение составляет 

1,1, а с учетом кратности снижения активности: 1,1х20=22%, что в два раза лучше 

в сравнении с АТК и в три раза в сравнении с HCSM. 

Следующим этапом исследования было определение реактогенности 

микобактериальных аллергенов. В соответствии современных требований (ГОСТ 

32306-2013) оценка параметра реактогенность проведена на ранее не 

использованных морских свинках, в трех повторностях, путем внутрикожной 

инъекции ¼ диагностической дозы крупного рогатого скота. Учет реакции был 
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осуществлен через 24 часа, после осуществления инъекции разведений, в дозе 500 

МЕ/0,1 см3. Экспериментальные данные, полученные при оценке реактогенности, 

представлены в таблице 37. 

Таблица 37 – Реактогенность микобактериальных аллергенов 

 

№  

м/св. 

 

Препарат  

АТК 
Туберкулин 

HCSM 
Безальбумозный 

туберкулин 

Туберкулин  

(молекулярное 

фракционирование) 

1 17,5 12,0 0 0 

2 18,0 13,0 0 0 

3 20,0 13,0 0 0 

 

Полученные данные свидетельствуют о высокой реактогенности Perlsucht – 

Tuberculin и tuberculine bovine HCSM, а также ареактогенностью Albumose freies 

Rinder-Tuberculin и туберкулина, производимого в соответствии современной 

технологии (согласно требований ГОСТ 32306-2013, допустимая воспалительная 

реакция не должна превышать 5 мм). 

Резюмируя результаты исследования видно, что по иммунобиологическим 

параметрам микобактериальные аллергены значимо различаются. Так в 

отношении АТК выявилась приемлемая для проведения аллергического 

исследования биологическая активность, но низкая специфичность и высокая 

реактогенность. Альттуберкулин для млекопитающих (АТК) при длительном 

хранении характеризуется стабильностью. HCSM туберкулин и безальбумозный 

туберкулин характеризовались меньшей активностью в сравнении с АТК и 

соответственно стабильностью. 
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4.6. Усовершенствование комплексного аллергена из атипичных 

микобактерий для применения в симультанной пробе с ППД туберкулином для 

млекопитающих 

 

 

Основным документом в Российской Федерации, используемым в 

практической деятельности ветеринарных специалистов определяющий 

диагностику туберкулёза является «Наставление по диагностике туберкулеза 

животных»  от  2002 г. В соответствии указанного нормативного документа 

аллергическая дифференциальная диагностика туберкулёза крупного рогатого 

скота, при проявлении случаев неспецифичской реакционности, осуществляется с 

применением туберкулина для млекопитающих и КАМ, вариантом подобного 

исследования может являться исследование с использованием туберкулина для 

млекопитающих и ППД для птиц (симультанная проба). 

Указанный дуализм, в выборе туберкулина (КАМ или ППД для птиц), при 

осуществлении симультанного исследования обусловлен не одинаковым мнением 

относительно диагностической эффективности вариантов туберкулинов. В 

соответствии экспериментального материала одних исследователей и 

комплексный аллерген из нетуберкулёзных микобактерий и туберкулин для птиц 

обуславливают равнозначную диагностическую эффективность, при 

осуществлении симультанного исследования.  

Исследованиями других авторов демонстрируется противоположный 

результат, свидетельствующий о значимо большей эффективности КАМ, в 

сравнении с ППД для птиц.  

Вместе с тем анализ результатов лабораторных исследований 

демонстрирует крайне низкие значения выявления в патологическом материале от 

крупного рогатого скота микобактерий птичьего вида [130, 132]. Основываясь на 

указанном факте эффективность комплексного аллергена, при проведении 

симультанного исследования, значимо больше, что подтверждается 

исследованиями, проведенными крупными специалистами в области 
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аллергодиагностики животных - А.Н. Шаровым, и А.Х. Наймановым. Вместе с 

тем в настоящее время эффективность симультанной пробы с использованием 

КАМ значительно снизилась, что характеризуется в проявлении неопределенного 

результата. Обозначенная проблема обусловлена несколькими причинами: 

необходимостью наличия большого количества животных с неспецифическими 

реакциями, минимальное значение более 6 (групповое исследование); изменение 

экологии атипичных микобактерий. 

Указанное является основанием для проведения работ по 

усовершенствованию в целом симультанной аллергической пробы. Ключевым в 

данной проблематике является разработка индивидуальной симультанной пробы, 

основанное, прежде всего на использовании усовершенствованных форм КАМ. 

Из производственного технологического регламента, описывающего этапы 

производства комплексного аллергена из атипичных микобактерий известен 

состав КАМ представляющий собой смесь в равнозначной биологической 

активности аллергенов атипичных микобактерий: M. intracellulare (в соответствии 

классификации Раньена относится к 3 группе) и M. scrofulaceum (в соответствии 

классификации Раньена относится ко 2 группе). В свою очередь, согласно 

последних данных по выделению нетуберкулёзных микобактерий из 

патологического материала, полученного от крупного рогатого скота определено, 

что наиболее частым являются изоляты относящиеся к 4 группе по 

классификации Раньена составляющие около 60% [130, 132]. Очевидно, что 

отсутствие аллергенов нетуберкулёзных микобактерий относящиеся к 4 группе в 

рецептуре комплексного аллергена является причиной пониженной 

эффективности. 

Принимая во внимание, перечисленное в лаборатории хронических 

инфекций животных ВИЭВ были проведены комплексные исследования и 

изготовлены усовершенствованные комплексные аллергены, 

классифицированные как КАМ-2 и КАМ-3.  

Комплексный аллерген из нетуберкулёзных микобактерий (КАМ-2) 

представляет собой смесь четырех видовых аллергенов полученных при 
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использовании следующих нетуберкулёзных микобактерий: M. scrofulaceum 

(вторая группа по классификации Раньена), M. intracellularae (третья группа по 

классификации Раньена), M. fortuitum и M.smegmatis  (четвертая группа по 

классификации Раньена). 

Комплексный аллерген из нетуберкулёзных микобактерий (КАМ-3) 

представляет собой смесь трёх видовых аллергенов, полученных при 

использовании следующих микобактерий: M. avium (третья группа по 

классификации Раньена), M. scrofulaceum (вторая группа по классификации 

Раньена), M. fortuitum (четвертая группа по классификации Раньена). 

Оценку диагностических свойств изготовленных комплексных аллергенов 

проводили на морских свинках, сенсибилизированных атипичными 

микобактериями, в сравнении с классическими аллергенами: КАМ, ППД для птиц 

и туберкулином для млекопитающих. При проведении сравнительных 

исследований была использована методика изучения сенсибилизирующих 

свойств нетуберкулёзных микобактерий в соответствии «Наставления по 

диагностике туберкулеза животных»  от  2002 г. 

Исследования были осуществлены на морских свинках 

сенсибилизированных микобактериями различных видов:  M. bovis,  M. avium, M. 

intracellulare, M. scrofulaceum, M. fortuitum. Животных сенсибилизировали по пять 

голов каждым видом атипичных микобактерий. Морских свинок иммунизировали 

микобактериями, в дозе 5 мг., внутримышечно, дважды с интервалом 14 суток. 

Морских свинок одной группы сенсибилизировали микобактериями бычьего вида 

однократно внутрикожно в дозе 0,2 мг. Через 30 суток после первой инъекции 

микобактериями. Результаты сравнительного исследования представлены в 

таблице 38. 

Анализируя результаты исследования, представленные в таблице видно, что 

комплексный аллерген КАМ-3 по параметру активность и специфичность 

превосходит сравниваемые аллергены. 

Так материалы исследований демонстрируют, что в группе морских свинок 

сенсибилизированные микобактериями бычьего вида использование ППД для 
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птиц, КАМ, КАМ-2 характеризовались незначительной реакционностью. Вместе с 

тем использование КАМ-3 характеризовалась отсутствием даже незначительной 

реакции в указанной группы. При этом у животных сенсибилизированные 

микобактериями бычьего вида выявлена положительная реакция на ППД для 

млекопитающих. 

Таблица 38 – Сравнительное изучение диагностической эффективности КАМ -3,  

в сравнении с другими аллергенами 

№ 

гру-

ппы 

Сенсибилизация 

животных 

микобактериями 

№ 

морской 

свинки,  

Аллерген 

ППД- 

млекоп. 

(5 МЕ) 

ППД-

птиц 

(10МЕ) 

КАМ 

(10ЕД) 

КАМ-2 

(10 ЕД) 

КАМ-3 

(10 ЕД) 

Интенсивность реакции ГЗТ 

1. M. bovis 

1 17,5 4,5    4,0    3,5    0     

2 9,5 4,0    4,0    3,0    0     

3 9,5 4,5    4,0    2,0     0     

4 10,0 3,5  4,0  2,0    0     

5 10,0 3,5 3,5 3,0 0 

2. M. scrofulaceum 

1 6,0    3,5    3,5    12,5    15,5    

2 7,0    8,0    3,5    12,0    18,0    

3 7,0    6,0    5,0    12,5    16,5    

4 5,0    3,0    5,5    14,5    18,0 

5 7,5    6,5   8,5    12,5    17,5    

3. M. fortuitum 

1 4,0   8,5    7,0    13,0    13,5    

2 2,0     5,5    7,5    13,0     14,0    

3 5,5    5,0    8,5    11,0    14,5    

4 6,5  4,0    7,5     12,0   14,5    

5 5,5    4,0    7,0    9,5    12,5    

4. M. intracellularae 

1 2,0    7,5    9,0    11,5    16,0    

2 4,5    8,0     9,5    11,5    16,5    

3 7,0    6,5    9,5    10,0    17,0  

4 5,5    6,5   6,5    9,5    13,0    

5 3,0    3,0    4,0     7,0    10,5    

5. M. avium 

1 3,5    9,5    10,0    11,5    17,5    

2 3,5   10,0 7,5    9,5    18,5    

3 4,0    12,5    9,0    9,0    17,5    

4 2,0   10,0   10,5     10,0   19,5   

5 2,0 9,0 10,5 10,0   19,0 

В группе морских свинок иммунизированных микобактериями M. 

scrofulaceum выявлена сниженная реакционность на ППД для птиц и КАМ, в то 

время как регистрировалась повышенная реакционность при использовании 

КАМ-2 и КАМ-3. При сопоставлении аллергической реакционности между 

аллергенами КАМ-2 и КАМ-3 выявляется преимущество последнего. 
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В группе морских свинок иммунизированных микобактериями M. fortuitum 

и M. intracellularae выраженная пониженная реакционность на туберкулин для 

млекопитающих, вместе с тем реакционность КАМ была выше, в сравнении с 

ППД для птиц, КАМ-2 характеризовался более выраженной реакционностью в 

сравнении с КАМ, а КАМ-3 характеризовался более выраженной 

реакционностью, в сравнении с КАМ-2. 

В группе животных сенсибилизированных микобактериями птичьего вида 

выявлено, что интенсивность аллергической реакции более выражена на КАМ-3, 

в сравнении с КАМ-2 и КАМ. 

Также из представленных сравнительных результатов исследования видно, 

что нетуберкулёзные микобактерии: M. intracellularae, M. scrofulaceum, M. 

fortuitum и M. smegmatis, характеризуются наибольшей  сенсибилизирующей 

способностью. Данное обстоятельство является обоснованием использования 

указанных микобактерий для изготовления комплексного аллергена. 

Следующим этапом исследования было изучение стабильности 

комплексного аллергена из атипичных микобактерий – КАМ-3. Результаты 

сравнительного исследования представлены в таблице 39.  

Таблица 39- Стабильность  комплексного аллергена из атипичных микобактерий 

КАМ-3 

Параметры 

стабильности 

Период исследования, месяцы 

П.и. 3 6 9 12 18 24 30 36 

рН 7,21 7,20 7,20 7,20 7,20 7,20 7,20 7,20 7,20 

Содержание 

белка, мг/мл 
0,99 0,98 0,99 0,97 0,98 0,98 0,97 0,99 0,98 

Примечание:*П.и.- после изготовления 

Оценку стабильности аллергена очищенного из атипичных микобактерий 

КАМ-3 осуществляли по параметрам: концентрация водородных ионов (рН) и 

содержанию белка в мл. стандартного раствора [274, 275]. Выбор указанных 

критериев обусловлен тем, что туберкулин контактирует со стеклом флакона и 

резиновой пробкой, при этом указанные поверхности могут влиять на рН 

(защелачивать или закислять раствор). При этом возможно осаждение белка и 
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соответственно снижение  его в растворе аллергена. Также известно, что параметр 

концентрация белка в максимальных значениях коррелирует с параметром 

активность. 

Оценку стабильности осуществляли при установленном температурном 

режиме хранения- 2-8° С в течение первого года, с интервалом три месяца, в 

точение второго и третьего года хранения, с интервалом 6 месяцев. 

Результаты оценки рН в период хранения демонстрирует значение 7,21 – 

7,20, что характеризует лекарственную форму как стабильную. Оценка 

содержания белка в растворе комплексного аллергена характеризуется 

колебанием от 0,99 до 0,97 связанное с ожидаемой погрешностью методики.  

Таким образом, результаты сравнительных исследований демонстрируют, 

что комплексный аллерген КАМ-3 по диагностическим параметрам значимо 

превосходит ППД для птиц, и различные варианты комплексных аллергенов. 

Также сравнительные исследования демонстрируют, что наибольшими 

сенсибилизирующими свойствами характеризуются нетуберкулёзные 

микобактерии: M. intracellularae, M. scrofulaceum, M. fortuitum и M. smegmatis, 

относящиеся ко 2, 3 и 4 группам по классификации Раньена, которые необходимо 

использовать при изготовлении комплексного аллергена для проведения 

симультанной пробы. 

Комплексный аллерген из атипичных микобактерий КАМ-3 

характеризуется высокой стабильностью. 

 

 

4.6.1. Разработка технологии изготовления комплексного аллергена 

«Параавиум» и методик оценки его активности и специфичности 

 

 

При аллергической диагностике паратуберкулеза, различные авторы 

использовали либо ионин (паратуберкулин), изготовленный из микобактерий 

паратуберкулеза, либо туберкулины для птиц, изготовленные только из 

микобактерий туберкулеза птичьего вида [130]. 
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Некоторые авторы указывают, что ППД для птиц, вследствие достаточно 

высокой видовой специфичности эффективен при исследовании животных, 

сенсибилизированных микобактериями комплекса авиум-интрацеллюляре. При 

инфицировании животных другими видами микобактерий, дифференцирующие 

свойства этого аллергена понижаются.  

Значимое повышение диагностической эффективности аллергена может 

быть осуществлено путем получения антигенного коктейля из аллергенов 

различных видов микобактерий (являющиеся наиболее частой причиной 

сенсибилизации) [343, 344, 361]. 

Изложенное, является обоснованием для конструирования нового 

комплексного аллергена для аллергической диагностики паратуберкулеза. Тем 

более, что в доступной литературе имеются противоречивые сведения о 

диагностической ценности моновидовых аллергенов, изготовленных только из 

микобактерий птичьего вида или микобактерий паратуберкулеза. 

Первоначально была разработана технология изготовления комплексного 

аллергена, основу которой составляла технология получения ППД для птиц. 

Технологические этапы представлены ниже. 

Технологические этапы изготовления комплексного аллергена  

«Параавиум» 

Для изготовления комплексного аллергена, используемого при диагностике 

паратуберкулеза мы использовали туберкулиногенный штамм микобактерий 

птичьего вида M. avium № 22-82 и штамм микобактерий паратуберкулеза M. 

avium subs. paratuberculosis №19698 АТСС. Каждый из штаммов культивировали 

на глицериново-картофельной среде в пробирках Ру. Для получения 

комплексного аллергена для диагностики паратуберкулеза проводили 

последовательную адаптацию микобактерий птичьего вида к синтетической 

питательной среде, следующего состава: 

1. Аспарагин- 5,0 гр. 

2. Аммоний лимоннокислый двузамещенный – 2,0 гр. 

3. Калий фосфорнокислый двузамещенный – 5,0 гр. 
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4. Магний сернокислый – 0,5 гр. 

5. Железо сернокислое закисное -0,05 гр. 

6. Глицерин – 50 мл. 

7. Лимонная кислота - 4,0 гр. 

8. Цинк сернокислый – 0,1 гр. 

9. Дистиллированная вода до 1000 мл. 

Выбор указанной питательной среды обусловлен её многолетним 

использованием, при изготовлении микобаткериальных аллергенов, что 

характеризует её оптимальный сбалансированный состав. Технологические этапы 

получения Параавиум представлены ниже. 

1. Периодичность пересева микобактерий M. avium штамм №22-82  и M. 

avium subs. paratuberculosis, штамм 19698 ATCC на глицериново-картофельной 

среде, при температуре 39-40°С, составила 2-3 месяца, период накопления 

биомассы- 10-20 суток. 

Указанные параметры культивирования и пересева отработаны при 

лабораторном и промышленном изготовлении микобактериальных аллергенов. 

2. Адаптация микобактерий M. avium штамм №22-82 и M. avium subs. 

paratuberculosis, штамм 19698 ATCC с глицериново-картофельной среды на 

синтетическую питательную среду. 

3. Выращивание адаптированной культуры M. avium штамм №2282/ M. 

avium subs. paratuberculosis, штамм 19698 ATCC на синтетической питательной 

среде, в течение 50-55 суток, при температуре 39-40°С. 

4. Стерилизация посевов в течение 30 минут, при температуре 120 °С. 

(после накопления микобактериальной биомассы) 

5. Фильтрация через фильтр полотно КФ от бактериальной массы. 

6. Осаждение из КФ ТП 50% р-р. ТХУ при перемешивании. 

7. Отстаивание ТП в течение 16-18 часов при температуре 4-6°С. 

8. Удаление надосадочной жидкости. 

9. Центрифугирование осадка ТП при 2500-3000 об. /мин., 20-25 минут. 

10. Удаление надосадочной жидкости. 
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11. Растворение осадка р-ра. ТП в дистиллированной воде из расчета 1:5. 

12. Подщелачивание р-ра. ТП 10% раствором нашатырного спирта до рН 

7,2-7,4. 

13. Подкисление р-ра. ТП 10% уксусной кислоты до рН 4,0-5,0. 

14.Смешивание р-ра. ТП с равным количеством насыщенного раствора 

сернокислого аммония. 

15.Отстаивание р-ра. ТП 16-18 часов при температуре 4-6°С. 

16.Центрифугирование р-ра. ТП при 3000 об./мин., 20-30 минут. 

17.Удаление надосадка. 

18. Растворение осадка ТП в дистиллированной воде в соотношении 1:5. 

19. Подщелачивание р-ра. ТП 10% раствором нашатырного спирта до рН 

7,4-7,6. 

20. Диализ р-ра. ТП в проточной воде в течение 4 суток. 

21. Подщелачивание р-ра. ТП 10% раствором нашатырного спирта до рН 

7,2-7,4. 

22. Центрифугирование р-ра. ТП при 3000 об. /мин., 30 минут. 

23. Стерильная фильтрация. 

24. Определение концентрации белка р-ра. ТП. 

25. Определение содержания МЕ р-ра. ТП. 

26. Приготовление раствора аллергена на РМА до 25000 МЕ/см3. 

27. Смешивание р-ра. ТП M. avium (25000 МЕ/см3) и р-ра. ТП M. avium subs. 

paratuberculosis (25000 МЕ/см3). 

28. Стерильная фильтрация. 

29. Стерильная фасовка в стерильную первичную упаковку, закатка, 

этикетировка. 

При изготовлении комплексного аллергена осаждение микобактериальных 

белков осуществлено дважды: ТХУ (первый раз) и сернокислым аммонием 

(второй раз). Указанный подход является целесообразным, в связи с получением 

более чистого аллергена (в наибольшей степени происходит концентрация 

микобактериальных белков). 
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Изготовленный комплексный аллерген тестировали на стерильность 

(использованы питательные среды: мясопептонный агар, мясопептонный бульон, 

мясопептонный печеночный бульон, Сабуро, Тиоглеколевая, ФАСТ-3Л), 

активность, специфичность и реактогенные свойства. Высев на питательные 

среды характеризовал препарат как стерильный. Учитывая гомологичность 

комплексного аллергена микобактериям птичьего вида, оценка активности 

осуществлялась на животных сенсибилизированных микобактериями птичьего 

вида. Результаты исследования отображает таблица 40. 

Таблица 40 – Определение биологической активности комплексного аллергена 

«Параавиум» 

Номер 

морской 

свинки 

 

Параавиум 
Эталон ППД для  

птиц 

Предполагаемые дозы  дозы, МЕ 

(125ЕД) (25ЕД) (5ЕД) (125МЕ) (25 МЕ) (5 МЕ) 

1 19 16 11 17 14 11 

2 17 14 10 16,5 15,5 10 

3 18,5 13,5 14 18,5 16 12 

4 18,5 14 11 17,5 15 11,5 

5 17,5 14,5 11,5 18 16,5 13 

6 17,5 12,5 8,5 15 12,5 9,5 

7 18,5 15,5 10 18,5 15,5 10 

8 17,5 14 10 18 13 8,5 

9 17,5 13,5 11,5 18,5 14,5 11 

M±m 
17,94± 

0,23 

14,17± 

0,35 

10,83± 

0,51 

17,50± 

0,39 

14,72± 

0,45 

10,72± 

0,46 

Содержание МЕ/см3 раствора = 25000 

Доверительный интервал 74-135% (р=0,95) 

 

Табличные данные характеризуют параметр биологическая активность 

комплексного аллергена аналогичную номинальной контролю ППД для птиц, и 

предполагает оценку активности на морских свинках, сенсибилизированных 

микобактериями птичьего вида. 

Принимая во внимание гетерологичность комплексного аллергена 

микобактериям бычьего вида, специфичность была определена на лабораторных 

животных, иммунизированных авирулентными микобактериями бычьего вида. 

Результаты оценки специфичности комплексного аллергена представлены в 

таблице 41. 
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Оценка специфичности комплексного аллергена «Параавиум» 

продемонстрировало значение равное 3,6%, что соответствует требованиям МЭБ 

(до 10%). Таким образом, указанный подход также может быть использован в 

дальнейшем для оценки специфичности комплексного аллергена. 

Таблица 41 – Определение специфичности комплексного аллергена «Параавиум» 

Номер 

морской 

свинки 

Параавиум 
Эталон ППД для 

млекопитающих 

Предполагаемые дозы  дозы, МЕ 

(500ЕД) (20ЕД) (25 МЕ) (1 МЕ) 

1 17 12,5 18,5 13 

2 18 10,5 17,5 10 

3 18,5 8,5 20 14 

4 19 9 17,5 11 

5 20,5 9 17 12,5 

6 15,5 12 18,5 13 

7 17,5 10 14,5 8,5 

8 17 9,5 15,5 11,5 

9 19,5 11 20,5 13 

10 19,5 9,5 19 13 

M±m 
18,2± 

0,47 

10,15± 

0,42 

17,85± 

0,59 

11,95± 

0,53 

Специфичность – 3,6% 

Доверительный интервал 63%-159% (р=0,95) 

Последующая оценка реактогенности препарата продемонстрировала его 

ареактогенность. 

Следующим этапом исследования было изучение стабильности 

комплексного аллергена «Параавиум». Результаты исследования представлены в 

таблице 42.  

Таблица 42 – Стабильность  комплексного аллергена «Параавиум» 

Параметры 

стабильности 

Период исследования, месяцы 

П.и. 3 6 9 12 18 24 30 36 

рН 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 

Содержание 

белка, мг/мл 
0,55 0,54 0,54 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 

Примечание:*П.и.- после изготовления 

Оценку стабильности комплексного аллергена «Параавиум» осуществляли 

по параметрам: концентрация водородных ионов (рН) и содержанию белка в мл. 

стандартного раствора [274, 275, 401], при установленном температурном режиме 
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хранения- 2-8°С в течение первого года с интервалом три месяца, в течение 

второго и третьего года хранения, с интервалом 6 месяцев. 

Результаты оценки рН в период хранения демонстрирует значение 7,0, что 

характеризует стабильность лекарственной формы. Оценка содержания белка в 

растворе туберкулина «Параавиум» характеризуется колебанием от 0,55 до 0,54 

связанное с ожидаемой погрешностью методики. Полученные значения 

характеризуют стабильность комплексного аллергена «Параавиум» в период 

исследования.  

Таким образом, разработана технология изготовления комплексного 

аллергена «Параавиум» и отработаны методики оценки активности, 

специфичности и реактогенности, в соответствии международных требований. 

Комплексный аллерген характеризуется высокой стабильностью. 

 

 

4.6.2. Разработка биологической модели воспроизведения ГЗТ на морских 

свинках, усилением сенсибилизирующих свойств микобактерий для 

дифференциации M. avium subsp. paratuberculosis от других видов микобактерий 

 

 

Паратуберкулёзная инфекция, не смотря на то, что возбудитель 

идентифицирован более 100 лет назад является мало изученной [18].  

Основными трудностями при установлении диагноза паратуберкулёза 

животных являются: не совершенные методики изоляции возбудителя; не 

сбалансированный состав питательных сред; пониженная чувствительность и 

специфичность диагностических методик; отсутствие модели инфекции. 

Многочисленные исследования по воспроизведению паратуберкулёзной 

инфекции не позволили создать модель инфекционного процесса [18, 47, 128]. 

Поэтому нами была поставлена задача разработать биологическую модель 

ГЗТ, при паратуберкулёзной инфекции. 

Известен способ оценки сенсибилизирующих свойств атипичных 

микобактерий, являющийся прототипом предлагаемого способа, включающий 
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введение атипичных микобактерий подкожно двум морским свинкам в дозе 1 

мг/мл. Спустя 21-30 дней, морских свинок исследуют симультанной 

аллергической пробой с КАМ 10 ЕД. и ППД туберкулина для млекопитающих в 

дозе 25 ТЕ (что соответствует дозе выраженной в эквивалентных единицах 

активности международного стандарта используемого в настоящее время 5 МЕ). 

Разведения аллергенов вводят внутрикожно с двух сторон, в 

депилированные участки кожи, на боках животного. Реакцию учитывают через 

24-48 часов. Положительная реакция проявляется гиперемией кожи и 

образованием припухлости диаметром 5 мм. или более, иногда с некрозом в 

центре. Обнаружение реакции на один или оба препарата, свидетельствует о 

сенсибилизирующих свойствах изучаемой культуры атипичных микобактерий 

[113]. 

Недостатком этого способа сенсибилизации является низкая 

сенсибилизирующая способность нетуберкулёзных микобактерий для морских 

свинок (кроме микобактерий относящиеся к патогенным видам M. bovis и M. 

tuberculosis). Поэтому необходимо усилить сенсибилизацию животных 

различными видами микобактерий, в том числе и непатогенными для морских 

свинок микобактериями паратуберкулеза. 

Для этого в лаборатории хронических инфекций на среде Левенштейна -

Йенсена были выращены 5 культур микобактерий: M. bovis БЦЖ, M. avium, M. 

fortuitum, M. scrofulaceum, M. paratuberulosis в течение 35 суток, при температуре 

37°С. По истечении указанного времени с поверхности питательной среды 

культуры микобактерий в количестве по 5 мг из расчета на одну морскую свинку 

вносили в отдельные стерильные пластиковые пробирки. В пробирки добавили 

адъювант (15 частей ланолина и 85 частей минерального масла) из расчета 0,5 см3 

адьюванта на 5 мг. микобактерий.  

Полученные варианты культур микобактерий и адъюванта 

гомогенизировали и инъецировали подкожно в четыре места (2 в область холки и 

2 в области крестца) морским свинкам, массой 300-350 гр.  
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Через 30 суток, после введения микобактерий, в составе адъюванта, морским 

свинкам на боковых поверхностях брюшка справа и слева депилировали шерсть и 

внутрикожно инъецировали микобактериальные туберкулины. Результаты 

исследований оценивали спустя 24 часа, после введения аллергенов. 

Исследования были осуществлены в трех сериях опытов.  

1) Пять групп морских свинок, сенсибилизированных 5 видами 

микобактерий в адъюванте. Оценку иммунологической реактивности 

сенсибилизированных морских свинок проводили симультанной пробой с 

комплексным аллергеном из атипичных микобактерий и туберкулином для 

млекопитающих. Результаты исследований представлены в таблице 43.   

Из таблицы 43 видно, что в первой группе морских свинок, 

сенсибилизированных M. avium, максимальная интенсивность кожной реакции 

ГЗТ у животных выявлена на КАМ, чем на ППД для млекопитающих. 

Во второй группе морских свинок, иммунизированных авирулентными 

микобактериями туберкулёза бычьего вида, максимальная интенсивность кожной 

реакции ГЗТ выявлена на ППД для млекопитающих, чем на КАМ.  

В третьей группе морских свинок, сенсибилизированных M. avium subsp. 

paratuberculosis, большая интенсивность аллергических реакций ГЗТ выявлена у 

животных на КАМ, чем на ППД для млекопитающих. 

В четвертой группе лабораторных животных, которым инъецировали M. 

scrofulaceum, и в пятой группе опытных животных, которым инъецировали M. 

fortuitum, большая интенсивность аллергических реакций ГЗТ выявлена также на 

КАМ, чем на ППД для млекопитающих. 

Полученные экспериментальные данные свидетельствуют, что подкожный 

метод сенсибилизации морских свинок различными культурами микобактерий, в 

адъюванте усиливает выраженность аллергической реакции, на соответствующие 

разведения туберкулинов. Ответная реакция ГЗТ специфична, так как зараженные 

M. bovis животные реагируют с большей интенсивностью реакций ГЗТ аллерген 

для млекопитающих, а морские свинки, иммунизированные нетуберкулёзными 
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микобактериями характеризуются выраженностью аллергической реакции на 

комплексный аллерген из атипичных микобактерий. 

Таблица 43 – Исследование сенсибилизированных морских свинок ППД для 

млекопитающих и КАМ 

Группа 1 сенсибилизация M. avium 

№№ 

м/св. 

Аллергены 

ППД для млекопитающих КАМ 

1. 12 13 

2. 8 12 

3. 9 13 

4. 10 14 

5. 9 15 

Ср.зн. 9,6 13,4 

Группа 2 сенсибилизация M. bovis БЦЖ 

№№ 

м/св. 

Аллергены 

ППД для млекопитающих КАМ 

1. 22 10 

2. 21 11 

3. 20 12 

4. 19 10 

5. 18 14 

Ср.зн. 20 11,4 

Группа 3 сенсибилизация M. avium subsp.paratuberculosis 

№№ 

м/св. 

Аллергены 

ППД для млекопитающих КАМ 

1. 8 10 

2. 9 15 

3. 8 14 

4. 10 12 

5. 8 15 

Ср.зн. 8,6 13,2 

Группа 4 сенсибилизация M. scrofulaceum 

№№ 

м/св. 

Аллергены 

ППД для млекопитающих КАМ 

1. 8 17 

2. 10 18 

3. 13 17 

4. 11 17 

5. 13 19 

Ср.зн. 11 17,6 

Группа 5 сенсибилизация M. fortuitum 

№№ 

м/св. 

Аллергены 

ППД для млекопитающих КАМ 

1. 10 14 

2. 11 15 

3. 12 16 

4. 13 16 

5. 11 13 

Ср.зн. 11,4 14,8 
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Во второй серии опытов в пяти экспериментальных группах морских 

свинок иммунизированных различными микобактериями (M. avium, M. bovis, M. 

avium subsp. paratuberculosis, M. scrofulaceum, M. fortuitum) с адъювантом, оценку 

иммунологической реактивности морских свинок осуществляли, используя ППД 

для млекопитающих – 5 МЕ, ППД для птиц – 5 МЕ и комплексный аллерген 

Параавиум – 5 ЕД. Результаты исследований представлены в таблице 44. 

Из данных таблицы 44 видно, что в первой группе морских свинок, которые 

были сенсибилизированы M. avium, максимальная интенсивность кожной реакции 

ГЗТ у животных выявлена на очищенный туберкулин для птиц, что 

свидетельствует о большей сенсибилизации M. avium и специфичности ППД для 

птиц.  

Во второй группе морских свинок, которым инъецировали M. bovis БЦЖ, 

максимальная интенсивность кожной реакции ГЗТ у животных выявлена на 

аллерген для млекопитающих, что свидетельствует о большей сенсибилизации M. 

bovis и специфичности ППД для млекопитающих.  

В третьей группе морских свинок, которым инъецировали M. avium 

subsp.paratuberculosis, максимальная интенсивность кожной реакции ГЗТ у 

животных выявлена на комплексный аллерген Параавиум, что свидетельствует о 

большей сенсибилизации M. avium subsp. paratuberculosis и специфичности 

Параавиум. 

В четвертой и пятой группах морских свинок, которым подкожно вводили 

атипичные микобактерии M. scrofulaceum и M. fortuitum, максимальная 

интенсивность кожной реакции ГЗТ не выявлена ни на один аллерген, что 

свидетельствует о гетерологичности используемых аллергенов в отношении 

исследуемых культур микобактерий. 

Так, интенсивность аллергических реакций составила в среднем: на ППД для 

млекопитающих 11,3 мм., на ППД для птиц 9,4-13,8 мм., на Параавиум 10,6-13,7 

мм. Тем не менее, проявление интенсивности реакций у сенсибилизированных 

атипичными микобактериями животных было выше на ППД для птиц и 

Параавиум. 
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Таблица 44 – Исследование сенсибилизированных морских свинок с 

туберкулином для млекопитающих, туберкулином для птиц и Параавиум 

Группа 1 сенсибилизация M. avium 

 

№№ 

м/св. 

Аллергены 

ППД для млекопитающих ППД для птиц Комплексный аллерген  

Параавиум 

1. 10 15,5 11,5 

2. 6,5 11 10 

3. 10,5 16 14 

4. 12,5 16 15 

5. 8 13 14 

Ср. зн. 9,5 14,3 12,9 

Группа 2 сенсибилизация M. bovis БЦЖ 

 

№№ 

м/св. 

Аллергены 

ППД для млекопитающих ППД для птиц Комплексный аллерген  

Параавиум 

1. 21,5 9 7,5 

2. 20 10,5 9 

3. 23,5 12,5 11,5 

4. 23 6 6,5 

5. 21 15 15,5 

Ср. зн. 21,8 10,6 10,0 

Группа 3 сенсибилизация M. avium subsp.paratuberculosis 

 

№№ 

м/св. 

Аллергены 

ППД для млекопитающих ППД для птиц Комплексный аллерген  

Параавиум 

1. 7 8,5 15 

2. 8 8 17 

3. 7,5 10 18 

4. 9,5 10 16 

5. 8,5 11 18 

Ср. зн. 8,1 9,5 16,8 

Группа 4 сенсибилизация M. scrofulaceum 

 

№№ 

м/св. 

Аллергены 

ППД для млекопитающих ППД для птиц Комплексный аллерген  

Параавиум 

1. 7 11 8,5 

2. 14,5 12 11 

3. 12,5 13,5 11,5 

4. 12 0 10 

5. 10,5 10,5 12 

Ср. зн. 11,3 9,4 10,6 

Группа 5 сенсибилизация M. fortuitum 

 

№№ 

м/св. 

Аллергены 

ППД для млекопитающих ППД для птиц Комплексный аллерген  

Параавиум 

1. 9 11,5 13,5 

2. 12 13,5 15 

3. 9 13,5 13 

4. 14,5 16 13 

5. 12 14,5 14 

Ср. зн. 11,3 13,8 13,7 
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Представленные данные таблицы доказывают, что животные, которым 

вводили M. avium subsp. paratuberculosis, характеризовались реакционностью  на 

комплексный аллерген Параавиум реакцией 15-18 мм. (в среднем 16,8 мм.), на 

аллерген для птиц 8-11 мм. (в среднем 9,5 мм.), на туберкулин для 

млекопитающих 7-9,5 мм. (в среднем 8,1 мм.), то есть комплексный аллерген 

Параавиум обладает большей специфичностью, в сопоставлении с туберкулином 

очищенным для птиц и комплексным аллергеном из нетуберкулёзных 

микобактерий при оценке лабораторных морских свинок, иммунизированных M. 

avium subsp.paratuberculosis. 

В третьей повторной серии опытов пять групп морских свинок 

сенсибилизировали M. avium, M. bovis, M. avium subsp. paratuberculosis,  M. 

scrofulaceum, M. smegmatis с адъювантом, оценку иммунологической 

реактивности морских свинок осуществляли, используя ППД для 

млекопитающих– 5 МЕ, ППД для птиц – 5 МЕ и комплексный аллерген 

Параавиум – 5 ЕД. Результаты исследований представлены в таблице 45. 

Из таблицы 45 видно, что в первой группе морских свинок, 

сенсибилизированных M. avium, наибольшая интенсивность кожной реакции ГЗТ 

определена на аллерген для птиц, что характеризует большую сенсибилизацию M. 

avium и специфичность ППД для птиц.  

Во второй группе лабораторных морских свинок, иммунизированных 

авирулентными микобактериями M. bovis, максимальная интенсивность кожной 

реакции ГЗТ у животных выявлена на аллерген для млекопитающих, что 

свидетельствует о большей сенсибилизации M. bovis и специфичности ППД для 

млекопитающих.  

В третьей группе морских свинок, которым инъецировали M. avium 

subsp.paratuberculosis, максимальная интенсивность кожной реакции ГЗТ у 

животных выявлена на комплексный аллерген Параавиум, что свидетельствует о 

большей сенсибилизации микобактериями паратуберкулёза и специфичности 

Параавиум. 
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Таблица 45 – Исследование сенсибилизированных морских свинок с 

туберкулином для млекопитающих, туберкулином для птиц и Параавиум 

Группа 1 сенсибилизация M. avium 

 

№№ 

м/св. 

Аллергены/дозы 

ППД для млекопитающих/ 

5 МЕ 

ППД для птиц/ 5 МЕ Комплексный аллерген  

Параавиум / 5 ЕД 

1. 13 16,5 10 

2. 12 14 11,5 

3. 9,5 15,5 12 

4. 10,5 17 14 

5. 11 14 12 

Ср. зн. 11,2 15,4 11,9 

Группа 2 сенсибилизация M. bovis 

 

№№ 

м/св. 

Аллергены/дозы 

ППД для млекопитающих/ 

5 МЕ 

ППД для птиц/ 5 МЕ Комплексный аллерген  

Параавиум /5 ЕД 

1. 22 10,5 8,5 

2. 20,5 12,5 10 

3. 24 10 11 

4. 22,5 9,5 10 

5. 18,5 8,5 7,0 

Ср. зн. 21,5 10,2 9,3 

Группа 3 сенсибилизация M. avium subsp.paratuberculosis 

 

№№ 

м/св. 

Аллергены/дозы 

ППД для млекопитающих/ 

5 МЕ 

ППД для птиц/ 5 МЕ Комплексный аллерген  

Параавиум /5 ЕД 

1. 8 10 18 

2. 6,5 10,5 20 

3. 7,5 12 19,5 

4. 9 9,5 19 

5. 9 9,5 18,5 

Ср. зн. 8 10,3 19 

Группа 4 сенсибилизация M. scrofulaceum 

 

№№ 

м/св. 

Аллергены/дозы 

ППД для млекопитающих/ 

5 МЕ 

ППД для птиц/ 5 МЕ Комплексный аллерген  

Параавиум /5 ЕД 

1. 10,0 9,5 10 

2. 11 8,5 11,5 

3. 10,5 10 12 

4. 9,5 9 10,5 

5. 8,5 8,5 12 

Ср. зн. 9,9 9,1 11,2 

Группа 5 сенсибилизация M. smegmatis 

 

№№ 

м/св. 

Аллергены/дозы 

ППД для млекопитающих/ 

5 МЕ 

ППД для птиц/ 5 МЕ Комплексный аллерген  

Параавиум /5 ЕД 

1. 9,5 12 13 

2. 12,5 13,5 14,5 

3. 10,5 14 14,5 

4. 10 14,5 12,5 

5. 11,5 12,5 14,5 

Ср. зн. 10,8 13,3 13,8 
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В четвертой и пятой группах морских свинок, которым подкожно вводили 

атипичные микобактерии M. scrofulaceum и M. smegmatis, максимальная 

интенсивность кожной реакции ГЗТ не выявлена ни на один аллерген, что 

свидетельствует о гетерологичности используемых аллергенов в отношении 

исследуемых культур микобактерий. 

Так, интенсивность аллергических реакций составила в среднем: на ППД для 

млекопитающих 9,9 и 10,8 мм. соответственно, на ППД для птиц 9,4-13,8 мм., на 

Параавиум 9,1-13,3 мм.  

Представленные данные таблиц доказывают, что группа морских свинок, 

сенсибилизированная M. avium subsp.paratuberculosis, реагировала на 

комплексный аллерген Параавиум реакцией 18-20 мм. (в среднем 19 мм.), на ППД 

для птиц 9,5-12 мм (в среднем 10,3 мм), на аллерген для млекопитающих 6,5-9,0 

мм. (в среднем 19,0 мм.), таким образом, комплексный аллерген Параавиум 

обладает большей специфичностью, в сравнении с очищенным туберкулином для 

птиц и комплексным аллергеном из атипичных микобактерий, при исследовании 

сенсибилизированных M. avium subsp. paratuberculosis морских свинок. 

Проявление кожной реакции ГЗТ на микобактериальные аллергены 

свидетельствует о сенсибилизирующих свойствах изучаемых культур и 

принадлежности их к роду микобактерий. Большая интенсивность аллергических 

реакций на очищенный туберкулин для птиц свидетельствует о принадлежности 

культуры микобактерий к M. avium subsp. paratuberculosis. 

Конечным результатом использованного метода является повышение 

эффективности лабораторной диагностики паратуберкулёза способом усиления 

сенсибилизации микобактериями аллергической реактивности морских свинок, 

позволяющей по интенсивности проявления аллергических реакций ГЗТ у 

сенсибилизированных морских свинок проводить дифференциацию 

микобактерий паратуберкулёза от других видов родственных микобактерий. 

При этом аллергические исследования сенсибилизированных морских 

свинок можно проводить в симультанной пробе с микобактериальными 

аллергенами:  
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1.Туберкулином для млекопитающих и туберкулином для птиц;  

2.Туберкулином для млекопитающих и комплексным аллергеном из 

атипичных микобактерий;  

3.Туберкулином для млекопитающих и Параавиум. 

Из результатов исследований, очевидно, что при дифференциации M. avium 

subsp. paratuberculosis целесообразно применять симультанную пробу с ППД 

туберкулином для млекопитающих и Параавиум. При дифференциации M. avium 

следует использовать симультанную пробу с ППД туберкулином для 

млекопитающих и ППД для птиц. При дифференциации атипичных микобактерий 

целесообразно использовать симультанную пробу с ППД туберкулином для 

млекопитающих и КАМ. При необходимости дифференциации M. avium от M. 

avium subsp. paratuberculosis следует использовать одновременное внутрикожное 

введение ППД для птиц и Параавиум.   

Известно, что при проведении дифференциально-диагностических 

исседований на микобактериальные инфекции посредством использования 

симультанной пробы важно не численность реагирующих особей, но 

интенсивность кожной туберкулиновой реакции на тот или иной аллерген. При 

этом выявленная реакционность на микобактериальный аллерген характеризует 

сенсибилизирующую способность изучаемой культуры.  

Максимальная интенсивность проявления кожной реакции ГЗТ на 

Параавиум в сравнении с ППД для птиц и ППД для млекопитающих у 

сенсибилизированных морских свинок свидетельствует о принадлежности 

изучаемой культуры к M. avium subsp. paratuberculosis. 

Таким образом, разработана биологическая модель воспроизведения ГЗТ на 

морских свинках, позволяющая методом усиления и пролонгации 

сенсибилизации, по интенсивности проявления аллергических реакций ГЗТ на 

разные микобактериальные антигены дифференцировать M. avium subsp. 

paratuberculosis от других видов микобактерий. Предложенный метод прост в 

исполнении, более информативен и главное может использоваться как 

вспомогательный тест при паратуберкулёзе животных. 
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5. ОБСУЖДЕНИЕ ПОЛУЧЕННЫХ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЙ 

 

 

Оценка биологических критериев микобактериальных аллергенов в 

лабораторных условиях, а также лабораторная диагностика микобактериальных 

инфекций, на морских свинках состоит из: подготовительных этапов; и этапов 

постановки теста [30, 31, 32]. 

Подготовительные этапы включают: 1) выращивание микобактерий в 

период не менее 20-30 суток; 2) приготовление микобактериальной суспензии; 3) 

сенсибилизацию морских свинок. 

При этом в период от введения микобактерий, и до использования морских 

свинок, проходит около 30 суток, что обусловлено формированием 

иммунологической реактивности [42, 133, 135]. Таким образом, длительность 

подготовительных этапов составит не менее 60 суток, что предполагает 

долгосрочное планирование. 

Этапы постановки тестов реализуются в течение 3-х суток и предполагают: 

1) за 24 часа до инъекции разведений туберкулинов механическую [28, 30, 33] или 

химическую [136] депиляцию шерсти; 2) приготовление разведений исследуемого 

и контрольного туберкулинов; 3) внутрикожная инъекция разведений, в 

соответствии латинского квадрата (полного [31, 34] или неполного [322]). 4) учет 

интенсивности кожной реакции ГЗТ, на разведения тестируемого и контрольного 

препаратов. 

Критическими моментами, при осуществлении биологических тестов, 

значимо влияющие на результаты оценки биологических характеристик 

туберкулиновых аллергенов опосредованы этапами подготовки теста и  этапами 

непосредственного тестирования [294]. 

Так на подготовительных этапах критическими являются: сенсибилизация 

морских свинок, а на этапах постановки тестов значимыми являются: подбор 

эквивалентной животной модели, а также её стандартизация; определение 

оптимального времени оценки кожной реакции ГЗТ, у сенсибилизированных 
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морских свинок; определение кратности использования сенсибилизированных 

морских свинок; использование эквивалентных дозировок микобактериальных 

аллергенов; определение границ (с приемлемой погрешностью) воспалительного 

процесса в месте введения микобактериальных аллергенов; статистическая 

обработка результатов анализа. 

Совокупность вариантов сенсибилизации морских свинок можно 

классифицировать в 3 группы: живыми патогенными микобактериями; живыми 

аттенуированными микобактериями; инактивированными микобактериями [62]. 

При этом проведенные исследования продемонстрировали, что значимое влияние 

на результат оценки биологических параметров также оказывает доза 

микобактерий и путь введения в организм лабораторных животных. Так согласно 

литературным данным в сравнении с внутримышечным, внутрикожный способ 

введения микобактерий более чувствительный [92]. 

При этом для сенсибилизации морских свинок микобактериями M. bovis и 

M. tuberculosis, достаточно несколько микобактериальных клеток [43, 136], вместе 

с тем, при использовании нетуберкулёзных микобактерий (учитывая их низкую 

сенсибилизирующую способность), дозировка должна быть значимо больше [7, 

15, 16]. 

Использование инактивированных микобактерий обусловлено следующими 

преимуществами: 

1. Длительность сохранения сенсибилизирующих свойств в высушенном 

состоянии. 

2. Отсутствие вирулентности. 

3. Отсутствие необходимой категорийности вивария. 

Основным недостатком при использовании инактивированных 

микобактерий является: пониженная сенсибилизирующая способность, в 

сравнении с живыми микобактериями, что предполагает использование 

адъюванта [93]. Причиной пониженной сенсибилизирующей способности 

инактивированных микобактерий является повышенная элиминация 
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микобактериальных антигенов из организма, вследствие отсутствия репликации 

микобактерий [240, 243, 367]. 

Использование живых микобактерий характеризуются следующими 

преимуществами: 1) репликативная активность в клетках макрофагального ряда; 

2) повышенная сенсибилизирующая способность в минимальных дозах, в 

сравнении с инактивированными микобактериями. 

В свою очередь использование живых микобактерий сопряжено со 

следующими проблемами: 

1) необходимостью систематического пересева на питательных средах, 

консервированные в условиях пониженных температур, либо сублимация [3].  

2) приготовления микобактериальной суспензии в лабораторных условиях 

соответствующего класса чистоты [33]. 

3) поддержания соответствующей категорийности вивария. 

Подбор оптимальных вариантов сенсибилизации обусловлен тем, что 

микобактерии производственных штаммов, используемые для приготовления 

микобактериальных аллергенов, могут мутировать [3, 51, 246], что в свою очередь 

может быть причиной выпуска туберкулина со сниженными диагностическими 

характеристиками. 

В соответствии доступных литературных источников предпочтительность 

использования микобактерий различной степени вирулентности или 

инактивированных микобактерий не регламентирована, что позволяет 

использовать любой из указанных вариантов.  

Выше изложенное позволяет характеризовать не равнозначность вариантов 

иммунизации лабораторных морских свинок живыми и инактивированными 

микобактериями.  

В соответствии литературных данных при повышении дозы и кратности 

введения микобактерий возможно развитие иммунодепрессорного эффекта.  

Поэтому варианты, предполагающие введение наименьшего количества 

микобактерий, характеризуется минимальной вероятностью негативного влияния 
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на организм морских свинок, но при этом они должны обеспечивать 

чувствительность на уровне единицы активности гомологичного аллергена. 

Анализ результатов диссертационного исследования, а также литературных 

источников позволяет характеризовать варианты сенсибилизации морских свинок 

следующими критериями: иммуногенность, чувствительность и специфичность. 

При этом чувствительность следует понимать, как способность варианта 

сенсибилизации выявлять состояние ГЗТ при использовании дозы (или одной из 

доз) аллергена равной 1 единицы и выше [62, 262, 274]. 

В свою очередь специфичность - это способность варианта сенсибилизации 

обуславливать реакционность на дозы гомологичного туберкулина и её 

отсутствие (или минимальная выраженность) при инъекции гетерологичного 

аллергена выраженные в процентном отношении. 

Исследованиями по определению оптимального способа иммунизации 

животных авирулентными бычьими микобактериями, обеспечивающим 

оптимальное соотношение чувствительности и специфичности, приемлемое для 

оценки биологических характеристик туберкулиновых аллергенов 

продемонстрировано, что указанным требованиям соответствует вариант, 

предполагающий внутрикожное введение авирулентных M. bovis штамм БЦЖ в 

дозе 0,2 мг. 

В соответствии современных требований [34, 62, 216] для оценки параметра 

биологическая активность туберкулиновых аллергенов могут быть использованы 

лабораторные морские свинки иммунизированные микобактериями тех видов, из 

которых приготовлены аллергены. Вместе с тем параметр специфичность 

туберкулинов может быть оценена на иммунизированных гетерологичными 

микобактериями морских свинках. Например, для птичьего туберкулина это 

микобактерии бычьего вида, в отношении ППД для млекопитающих это 

микобактерии птичьего вида [274, 275], в отношении КАМ это микобактерии 

бычьего вида [7, 205]. 

Исследования сенсибилизирующих свойств комплекса M. avium-

intracellularae и различных видов атипичных микобактерий, в дозе 1 мг, 
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регламентированной нормативной документацией [136] выявило недостаточную 

интенсивность кожной реакции ГЗТ. При этом увеличение сенсибилизирующей 

дозы микобактерий M. avium и M. intracellularae и M. scrofulaceum до 5 мг 

сопровождалось повышением сенсибилизирующей способности. Это в свою 

очередь связано с увеличением количества родовых антигенов, поступающих в 

организм морских свинок [35]. 

Также полученные результаты исследований предполагают увеличение как 

разовых, так и курсовых доз в два раза (5 мг, и 10 мг. двукратно с интервалом 14 

дней).  

В связи с тем, что эффективность внутрикожного способа введения 

атипичных микобактерий в сравнении с внутримышечным, является сниженным 

[136, 221] указанный вариант в исследованиях не использовался. 

Таким образом, проведенные диссертационные исследования 

демонстрируют не равнозначность способов сенсибилизации морских свинок.  

Анализ проведенных исследований продемонстрировал, что в сравнении с 

сенсибилизацией морских свинок живыми микобактериями использование 

инактивированных характеризуется высокой чувствительностью, но низкой 

специфичностью. Поэтому последующие исследования иммунобиологических 

параметров микобактериальных аллергенов осуществлены только при 

использовании живых микобактерий. 

Различия, полученные при использовании одинаковых доз, но разных путей 

введения микобактерий в организм морских свинок, предполагает различие в 

механизме формирования кожной реакции ГЗТ. Так исследованиями разных 

авторов продемонстрировано, что подкожное введение микобактерий в сравнении 

с внутрикожным характеризуется более быстрым захватом макрофагамии 

клональной селекцией большего числа супрессорных Т-клеток и соответственно 

пониженной интенсивностью ГЗТ, и в свою очередь получить соответствующую 

зависимость: доза- интенсивность кожной реакции ГЗТ и в свою очередь получать 

воспроизводимые и сходимые результаты исследований [216]. 
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При оценке биологического эквивалента, тестируемого микобактериального 

аллергена, относительно контроля междозовый интервал может быть равен: 2; 2,5; 

5 или 10. Причем междозовый интервал 2-5 целесообразен при использовании 

более 2 дозировок тестируемого и контрольного препаратов. Вместе с тем 

интервал равный 10 предполагает использование не более двух дозировок, как 

испытуемого, так и контрольного препаратов [92, 93]. 

В различных нормативных документах, регламентирующих контроль 

качества микобактериальных аллергенов диапазон доз, который целесообразно 

использовать, не представлен. В свою очередь использование неэквивалентных 

доз является значимой причиной погрешности биологических тестов, на что 

указывают результаты теоретических расчетов собственных исследований. 

Так, например, в серии предварительных исследований было определено, 

что одновременное использование нескольких доз микобактериальных 

аллергенов сопровождается уменьшением интенсивности реакции каждого из 

разведения, в сравнении с использованием аналогичных единичных дозировок в 

группах крупного рогатого скота, инфицированного патогенными 

микобактериями туберкулёза [120]. Аналогичная зависимость была определена в 

группах животных, иммунизированных микобактериями различных видов. 

Выявленная закономерность предполагает необходимость подбора диапазона доз 

приемлемого для оценки иммунобиологических критериев микобактериальных 

аллергенов. При этом оценка биологических характеристик туберкулиновых 

аллергенов должна проводиться с использованием линейного диапазона доз, 

характеризующихся зависимостью: доза (МЕ)- интенсивность кожной реакции 

ГЗТ, обозначаемая коэффициентом «в» [216]. 

При контроле микобактериальных аллергенов нормативной документацией 

предусмотрено использование патогенных микобактерий туберкулёза [62, 274, 

275]. 

Исследованиями продемонстрировано, что введение туберкулина морским 

свинкам, инфицированным патогенными микобактериями туберкулёза, 

сопровождается развитием как нормергической, так и гиперергической реакцией, 
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а в некоторых случаях сопровождается гибелью животных, что в свою очередь 

определяется дозировкой микобактериального аллергена [127]. 

Используемые дозировки микобактерий различных видов должны 

обеспечивать оптимальную иммуногенность, сохраняющуюся длительный период 

времени. 

Таким образом, необходимо учитывать два условия: 

1) Чувствительность и специфичность вариантов сенсибилизации морских 

свинок являются взаимозависимыми: чем больше чувствительность, тем меньше 

специфичность; 

2) Вариант сенсибилизации морских свинок должен обеспечивать 

чувствительность при использовании нескольких дозировок на уровне единицы 

биологической активности и более. 

В свою очередь определить эквивалентный диапазон дозировок 

микобактериальных аллергенов возможно двумя методическими подходами: 

1) Использованием нескольких дозировок как исследуемого, так и 

контрольного препаратов с расчетом параметра активность и последующим 

сравнением результатов полученные в нескольких группах (указанный вариант 

является более трудоёмким). 

2) Использованием не равнозначного диапазона доз в нескольких группах 

морских свинок, с расчетом интенсивности и процента реагирующих. 

Первый вариант предполагает большое число повторных исследований, в то 

время как второй небольшое число исследований.  

Так использование повышенных и пониженных дозировок, в двух группах 

морских свинок, сенсибилизированных микобактериями, позволило оценить 

эффективность диапазона доз, поэтому второй вариант является 

предпочтительным. Сопоставление результатов исследований в 

экспериментальых группах продемонстрировало, что на одни и те же дозы 

реакции могут выпадать, что в свою очередь предполагает необходимость учета 

именно суммарного значения в МЕ. 



175 
 

 
 

В результате проведенных исследований было выявлено, что 

оптимальными, для оценки биологической активности в гомологичной 

сенсибилизации, с учетом тестируемого и контрольного препаратов являются 

дозы: 62 - 310 МЕ в отношении туберкулина для млекопитающих и туберкулина 

для птиц, а в отношении КАМ: 62 - 310 ЕД. 

Полученные результаты диссертационного исследования демонстрируют 

универсальность предлагаемого подхода в оценке диапазона доз в отношении 

усовершенствования существующих и разработке перспективных 

аллергодиагностикумов. 

Принимая во внимание значение биологической активности туберкулина 

для млекопитающих как одного из ключевых показателей, влияющий на 

диагностическую эффективность аллергической пробы используемый 

лабораторный тест должен обеспечивать сходимые и воспроизводимые 

результаты. 

Известно, что биологическую активность ППД для млекопитающих можно 

оценить, как на сенсибилизированных микобактериями морских свинках, так и на 

инфицированном микобактериями крупном рогатом скоте [22, 320, 322] 

(аналогично как оценивается биологическая активность туберкулина PPD-S в 

медицинской практике) на инфицированных людях и сенсибилизированных 

морских свинках. Для сопоставления вариантов биологической модели были 

использованы два образца ППД туберкулина для млекопитающих с 

неодинаковым содержанием белка. 

Исследованиями, проведенными на иммунизированных авирулентными 

микобактериями M. bovis морских свинках и крупном рогатом скоте, 

инфицированном микобактериями туберкулёза бычьего вида выявлено различие 

биологической активности аллергена для млекопитающих (образца препарата с 

минимальным содержанием белка) в 1,5 раза.  

В тоже время образец туберкулина для млекопитающих, с максимальным 

содержанием белка характеризовался равнозначностью, как на морских свинках, 

сенсибилизированных M. bovis, так и крупном рогатом скоте, инфицированном M. 
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bovis. Подобную разницу можно объяснить большей чувствительностью морских 

свинок, в сравнении с крупным рогатом скотом. 

Учитывая предпочтительность использования морских свинок для оценки 

иммунобиологических показателей туберкулинов были проведены исследования 

зависимостей: концентрация белка- биологическая активность в соответствии 

двух методических расчетов: ГОСТ 16739-88 и МЭБ [320-323]. Проведенные 

исследования продемонстрировали, что метод МЭБ позволяет более точно 

характеризовать зависимость концентрации белка и биологической активности в 

сравнении с методом, принятым в России (ГОСТ 16739-88), что в свою очередь 

также характеризует сенсибилизацию морских свинок как наиболее 

чувствительную модель. 

Также исследованиями, проведенными ранее, была продемонстрирована 

более высокая вариабельность значений аллергической реакции у крупного 

рогатого скота, инфицированного микобактериями туберкулёза, в сравнении с 

сенсибилизированными морскими свинками [92]. Причинами большей 

вариабельности туберкулиновой реакции у инфицированного крупного рогатого 

скота могут быть обусловлены значительными различиями сроков 

инфицирования, стадией течения туберкулёзного процесса, а также 

физиологическими особенностями животных [136, 328, 339]. Напротив, для 

определения биологической активности очищенного туберкулина на морских 

свинках могут быть воспроизведены условия, обеспечивающие синхронность 

патогенетических процессов и равнозначность физиологических параметров [99]. 

Изучение биологических критериев туберкулиновых аллергенов на 

сенсибилизированных морских свинках, с учетом оценки используемых 

критериев, позволяет получать воспроизводимые и сходимые результаты 

аллергического тестирования животных в хозяйствах с различной эпизоотической 

обстановкой по микобактериальным инфекциям. 

Так в производственных условиях, при естественной сенсибилизации 

крупного рогатого скота атипичными микобактериями, при учете симультанной 

пробы с туберкулином для млекопитающих и КАМ и определении достоверности 

ППД
../ДБН%20правка%20Али/кам
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аллергической реакционности на тот или иной аллерген регистрируется 

перемежающийся характер аллергических реакций, что вызывает значительные 

сложности. 

Таким образом, принимая во внимание данные литературы [136, 221] и 

результаты собственных исследований морская свинка является 

предпочтительной лабораторной моделью при реализации множества 

экспериментально-практических задач проблем туберкулёза. 

Вместе с тем для оценки эффективности диагностических дозировок, а 

также их сравнения исследованиями продемонстрирована предпочтительность 

использования, инфицированного крупного рогатого скота [92, 95]. 

Учитывая вышеизложенное в нормативной документации РФ СТО 004829-

0001-2004 (документа, используемого после ГОСТ 16739-88), ГОСТ 32306-2013 

(используемой в настоящее время) применяются только сенсибилизированные 

морские свинки при тестировании по параметру биологическая активность 

туберкулина очищенного для млекопитающих. 

Общепринято, что в Российской Федерации тестирование туберкулиновых 

аллергенов осуществляется на рандобредных морских свинках группированных 

по экстерьерным признакам и сенсибилизированными соответствующими видами 

микобактерий [28, 29, 30]. Указанный подход выработан в течение нескольких 

десятилетий становления методологии оценки биологической активности с 

использованием морских свинок. Вместе с тем в странах дальнего зарубежья, при 

осуществлении лабораторного контроля микобактериальных аллергенов 

применяются инбредные морские свинки (например, линии Hartley). Так 

предполагается, что инбредные животные характеризуются 

предпочтительностью, в сравнении с раздобренными в связи с наиболее точными 

получаемыми результатами исследований. 

В свою очередь использование морских свинок, полученных 

близкородственным скрещиванием имеют свои недостатки, так известно, что 

указанные животные являются гомозиготными, характеризующиеся высокой 
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частотой негативных мутаций, в сравнении с животными, полученными не 

близкородственным скрещиванием [239]. 

В то же время, используя критерии формирования морских свинок в 

группы, в соответствии их иммунологической реактивности, обеспечит 

приемлемую точность исследований. 

Так проведенные исследования продемонстрировали положительную 

корреляцию между размером воспалительного инфильтрата (введение M. bovis), и 

значением воспалительной реакции в месте введения ППД для млекопитающих 

морских свинок.  

Эффективность аллергической диагностики микобактериальных инфекций 

определяется качественными характеристиками туберкулинов [92, 93]. Вместе с 

тем имеются противоположные мнения относительно времени учета кожной 

туберкулиновой реакции на различные разведения туберкулинов. 

Исследованиями продемонстрирована наибольшая выраженность у 

иммунизированных микобактериями разных видов морских свинок кожной 

туберкулиновой реакции после предшествующей инъекции разведений через 24 

часа. При этом к 48 часам, после инъекции разведений туберкулинов 

интенсивность реакции снижается без значимого изменения вариации, но спустя 

72 часа после инъекции туберкулинов вариабельность значений увеличивается, но 

при значительном снижении интенсивности реакции. Кроме того, в период 24-72 

часа меняется соотношение воспалительных элементов кожной реакции ГЗТ от 

красного до бледно-розового цвета при значительном снижении инфильтрации. 

Таким образом как продемонстрировали настоящие исследования 

использование обоснованного временного периода оценки кожной 

туберкулиновой реакции ГЗТ является значимым условием для получения 

воспроизводимых и сходимых результатов исследований иммунобиологических 

параметров микобактериальных аллергенов. 

В соответствии литературных данных контроль качественных параметров 

микобактериальных аллергенов на сенсибилизированных морских свинках 

осуществляется однократно, или в период до 6 месяцев. Вместе с тем 
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себестоимость, сенсибилизированных соответствующим видом микобактерий 

морских свинок (и сформированной иммунологической реактивностью) 

значительно превышает себестоимость не иммунных животных, что 

обуславливает определение целесообразного периода использования животных. 

Обоснованием более длительного периода использования сенсибилизированных 

морских свинок основано на исследовании, продемонстрировавшем длительную 

сохранность кожной туберкулиновой реакции ГЗТ в медицинской практике при 

использовании вакцины БЦЖ [72, 73, 125], а также у крупного рогатого скота, 

искусственно сенсибилизированного микобактериями различных видов [221, 

242]. 

В соответствии литературных данных, среди лабораторных методов 

диагностики туберкулёза биопроба позволяет выявить этиологический агент, 

даже если в образце присутствуют единичные микобактерии, в связи, с чем 

указанный метод является высокочувствительным [1, 215, 217, 223]. 

Проведенные нами исследования продемонстрировали, что в соответствии: 

«Наставления по диагностике туберкулёза животных» от 2002 года, используемая 

для оценки развития специфического туберкулёзного процесса у морских свинок 

доза туберкулина для млекопитающих 25 единиц выраженная относительно 

предшествующего стандарта активности соответствует 5 Международных единиц 

PPD-bovine используемого в настоящее время. При этом с учетом диапазона 

содержания Международных единиц в мл. объема при приготовлении 

стандартного разведения (в 200 раз) обуславливает содержание МЕ: 3,3-5-7,5 и 

позволяет в 100% выявлять состояние ГЗТ при сенсибилизации микобактериями 

бычьего вида. 

Учитывая восприимчивость морских свинок к микобактериям, 

инфицированные морские свинки используются как модель исследования 

иммунных механизмов [219, 220, 226]. При этом фагоцитоз является одним из 

первых механизмов защиты от микобактериальных патогенов [132, 317]. 

Последующие исследования включали оценку содержания лейкоцитов в крови 

морских свинок, в различные периоды времени формирования состояния ГЗТ и 
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развития туберкулиновой реакции, а также оценку фагоцитоза латексных частиц в 

период формирования ГЗТ и развития аллергической реакции на аллерген для 

млекопитающих. 

Проведенные нами исследования показали, что к периодам развития 

состояния ГЗТ, а также формирования туберкулиновой реакции на введение 

ППД для млекопитающих у сенсибилизированных микобактериями бычьего 

вида морских свинок количество сегментоядерных нейтрофилов возрастает, 

при снижении количества лимфоцитов. Также установлено, что 

максимальная интенсивность фагоцитоза регистрируется на 14 сутки, после 

сенсибилизации с последующим угнетением на 30 сутки, а также после 

постановки теста ГЗТ. В соответствии литературных данных [231] 

выявленные изменения содержания сегментоядерных нейтрофилов и 

лимфоцитов у морских свинок характеризуют нейтрофильную фазу 

туберкулёзной инфекции. 

Для получения воспроизводимых и сходимых результатов 

исследования иммунобиологических параметров микобактериальных 

аллергенов необходимо учитывать соответствующие погрешности [4, 70]. 

Погрешности, влияющие на результаты оценки иммунобиологических 

параметров микобактериальных аллергенов можно классифицировать в две 

группы: 1. обусловленные биологической моделью; 2. опосредованные 

оператором; 

Вместе с тем используя современные методические подходы, можно 

значимо снизить влияние указанных погрешностей опосредованные 

оператором, например, посредством использования технического устройства 

оценки биологических критериев туберкулиновых аллергенов. 

При оценке у морских свинок воспалительной реакции на различные 

дозировки тестируемого и контрольного туберкулинов двумя операторами 

выявляются различия, при этом вариабельность расчетных значений 

активности, по нашим наблюдениям, колеблется в пределах 20%, что снижает 
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воспроизводимость и сходимость результатов тестирования биологических 

критериев. 

Основные причины подобных различий обусловлены затруднениями в 

объективной оценке границ воспаления, в связи с неодинаковой 

выраженностью воспалительных элементов папула- эритема и натяжением 

кожи. 

Одним из возможных вариантов нивелирования указанных 

погрешностей является использование специализированных устройств 

характеризующиеся следующими параметрами: 1. возможностью цифрового 

захвата изображения с необходимым разрешением; 2. наличия 

фиксирующего устройства, обеспечивающего стандартное натяжение кожи; 

3. обеспечивающее равномерный световой поток. 

На основании указанных параметров было разработано 

специализированное техническое устройство. 

Исследования продемонстрировали, что использование устройства 

позволит фиксировать кожный покров морских свинок и формировать 

цифровые изображения, с возможностью осуществления детализации границ 

аллергической реакции, исключая влияние неодинаковой освещенности в 

помещении, а также индивидуальными параметрами зрения. 

В настоящее время при осуществлении статистических расчетов в 

различных научных направлениях используется специализированное 

программное обеспечение, позволяющее интенсифицировать и снизить 

погрешность рутинных исследований [295]. Специализированного программного 

обеспечения для осуществления расчетов биологических параметров 

микобактериальных аллергенов не имеется. Учитывая указанное, нами 

разработано специализированное программное обеспечение. 

Применение разработанного программного обеспечения позволило 

стандартизировать и интенсифицировать этап статистического расчета 

иммунобиологических параметров микобактериальных аллергенов 

(активности и специфичности). Также софт может быть использован при 
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разработке новых и усовершенствования существующих методик 

иммунобиологического контроля микобактериальных аллергенов. Для 

примера, исследованиями было установлено, что реактогенность 

микобактериальных аллергенов обусловлена содержанием пирогенов, 

использование разработанного программного обеспечения позволило не 

только определить пороговые значения пирогенов на различных этапах 

изготовления микобактериальных аллергенов, но и оценить их 

количественно. 

В настоящее время для туберкулинов, изготовленных из микобактерий: 

M. tuberculosis, M. bovis и M. avium разработаны Международные стандарты 

активности [247, 248, 249]. Вместе с тем, в отношении аллергенов из 

атипичных микобактерий соответствующих Международных стандартных 

препаратов не разработано. При этом применение в качестве стандарта -

Международного стандарта туберкулина для птиц по отношению к комплексному 

аллергену из атипичных микобактерий, как было выявлено, наиболее в 

антигенном строении сходен с одним из компонентов. При этом оба компонента 

КАМ определяют равнозначную половину биологической активности [59, 227, 

228], поэтому использование в качестве эталона ППД для птиц нецелесообразно. 

Последующие эксперименты продемонстрировали, что активность 

КАМ следует оценивать на морских свинках, сенсибилизированных смесью 

атипичных микобактерий M. intracellularae и M. scrofulaceum, то есть 

полностью гомологичной сенсибилизации, что соответствует требованиям 

международной практики [61, 216, 322]. 

Также при осуществлении контроля в качестве контроля следует 

использовать аллергены, составленные из микобактерий M. intracellularae и 

M. scrofulaceum. Биологическую активность контрольного препарата 

целесообразно оценивать в соответствии варианта, предполагающего 

определение минимального количества белка необходимое для выявления 

состояния ГЗТ. Суммарная активность комплексного аллергена, 
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составленного из моноаллергенов, должна соответствовать 6750 ЕД/см3 

раствора. 

Выбор критериев оценки аллергической реактивности у морских свинок 

обусловлен тем, что 5 мм. считается реакцией в соответствии «Наставления по 

диагностике туберкулёза животных» от 2002 года. Вместе с тем с учетом 

погрешности реакцией следует считать значение от 7 мм. 

При составлении новой эталонной серии КАМ и оценке биологической 

активности моноаллергенов было определено, что 2,6 мг 

моноаллергена M. intracellularae соответствуют необходимому значению 

3375 ЕД, в то время как 0,9 мг. моноаллергена M. scrofulaceum соответствуют 

3375 ЕД. Таким образом при формировании смеси моноаллергенов 

суммарное значение белка составит 3,5 мг. Вместе с тем при приготовлении 

рабочего разведения контрольного комплексного аллергена соотношение 100 

ЕД в сравнении с 100 МЕ ППД для млекопитающих будет характеризоваться 

соотношением 5 к 1. Кроме того при проведении сравнительных исследований на 

крупном рогатом скоте, сенсибилизированном атипичными микобактериями 

используемая дозировка в 3,5 раза будет превышать рекомендованную по белку. 

В то же время в исследованиях Козлова В.Е. [59] продемонстрирована, 

что дозировка КАМ должна соответствовать не 1350 ЕД/ 0,2 см3, а 800 ЕД/ 0,2 см3, 

соответственно в 1 см3 раствора должно содержаться 200 ЕД. 

Приведенные данные позволяют уменьшить дозировки контрольного КАМ в 

соответствии расчета 6750 ЕД: 2000 ЕД = 3,375, что в пересчете по белку 

составит 3,5 мг: 3,375= 1,04. Таким образом, указанный подход может быть 

использован при формировании контрольной серии КАМ в соответствии 

Международных требований. 

В соответствии требований Международной практики одним из 

ключевых параметров микобактериальных аллергенов является 

специфичность [61, 62, 216], которая оценивается на лабораторных животных 

(морских свинках) иммунизированных микобактериями характеризующиеся  

минимальной гомологией с тестируемым туберкулином. 
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Например, в отношении ППД для млекопитающих 

гетерологичной является сенсибилизация морских свинок 

микобактериями птичьего вида, а в отношении ППД для птиц 

гетерологичной являются сенсибилизация морских свинок микобактериями 

бычьего вида. При этом в качестве контроля используется 

микобактериальный аллерген гомологичный варианту сенсибилизации. 

Предварительно проведенные исследования продемонстрировали, что 

оценку специфичности комплексного аллергена необходимо проводить 

параллельно с туберкулином для млекопитающих в группе животных 

иммунизированными атипичными микобактериями и группе животных 

иммунизированных туберкулёзными микобактериями бычьего вида. Анализ 

литературных и собственных исследований продемонстрировали, что при 

разработке методики оценки специфичности микобактериального аллергена 

должны быть учтены следующие условия: 

1. Соответствие максимальных и минимальных дозировок гетерологичных 

аллергенов обеспечивающие близкие значения кожной 

туберкулиновой реакции ГЗТ; 

2. Соответствие кожной реакции ГЗТ на гетерологичный туберкулин 

диапазону 8-25 мм. 

На стабильность иммунобиологических свойств туберкулиновых 

аллергенов оказывает влияние множество факторов, которые определяются 

технологической схемой изготовления, а также условиями хранения [7, 59, 87]. 

В соответствии действующих нормативов стабильность 

иммунобиологических препаратов может быть установлена путем хранения в 

условиях отсутствии света и определенной температуре (наиболее часто 

используется диапазон от 2 до 8°С), либо методом ускоренного хранения [33]. Так 

известно, что при повышении температуры хранения 

лекарственного средства закономерно возрастает скорость физико-химических 

реакций и ускоряются деградационные процессы [274, 275]. 
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Исследование трех препаратов хранившихся при температуре 2-8 °С 

продемонстрировали не равнозначный результат стабильности 

биологических параметров. Выявлено, что АТК характеризуется 

стабильностью. При этом вероятнее всего сохранность биологических 

свойств АТК, в сравнении с другими исследованными туберкулинами, 

связаны с продуктами водно-термического гидролиза стабилизирующие 

биологически активные белки [7, 59, 66]. В то же время, принимая во внимание 

данные литературы, характеризующие АТК как смесь не только 

микобактериальных соединений, но и соединения не микобактериальной 

природы, такие как не стандартизируемые соединения культуральной среды, 

повышенная реактогенность является вполне ожидаемой [66, 114, 116]. 

Вместе с тем выявлено, что HCSM туберкулин и безальбумозный 

туберкулин менее стабильны, даже с учетом их меньшего периода хранения, в 

сравнении с АТК. 

В РФ разработаны и широко используются три микобактериальных 

туберкулина: туберкулин для млекопитающих, туберкулин для птиц и 

комплексный аллерген из атипичных микобактерий. 

Известно, что ППД для млекопитающих содержит незначительное 

количество родовых антигенов микобактерий, поэтому при исследовании 

животных на микобактериальные инфекции может регистрироваться 

перекрестная аллергическая реакция, обусловленная сенсибилизацией 

нетуберкулёзными микобактериями [334, 335, 336, 337], дифференцировку, 

которой возможно осуществить, используя симультанную аллергическую пробу с 

ППД для птиц или КАМ [149, 363, 378]. 

Вместе с тем, не смотря на определенную схожесть состава ППД для птиц и 

КАМ, аллергены не являются равнозначными препаратами в связи с тем, что 

процентный состав видовых и групповых антигенов различен [127, 324, 343]. Так 

известно, что антигенный состав комплексного аллергена более широкий, в 

сравнении с ППД для птиц [115, 224, 225]. КАМ представляет собой комплексный 

иммунобиологический препарат, в состав которого входят белковые соединения 
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атипичных микобактерий M. intracellularae и M. scrofulaceum. В тоже время 

регистрируются постоянные изменения в экологии микобактерий в связи, с чем 

актуальными являются исследования по совершенствованию существующих и 

разработке новых микобактериальных аллергенов для дифференциально - 

даигностических исследований. 

Последующие исследования были направлены на усовершенствование 

комплексного аллергена на основе атипичных микобактерий. В результате 

проведенных исследований были изготовлены опытные лабораторные серии 

новых комплексных аллергенов (КАМ-2 и КАМ-3), которые были 

тестированы в сравнении с бивалентным аллергеном КАМ. 

Сравнительный анализ комплексных аллергенов из атипичных 

микобактерий, изготовленные в ВИЭВ в сравнении с коммерческим комплексным 

аллергеном и туберкулином для птиц убедительно продемонстрировал 

предпочтительность по критериям специфичности и активности комплексного 

аллергена КАМ-3.  

Актуальными являются разработка аллергенов для выявления 

сенсибилизации животных НТМБ и микобактериями паратуберкулёза. 

В лаборатории хронических исследований ВИЭВ были проведены 

исследования по разработке аллергена для аллергической диагностики 

паратуберкулёзной инфекции у крупного рогатого скота. 

В настоящее время для осуществления аллергического тестирования 

животных на паратуберкулёз используются ППД для птиц (в настоящее 

время) или Ионин (использованный ранее). При этом ППД для птиц 

изготовлен с использованием микобактерий M. avium subsp. аvium, в то время 

как Ионин изготовлен с применением микобактерий M. avium subsp. 

paratuberculosis. В свою очередь исследования методом ДНК-ДНК-гибридизации 

продемонстрировали генетическую гомологию М. paratuberculosis и M. avium 

[127]. В тоже время описанные аллергены не являлись абсолютно 

гомологичными, что позволяет предположить усиление диагностических свойств 

аллергена, в состав которого будет представлен аллергенами M. avium subsp. 
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аvium и M.avium subsp. paratuberculosis. Изучение в лабораторных условиях 

иммунобиологических показателей комплексного аллергена «Параавиум» 

продемонстрировала возможность оценки его аналогично как ППД для птиц, в 

соответствии Международных требований. Препарат «Параавиум» при 

тестировании на сенсибилизированных разными микобактериями лабораторных 

животных продемонстрировал лучшие диагностические свойства, позволяющие 

проведение дальнейших исследований в производственных условиях.  

Весомой задачей в разработке противопаратуберкулёзных мероприятий 

является создание биологической модели паратуберкулёза. Многочисленные 

исследования в этом направлении не увенчались успехом. Нами проведены 

исследования по разработке биологической модели паратуберкулёзной инфекции. 

Исследованиями по оценке иммунизирующих свойств микобактерий 

паратуберкулёза на морских свинках показали, что использование культур M. 

avium subsp. paratuberculosis в дозе 5 мг. подкожно не сопровождается развитием 

аллергической реакции, вместе с тем при подкожном введении микобактерий 

паратуберкулёза в указанной дозировке (в составе адъюванта) вызывает 

сенсибилизацию организма морских свинок и демонстрирует развитие реакции 

ГЗТ. Последующее наблюдение за животными двух групп продемонстрировало, 

что введение микобактериальной суспензии с адъювантом сопровождается 

развитием воспалительной реакции по типу абсцесса. В то время как при 

подкожном введении микобактерий паратуберкулёза в 4 места в области спины 

морских свинок подобное воспаление не выявляется. Таким образом, получена 

биологическая модель для оценки микобактерий паратуберкулёза in vivo. 

Кроме того, при использовании микобактериальных аллергенов 

равнозначной биологической активности для оценки сенсибилизирующих 

свойств микобактерий паратуберкулёза продемонстрировало более 

выраженную реакцию на комплексный аллерген «Параавиум» (5 ЕД.) в 

сравнении с ППД для птиц (5 МЕ.) при аллергической диагностике 

паратуберкулеза крупного рогатого скота и лабораторной диагностике 

паратуберкулезной инфекции. 
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6. ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

 

Диссертационная работа направлена на совершенствование системы 

диагностики микобактериальных инфекций животных, а именно на изучение 

условий и факторов оценки иммунобиологических параметров 

микобактериальных аллергенов, а также разработку и усовершенствование 

аллергодиагностикумов. В результате проведенных исследований были выявлены 

значимые критерии, влияющие на результаты исследований, такие как вариант 

сенсибилизации морских свинок, эквивалентные дозы микобактериальных 

аллергенов. 

Проведены сравнительные исследования по совершенствованию 

биологической модели микобактериальных инфекций животных. Так 

исследованиями определена предпочтительная животная модель. Предложен 

принцип группирования животных в соответствии иммунологической 

реактивности. Определены оптимальные временные интервалы оценки 

иммунологической реактивности сенсибилизированных морских свинок. 

Рассчитана оптимальная диагностическая доза и её интервал для оценки 

туберкулёзной инфекции у морских свинок.  

Проведенные исследования по совершенствованию тестов оценки 

иммунобиологических параметров микобактериальных аллергенов позволили 

разработать инструментальный способ оценки кожной реакции ГЗТ, 

специализированное программное расчета иммунобиологических параметров 

туберкулинов. Предложены подходы оценки активности и специфичности 

комплексных аллергенов из атипичных микобактерий. 

Разработаны и исследованы комплексные аллергены на основе 

микобактерий различных видов, продемонстрировавшие высокие 

диагностические характеристики. 

Разработана модель развития ГЗТ на микобактерии паратуберкулёза у 

морских свинок. 
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7. ВЫВОДЫ 

 

 

1. Усовершенствована аллергическая диагностика туберкулёза и 

паратуберкулёза крупного рогатого скота, на основе разработанных 

туберкулиновых аллергенов. 

2. Определено, что при оценке иммунобиологических критериев 

туберкулиновых аллергенов оптимальным вариантом является внутрикожная 

сенсибилизация морских свинок M. bovis БЦЖ, в дозе 0,2 мг. Оптимальным 

вариантом сенсибилизации морских свинок M. avium и разными видами 

атипичных микобактерий является подкожное введение микобактерий, в дозе 5 – 

10 мг. 

3. Показано, что для оценки биологических параметров туберкулина для 

млекопитающих и туберкулина для птиц эквивалентными дозами являются 62 

МЕ-310 МЕ, а для КАМ 62 ЕД-310 ЕД. 

4. Установлено, что максимальная интенсивность кожной реакции ГЗТ у 

морских свинок иммунизированных разными видами микобактерий выявляется 

через 24 часа, после внутрикожного введения микобактериальных аллергенов, 

поэтому учет аллергических реакцией следует проводить один раз в этот период 

времени. Иммунологическая реактивность организма сенсибилизированных 

разными видами микобактерий морских свинок остается стабильной в течение 14 

месяцев, после сенсибилизации. 

5. Выявлено, что сенсибилизированные микобактериями морские свинки 

является более чувствительной моделью, в сравнении с инфицированным 

крупным рогатым скотом, для оценки биологических параметров туберкулиновых 

аллергенов. Методика расчета биологических параметров микобактериальных 

аллергенов МЭБ характеризуется предпочтительностью, в сравнении с методом 

принятым в России (ГОСТ 16739-88). 

6. При проведении биопробы на лабораторных животных, ранее 

используемая доза туберкулина для млекопитающих 25 ТЕ PPD-S, соответствует 

5 МЕ PPD-bovine, используемых в настоящее время. Использование стандартного 
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разведения промышленных серий туберкулина для млекопитающих с 

биологической активностью 6600 – 15000 МЕ в 100% случаев позволяет выявлять 

состояние ГЗТ у лабораторных животных. 

7. Показано, что у морских свинок, сенсибилизированных микобактериями 

бычьего вида, к периоду развития туберкулиновой аллергии, возрастает 

количество сегментоядерных нейтрофилов, но снижается количество 

лимфоцитов. Максимальная интенсивность фагоцитоза, после сенсибилизации 

морских свинок микобактериями бычьего вида,  регистрируется на 14 сутки и с 

последующим снижением как на 30 сутки, так и после постановки теста ГЗТ с 

ППД-туберкулином для млекопитающих. 

8. Разработано и апробировано техническое устройство для измерения 

внутрикожной реакции у морских свинок, позволяющее точно определять 

границы воспалительного процесса, в месте введения аллергенов. Разработано и 

апробировано специализированное программное обеспечение, позволяющее 

оперативно и точно провести статистическую обработку количественных 

значений кожной реакции ГЗТ и оценку активности и специфичности 

микобактериальных аллергенов. 

9. Разработаны эталонные образцы микобактериальных моно аллергенов, 

для оценки биологической активности КАМ, в соответствии с требованиями 

МЭБ. С учетом современных требований разработана методика оценки 

специфичности КАМ на лабораторных животных. 

10. Установлено, что при длительном хранении, альттуберкулин для 

млекопитающих, в сравнении с туберкулином концентрированном нагреванием и 

безальбумозным туберкулином, характеризуется стабильностью биологических 

свойств. 

11. Наибольшими сенсибилизирующими свойствами характеризуются 

нетуберкулёзные микобактерии: M. intracellularae, M. scrofulaceum, M. fortuitum и 

M. smegmatis, относящиеся ко 2, 3 и 4 группам по классификации Раньена, 

которые необходимо использовать при изготовлении комплексного аллергена, для 

проведения симультанной пробы. 
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12. Определено, что комплексный туберкулин из атипичных микобактерий, 

включающий аллергены: M. avium, M. scrofulaceum и M. fortuitum 

(классифицируемый как КАМ-3) в сравнении с промышленно производимыми 

аллергенами, и лабораторными образцами характеризуется наилучшими 

показателями активности и специфичности. Комплексный аллерген, в форме 

раствора для инъекций, характеризуется стабильностью. 

13. Разработана технология изготовления комплексного аллергена, 

составленного из туберкулопротеинов M. avium и M. avium subsp. paratuberculosis 

для аллергической диагностики паратуберкулёзной инфекции животных. 

Комплексный аллерген Параавиум, в форме раствора для инъекций, 

характеризуется стабильностью. 

14. Разработана биологическая модель воспроизведения ГЗТ на морских 

свинках, позволяющая методом усиления и пролонгации сенсибилизации, по 

интенсивности проявления аллергических реакций ГЗТ на разные 

микобактериальные антигены дифференцировать M. avium subsp. paratuberculosis 

от других видов микобактерий. 

15. Установлено, что усиление сенсибилизирующих свойств M. avium subsp. 

paratuberculosis и других видов непатогенных для морских свинок НТМБ 

осуществляется подкожным введением микобактерий в 4 места спины, в дозе 5 

мг, в составе адъюванта (ланолин, минеральное масло в соотношении 15:85 в 0,5 

мл). Использование адъюванта позволяет пролонгировать сенсибилизацию 

животных и усилить иммунный ответ, на подкожное введение культур 

микобактерий. 

16. В результате проведенных исследований решена в настоящее время 

актуальная задача, совершенствования диагностики туберкулёза и 

паратуберкулёза крупного рогатого скота имеющая важное значение в 

обеспечении ветеринарного благополучия животноводческих хозяйств 

Российской Федерации. 
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8. ПРАКТИЧЕСКОЕ ИСПОЛЬЗОВАНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

ИССЛЕДОВАНИЙ 

 

 

Результаты диссертационных исследований отражены в следующих 

методических изданиях: 

Профилактические, диагностические, ограничительные и иные 

мероприятия, установление и отмена карантина и иных ограничений, 

направленных на предотвращение распространения и ликвидацию очагов 

туберкулёза животных. Материалы рассмотрены и одобрены на заседании 

Научно-методической комиссии ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН (протокол № 1 от 29 

января 2019 г., протокол № 2 от 31 января 2019 г.). Рассмотрены и утверждены к 

печати на заседании Ученого совета ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН (протокол № 2 от 

31 января 2019 г.), утверждены руководителем секции «Зоотехния и ветеринария» 

Отделения сельскохозяйственных наук РАН, академиком РАН Калашниковым 

В.В. 28 февраля 2019 г. Рекомендовано к изданию научно-техническим советом 

Минсельхоза России (протокол № 20 от 1 ноября  2019 г.). 

Профилактические, диагностические, лечебные, ограничительные и иные 

мероприятия, установление и отмена карантина и иных ограничений, 

направленных на предотвращение распространения и ликвидацию 

паратуберкулёза животных. Материалы рассмотрены и одобрены на заседании 

научно-методической комиссии ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН (протокол № 1 от 29 

января 2019 г.), рассмотрены и утверждены к печати на заседании Ученого совета 

ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН (протокол № 2 от 31 января 2019 г.), утверждены 

руководителем секции «Зоотехния и ветеринария» Отделения 

сельскохозяйственных наук РАН, академиком РАН Калашниковым В.В. 28 

февраля 2019 г. Рекомендованы к изданию научно-техническим советом 

Минсельхоза России (протокол № 20 от 1 ноября  2019 г.). 

Применение симультанной пробы с ППД туберкулином для 

млекопитающих и комплексным аллергеном из атипичных микобактерий (КАМ) 
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для индивидуального учета аллергических реакций, отбора реагирующих 

животных для диагностического убоя и установления диагноза на туберкулёз. 

Материалы рассмотрены и одобрены на заседании научно-методической 

комиссии ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН (протокол № 3 от 16.06.2020 г.), рассмотрены 

и утверждены к печати на заседании Ученого совета ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН 

(протокол № 3 от 18.06.2020 г.), утверждены руководителем секции «Зоотехния и 

ветеринария» Отделения сельскохозяйственных наук РАН, академиком РАН 

Калашниковым В.В. 10.11.2020 г.  

Туберкулины очищенные (ППД) для животных. Межгосударственный 

стандарт. ГОСТ 32306-2013. Москва Стандартинформ 2013. 32с. 
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9. РЕКОМЕНДАЦИИ И ПЕРСПЕКТИВЫ ДАЛЬНЕЙШЕЙ РАЗРАБОТКИ 

ТЕМЫ 

 

 

Ветеринарным и биотехнологическим специалистам, занятым в 

изготовлении и контроле биопрепаратов, а также специалистам, осуществляющим 

аллергическую диагностику микобактериальных инфекций животных в 

лабораторных условиях: 

При изучении биологических параметров туберкулиновых аллергенов 

использовать морских свинок, сенсибилизированных эквивалентными дозами 

микобактерий. 

При оценке биологической активности аллергенов использовать 62-310 

МЕ туберкулина для млекопитающих и туберкулина для птиц, а КАМ 62-310 ЕД. 

При формировании групп морских свинок для определения биологических 

параметров туберкулиновых аллергенов формировать в соответствии кожной 

воспалительной реакции. 

Учет кожной туберкулиновой реакции у сенсибилизированных морских 

свинок осуществлять через 24 часа после инъекции. 

При учете кожной туберкулиновой реакции ГЗТ для оценки 

иммунобиологических параметров туберкулинов использовать 

специализированное техническое приспособление. 

При изучении биологических параметров микобактериальных аллергенов 

использовать разработанное специализированное программное обеспечение. 

Оценку специфичности комплексного аллергена осуществлять 

параллельно с ППД для млекопитающих в двух группах морских свинок: 

иммунизированных микобактериями бычьего вида и морских свинках, 

сенсибилизированных смесью атипичных микобактерий. 

При разработке контрольных серий аллергена очищенного комплексного 

из атипичных микобактерий суммарная эквивалентная активность 

моноаллергенов должна соответствовать 800 ЕД/см3. 
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Контроль активности и специфичности нового комплексного аллергена 

«Параавиум» для диагностики паратуберкулеза проводить, как и при оценке 

иммунобиологических свойств ППД для птиц. 

В целях совершенствования и повышения эффективности лабораторной 

диагностики паратуберкулеза, следует использовать способ повышения 

иммунизирующих свойств микобактерий (разных видов) морских свинок, по 

интенсивности проявления аллергических реакций ГЗТ на разные аллергены 

позволяющей проводить дифференциацию M. avium subsp. paratuberculosis от 

других видов непатогенных для морских свинок НТМБ. 

Комплексный аллерген Параавиум изготовленный из туберкулопротеинов 

рекомендуем использовать в целях совершенствования аллергической 

диагностики паратуберкулеза животных. 
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10. СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

 

АТК - альттуберкулин Коха  

ВОЗ - Всемирная организация здравоохранения 

ГЗТ - гиперчувствительность замедленного типа 

ГИЭВ - государственный институт экспериментальной ветеринарии 

ГОСТ - Государственный стандарт 

ЕД - единица действия КАМ 

ИФА - иммуноферментный анализ 

КАМ - комплексный аллерген из атипичных микобактерий 

кДа - килодальтон 

КЖ - культуральная жидкость 

МЕ - Международная единица, установленная по международному 

стандарту   

мл.- миллилитры 

мм.-миллиметры 

МИФ - Макрофаг-ингибирующий фактор 

МХФ - макрофагальный хемотаксический фактор 

МЭБ - Международное эпизоотическое бюро   

НТБМ- нетуберкулёзные микобактерии 

ППД для млекопитающих – туберкулин очищенный (ППД) для 

млекопитающих 

ППД для птиц – туберкулин очищенный (ППД) для птиц 

ПЦР - полимеразная цепная реакция 

РФ- Российская Федерация 

СТО - Стандарт организации 

ТЕ - туберкулиновая единица, соответствующая требованиям, 

предусмотренным ГОСТ 16739-88 

ТУ - технические условия 
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ТХУ - трихлоруксусная кислота 

CD - Cluster definition (антигены кластеров дифференцировки клеток) 

HCSMТ - Heat Concentrated Synthetic Medium Tuberculin 

IL -Interleukin (интерлейкин) 

IFN - Interferon (интерферон) 

MAP -Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis  

MHC – major histocompatibility complex (главный комплекс генов или 

белков гистосовместимости) 

NIBSC – National Institute for Biological Standards and Control 

(Национальный институт биологических стандартов и контроля, Вейбридж) 

PPD - Purified Protein Derivative (очищенное белковое производное)  

TAF – Tuberculin albumofree (туберкулин, свободный от альбумоз) 

Th1, 2 - T-helper (1, 2 - субпопуляции CD4+ Т-лимфоцитов -хелперов) 

TNF - Tumor necrosis factor (фактор некроза опухоли) 

WC1+ - workshop cluster (рабочий кластер) 
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12. ПРИЛОЖЕНИЯ 

К диссертационной работе прилагаются следующие копии документов: 
№ Наименование документа Стр. 

1. 

Профилактические, диагностические, ограничительные и иные мероприятия, 

установление и отмена карантина и иных ограничений, направленных на 

предотвращение распространения и ликвидацию очагов туберкулёза животных 

(методические рекомендации) 

249 

2. 

Профилактические, диагностические, лечебные, ограничительные и иные 

мероприятия, установление и отмена карантина и иных ограничений, 

направленных на предотвращение распространения и ликвидацию 

паратуберкулёза животных (методические рекомендации) 

251 

3. 

Применение симультанной пробы с ППД-туберкулином для млекопитающихи 

комплексным аллергеном из атипичных микобактерий (КАМ) для 

индивидуального учёта аллергических реакций, отбора реагирующих животных 

для диагностического убоя и установления диагноза на туберкулёз (методические 

рекомендации) 

253 

4. Туберкулины очищенные (ППД) для животных ГОСТ 32306-2013 255 

5. 
Шприц для введения животным суспензий лекарственных препаратов и 

антигенных субстанций. Патент №110994 
257 

6. 
Пробка для укупорки стеклянных контейнеров, используемых в микробиологии. 

Патент №116472 
259 

7. 
Способ моделирования гиперчувствительности замедленного типа у морских 

свинок на микобактерии M. bovis. Патент № 2517218 
261 

8. 
Свидетельство о государственной регистрации программы для ЭВМ 

№2013617658 
263 

9. 
Свидетельство о государственной регистрации программы для ЭВМ 

№2014611927 
264 

10. 
Устройство определения морфологических количественных параметров 

воспалительного процесса, протекающего в коже лабораторных животных. 

Патент № 140669 
265 

11. 
Способ выявления анергичного, больного туберкулезом крупного рогатого скота. 

Патент № 2657837 
267 

12. 
Способ оценки сенсибилизирующих свойств микобактерий и микобактериальных 

антигенов. Патент № 2691398 
268 

13. 
Способ оценки сенсибилизирующих свойств атипичных микобактерий. Патент № 

2715220 
270 

14. Комплексный аллерген для диагностики паратуберкулёза. Патент № 2771778 272 

15. 
Способ дифференциации M. avium subsp. paratuberculosis  от других видов 

микобактерий на сенсибилизированных этими видами микобактерий морских 

свинках. Патент № 2800320  
273 

16. 
Диплом (Золотая осень 2018 г.): «За разработку нового метода аллергической 

диагностики туберкулёза крупного рогатого скота» 
274 

17. 

Диплом (Золотая осень 2020 г.): «За разработку методических рекомендаций: 

«Применение симультанной пробы с ППД туберкулином для млекопитающих и 

комплексным аллергеном из атипичных микобактерий (КАМ) для 

индивидуального учета аллергических реакций, отбора реагирующих животных 

для диагностического убоя и установления диагнозана туберкулёз» 

275 

18. 
Диплом (Золотая осень 2022 г.): «За разработку комплексного аллергена для 

диагностики паратуберкулёза» 
276 

19. 
Диплом (Золотая осень 2022 г.): «За серию монографий: «Бруцеллёз», 

«Туберкулёз», «Паратуберкулёз» 
277 
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