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Бактериологическому исследованию с применением питательных сред ВКГ и 

ВЛАКОН подвергнут патологический материал и кровь 139 коров с реакциями на 
туберкулин. Весь патологический материал  предварительно был проверен на средах 
накопления (ВКГ, ВЛАКОН). Установлено, что 23 изолята из крови и лимфатических 
узлов показали отрицательную реакцию агглютинации( РА), что совпало с 
отрицательными результатами полимеразной цепной реакции ( ПЦР). Из  25 
изолятов, реагировавших в РА - 17 (68%), дали положительную ПЦР с праймерами 16S 
RNA и МРВ 70, хотя в мазках были обнаружены рубиново-красные формы. 
Результаты указывают на то, что отрицательный результат в РА может 
однозначно свидетельствовать о том, что изолят не относится к микобактериям 
туберкулеза. Отрицательная реакция ПЦР с праймерами возможно связана с 
отсутствием, особенно, у штаммов M.tuberculosis, соответствующих генов на что 
указывают исследования специалистов в гуманной медицине.. 

Ключевые слова: питательные среды ВКГ, ВЛАКОН, микобактерии 
туберкулеза, реакция агглютинации( РА), полимеразная цепная реакция ( ПЦР). 

 
Несмотря на существующие средства диагностики и профилактики, 

актуальность проблемы туберкулеза не снижается - более половины населения планеты 
инфицировано, 2-3 млн. человек ежегодно умирают от болезни, выявляется 3-6 млн. 
голов туберкулинпозитивного крупного рогатого скота. В 1993 г. Всемирная 
организация здравоохранения (ВОЗ) признала, что нарастающая эпидемия туберкулеза 
представляет глобальную угрозу человечеству [1]. В связи с этим, особую значимость 
представляет углубленное изучение биологии возбудителя болезни и разработка 
принципиально новых средств диагностики и профилактики болезни. 

В Республике Беларусь в последние 20 лет число неблагополучных пунктов по 
туберкулезу крупного рогатого скота постоянно снижалось. Однако полностью 
исключить случаи возникновения болезни не удается. Уровень выявления реагирующих 
животных остается высоким (0,3-0,5%), что существенно усложняет получение стадами 
статуса, официально признанных благополучными по туберкулезу [2].  

Проблема туберкулиновых реакций в благополучных по туберкулезу стадах 
изучается, достаточно, давно. На такие «парааллергические» реакции обратили внимание 
еще в 20 –х годах ХХ столетия после первых успехов в борьбе с туберкулезом [32, 44]. Как 

                                                
* В статье использованы материалы научных исследований, проводимых в рамках договора о 
международном сотрудничестве ученых Украины и Беларуси. 
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правило, их связывали с инфицированием коров атипичными микобактериями или 
M.avium [4, 5, 6] но, учитывая современные представления об адаптивных возможностях 
возбудителя болезни, нельзя исключать роль латентной (скрытой) туберкулезной 
инфекции в индукции ГЗТ к туберкулину [7, 8].  

Оценка эпизоотического состояния хозяйств по выявлению реагирующих на 
туберкулин животных и отсутствию туберкулезных изменений на секции, к сожалению, 
не отражает реального эпизоотического процесса, и не позволяет достоверно 
прогнозировать развитие ситуации. Иммунологический скрининг  показал, что у 8-11% 
туберкулинпозитивных коров реакции могут быть связаны с инфицированием  M.bovis 
и M.tuberculosis, так как у них в крови обнаруживаются антитела к видоспецифическим 
антигенам этих видов [7, 8].  

Угроза рецидивов болезни заставляет ежегодно проводить туберкулинизацию и 
сдавать на убой реагирующих высокопродуктивных животных. Такие меры, в 
значительной степени, обоснованы, и считаются ранней профилактикой заболевания, 
однако, в силу относительно низкой чувствительности и специфичности пробы, они не 
позволяют выяснить причины реакций на туберкулин, источники и резервуары 
инфекции, проводить целенаправленную борьбу с возбудителем болезни. Кроме того, 
отсутствие прямого подтверждения персистенции возбудителя туберкулеза у 
туберкулинпозитивных животных, может расцениваться, как гипердиагностика, 
наносящая значительный экономический ущерб.  

«Золотым стандартом» диагностики в ветеринарии считается посмертное 
выделение возбудителя туберкулеза на яичных питательных средах или получение 
положительного результата биопробы [4]. Однако даже в условиях относительного 
неблагополучия хозяйств в 80-е годы прошлого века, с помощью бактериологического 
исследования у туберкулинпозитивных коров без видимых патологоанатомических 
изменений удавалось выделить возбудитель туберкулеза лишь в 0,03-0,2% случаев [9]. 
Тем не менее, современная диагностика туберкулеза крупного рогатого скота 
продолжает базироваться на позициях мономорфизма и представлениях о достаточно 
простой биологии возбудителя болезни, хотя роль адаптивных форм (фильтрующиеся, 
L-формы, микобактерии с дефектами клеточных стенок) в инфекционном процессе 
доказана достаточно давно [10].  

В значительной степени прямое выявление измененного возбудителя 
туберкулеза и его труднокультивируемых форм затруднено отсутствием простых, 
доступных и дешевых методов бактериологического исследования.  

Существенный сдвиг в изучении возбудителя туберкулеза и методах 
ускоренного культивирования достигнут, благодаря разработке стимулятора роста и 
питательной среды ВКГ В.В.Власенко [11]. Установлено, что на питательной среде 
рост возбудителя туберкулеза, в том числе и труднокультивируемых форм удается 
получить уже через 24-72 ч после посева, причем выросшая бактериальная масса не 
загрязняется компонентами среды, как на полужидких средах и доступна для 
дальнейшего исследования [11]. 

С помощью питательной среды ВКГ был установлено и подтверждено, что   
классическая рубиново-красная палочка – лишь одна из форм развития возбудителя 
туберкулеза [11]. Фактически, традиционные представления, признающие 
возбудителем только те формы, которые имеют  классические признаки, описанные на 
заре микробиологии, на современном этапе не позволяют дать ответ на ряд 
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существенных вопросов причин активизации туберкулезной инфекции, понять ее 
патогенез, выявить резервуары инфекции.   

Уникальные свойства питательной среды ВКГ, ВЛАКОН позволяют получать 
рост самых разных форм возбудителя туберкулеза, которые, исходя из традиционных 
представлений, трудно отнести не только к определенному виду, но и роду 
Mycobacterium. В этой связи важно разработать не только прижизненную 
бактериологическую диагностику туберкулеза, но и доступные точные методы 
идентификации изолятов. 

Материалы и методы исследований. В исследованиях использовали: «Набор 
для ускоренного выявления микобактерий туберкулеза (на основе питательных сред 
ВКГ и ВЛАКОН», «Набор сывороток  для идентификации  культур комплекса M.bovis-
M.tuberculosis,  выращенных на питательной среде ВКГ в реакции агглютинации (РА)», 
«Набор реактивов для детекции в ПЦР микобактерий комплекса M.tuberculosis МТК-Т» 
(разработан ГНУ «Институт биоорганической химии НАН Беларуси»), а также  139 
проб  крови и патологического  материала от реагировавшего на туберкулин крупного 
рогатого скота.  

Для посева на среду ВКГ кровь или гомогенаты лимфатических узлов 
смешивали со стимулятором роста ВКГ (1:1)  инкубировали 24 ч и, высевали по 0,5-0,8 
мл на разовые  чашки Петри со средой ВКГ или ВЛАКОН. Чашки герметизировали 
скотчем. Посевы инкубировали при 370С 7 суток. Изоляты исследовали в пластинчатой 
реакции агглютинации (РА) с моноспецифической антисывороткой к комплексу 
M.tuberculosis- M.bovis,контролями служили негативная сыворотка (К-) и 0,9% раствор 
хлорида натрия. Стекла с результатами реакции высушивали, окрашивали по Циль-
Нильсену, и подвергали световой микроскопии (10х100), что позволяло оценить 
морфологию изолятов и микроскопическую картину агглютинации.  

В ПЦР с праймерами  IS 6110 исследовали непосредственно патологический 
материал. Изоляты исследовали с  праймерами МРВ 70 с  внутренним  контролем (ВК) 
с праймерами 16sRNA. Его амплификация должна была свидетельствовать об 
успешном течении ПЦР, а  отсутствие амплификации - о ложноотрицательной реакции. 

Результаты исследований. Весь патологический материал предварительно 
был проверен в ПЦР (праймеры IS 6110). Во всех случаях в ПЦР был получен 
отрицательный результат, но из указанных проб на средах накопления (ВКГ, ВЛАКОН) 
было выделено  72 изолята. 

Представлены  результаты ПЦР (праймеры МРВ 70) 68 изолятов из крови и 
лимфатических узлов реагировавших на туберкулин коров с последующей 
перепроверкой в ПЦР с ВК. 

Из 68 изолятов по результатам ПЦР с праймерами 16sRNA – 26 (38,2%) были 
отнесены к роду Mycobacterium. Из них 22 (84,6%) – к M. tuberculosis complex 
(праймеры МРВ 70). При повторном исследовании с ВКО эти результаты были 
подтверждены. Кроме того, 4 пробы (№№41, 67, 69, 70) не дали амплификацию ВК и, 
поэтому их можно было отнести к ложноотрицательным. 

Указанные  выше культуры, а также некоторые другие  были проверены в РА, 
включая микроскопическую оценку реакции.  

Установлено, что 18 изолятов при испытании в пластинчатой РА дали 
отрицательную реакцию. Микроскопическая картина РА, также свидетельствовала об 
отсутствии агглютинации клеток. Эти данные совпали и с отрицательными 
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результатами ПЦР (специфичность РА-100%). У 15 изолятов (65,2%) из 23, в ПЦР 
обнаружены специфические участки ДНК, характерные для МБТ. Интересно отметить, 
что кровь 2 коров образовывала в РИД положительною реакцію  с соникатом M.bovis. 
Изоляты из крови этих коров интенсивно (++++) агглютинировались антисывороткой 
M.bovis с формированием мощных агглютинатов клеток и давали положительный 
результат ПЦР.  

Обсуждение результатов. Отрицательные результаты  прямого исследования 
крови и лимфатических узлов реагировавших на туберкулин коров в ПЦР подтвердило 
необходимость «обогащения» пробы ДНК МБТ.  Такое явление связано с трудностями 
выделения ДНК МБТ из крови и патологического материала без видимых 
туберкулезных изменений, а также наличием в них   ингибиторов. Это подчеркивает 
необходимость предварительного использования питательной среды накопления. 
Ранее, для этого испытывалась питательная среда Школьниковой [10], позволяющая за 
1-2 месяца, получить рост измененных микобактерий для последующей идентификации 
в ПЦР [12]. Вместе с тем, такой продолжительный срок накопления, неприемлем для 
эксперсс-диагностики, среда Школьниковой не рекомендовалась для посева крови, к 
тому же с нее трудно получить бактериальную массу изолятов для выделения 
относительно чистой ДНК МБТ. Указанные выше проблемы успешно решает 
питательные среды накопления (ВКГ, ВЛАКОН), позволяющие c высокой 
чувствительностью выделять измененные МБТ из крови [8]. Известно, что изоляты 
микобактерий туберкулеза, дают стойкую суспензию, в отличие от культур, 
выделенных на яичных средах. Это делает доступным их исследование в РА на наличие 
общих антигенов с классической формой возбудителя. Известно, что отличительной 
чертой  ПЦР, является высокая специфичность, что позволяет верифицировать 
результаты РА. Так, по результатам всех исследований, 23 изолята, полученные из 
крови и лимфатических узлов показали отрицательную РА, что совпало с 
отрицательными результатами ПЦР. Таким образом, отрицательный результат в РА 
может однозначно свидетельствовать о том, что культура не относится к 
микобактериям туберкулеза.   

Следует заметить, что 68% культур, реагировавших в РА, в ПЦР показали 
наличие  специфических участков ДНК МРВ 70, что подтверждает высокую 
диагностическую ценность РА. Вместе с тем 32% РА-позитивных культур не 
реагировали в ПЦР с праймерами МРВ 70, хотя в большинстве из них в мазках были 
обнаружены рубиново-красные формы. Возможно, это связано с отсутствием, особенно 
у штаммов M.tuberculosis, соответствующих генов [13]. Считается, что у 
трансформированных МТБ часто отсутствуют участки IS 6110, поэтому лучшие 
результаты при идентификации в ПЦР измененных культур дают праймеры MPB 64 
[12]. 

Выводы. 1. Полученные результаты показывают, что у коров благополучных 
стад может отмечаться скрытая туберкулезная инфекция, которую можно выявить 
прижизненно, только с применением питательных сред ВКГ и ВЛАКОН. 

2. Отрицательный результат в РА может однозначно свидетельствовать о том, 
что изолят не относится к микобактериям туберкулеза.   

3. Установлено, что 23 изолята из крови и лимфатических узлов показали 
отрицательную реакцию агглютинации (РА), что совпало с отрицательными 
результатами полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
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Summary 

It was estimated better results of VLACON  environ using: decreasing the time of 
analysis, increasing effectiveness comparatively with Lovenshtein-lensen environ, decreasing 
the period of extralungs forms of tuberculosis verification, increasing sensitivity and 
decreasing period of bacteriology diagnostics in oligo - and abacillus tuberculosis patients. 

 
 


