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УДОСКОНАЛЕННЯ ТЕХНОЛОГІЇ
ВИГОТОВЛЕННЯ ОЧИЩЕНОГО
ТУБЕРКУЛІНУ ДЛЯ ДІАГНОСТИКИ
ТУБЕРКУЛЬОЗУ ТВАРИН

Наведено рез льтати порівняльно о вивчення
а тивності е спериментальних мі росерій
т бер лінів, ви отовлених за вдос оналеною
техноло ією в дослідах на вели ій ро атій х добі.

Туберкульоз має особливе значення серед
інфекційних захворювань, оскільки завдає вели-
ких економічних збитків тваринництву і стано-
вить постійну небезпеку для здоров’я людини [4].
Під час проведення протитуберкульозних

заходів важливою є організація ефективної
діагностичної системи, що ґрунтується на ви-
користанні високоспецифічних діагностикумів
[1]. Ефективність виявлення хворих на тубер-
кульоз тварин визначається насамперед висо-
кою видовою специфічністю та біологічною ак-
тивністю туберкулінів. У багатьох країнах для
зажиттєвої діагностики туберкульозу тварин
застосовують очищені ППД-туберкуліни. Діаг-
ностичною речовиною таких туберкулінових
препаратів є білкові сполуки мікобактерій ту-
беркульозу. Найактивнішими та специфічними
є ті протеїни, які за багаторазового введення
не формують у тварин реакцій імунної відповіді
[1, 3]. Сучасний етап розвитку біотехнології дає
змогу в умовах біофабрики здійснювати фрак-
ціонування білків мікобактерій і відокремлюва-
ти потрібні компоненти за допомогою ультра-
фільтрації [1, 2, 6].
Технологія методів фракціонування біологіч-

них макромолекул з використанням ультра-
фільтрації дає змогу видалити з туберкуліну
баластні великомолекулярні полісахаридні та
ліпопротеїдні фракції й отримати неімуногенні
туберкуліни, стандартизовані за молекулярною
масою, які містять у своєму складі найспеци-
фічніші фракції протеїнів [1].
Мета роботи — виготовлення дослідних мік-

росерій туберкуліну для ссавців у стандартно-
му розчині способом ультрафільтрації, які міс-
тять у своєму складі специфічні протеїни мо-
лекулярною масою до 300 кДа, а також

вивчення активності, специфічності, реактоген-
ності та сенсибілізувальних властивостей цих
препаратів у дослідах на лабораторних і
сільськогосподарських тваринах.
Матеріали і методи. У роботі використо-

вували виробничий туберкуліногенний штам
M. bovis ІЕКВМ-1, який застосовують у вироб-
ництві туберкуліну очищеного (ППД) для ссав-
ців у стандартному розчині на Сумській дер-
жавній біофабриці. Матричну культуру мікобак-
терій бичачого виду висівали у 15 бутлів
(місткістю по 3 л) на рідке синтетичне живиль-
не середовище Сотона і культивували у термо-
статі впродовж 60-ти діб при температурі
37±0,5°С. Після цього бутлі з вирощеною куль-
турою автоклавували при температурі 132°С
60 хв. Потім бактеріальну масу відокремлюва-
ли від культуральної рідини способом фільт-
рації через стерильні ватно-марлеві фільтри,
культуральний фільтрат центрифугували за 3
тис. об./хв — 20 хв.
Одержаний культуральний фільтрат пропус-

кали спочатку через стерилізувальні пластини
Зейтца, а потім через мікропористі капронові
мембрани і в умовах Сумської державної біо-
фабрики — через порожнисті волокна на уста-
новці УПВ-6, які затримують білок молекуляр-
ною масою понад 300 кДа. Одержаний в умо-
вах лабораторії ретентат фільтрували на
установці УФМ-3-1. Для ультрафільтрації куль-
туральної рідини були використані мікропористі
мембрани, які затримують білок з молекуляр-
ною масою 10 кДа, 100 і 300 кДа. В отримані
напівфабрикати туберкуліну додавали: фенол
до його вмісту у препараті 0,3%, гліцерин — 10
і NaCl — 0,85%. Після цього отриманий тубер-
кулін для ссавців у стандартному розчині роз-



34 Вісник аграрної науки червень 2012 р.

ТВАРИННИЦТВО,
ВЕТЕРИНАРНА МЕДИЦИНА

фасовували в стерильних умовах у скляні фла-
кони (місткістю по 10 см3), герметично закупо-
рювали і маркували.
У згаданих вище препаратах визначали зов-

нішній вигляд, стерильність, концентрацію вод-
невих іонів (рН), кількість загального білка (за
методом К’єльдаля) [7], а також на морських
свинках і великій рогатій худобі (бички віком
1 рік) — біологічну активність (ТО), видову спе-
цифічність, реактогенність, відсутність сенсибі-
лізувальних властивостей згідно з методиками,
визначеними в ТУ У 24.4-00497087–2001 «Ту-
беркулін очищений (ППД) для ссавців у стан-
дартному розчині». Контролем були комерційні
серії ППД-туберкуліну для ссавців у стандарт-
ному розчині (серії 64 і 2) та сухий очищений
комплексний алерген з атипових мікобактерій
(КАМ, серія 14), виготовлені Сумською держав-
ною та Курською біофабриками. Їх застосову-
ють для алергічної діагностики туберкульозу
тварин у господарствах України.
Видову специфічність дослідних мікросерій

туберкуліну вивчали в дослідах на морських
свинках, яких сенсибілізували сумішшю ското-
хромогенних і нефотохромогенних атипових
мікобактерій видів M. scrofulaceum (№ 31/82) і
M. intracellulare (№ 78/98) у дозі 1 мг/см3. Для
цього інтенсивність алергічних реакцій (мм) на
введення алергенів порівнювали з інтенсивніс-
тю реакцій на алерген КАМ.
Результати одержаних дослідів статистично

оброблено [5].
Результати досліджень. Отримані експери-

ментальні мікросерії туберкулінів — стерильна
прозора рідина світло-коричневого кольору без

механічних домішок. У виготовлених пробах
туберкуліну з фракцією білка 10 кДа вміст біл-
ка становив 0,3±0,04 мг/мл; 100 кДа — 0,6±
0,06 мг/мл; 300 кДа — 0,76±0,03 мг/мл; а тубер-
кулін, виготовлений за стандартною техноло-
гією — 1,3±0,04 мг/мл; туберкулін Сумської дер-
жавної біофабрики — 1,0±0,05 мг/мл. Концент-
рацію загального білка в алергенах доводили
концентруванням за допомогою ПЕГ-6000 до
0,6 мг/мл.
На морських свинках, сенсибілізованих куль-

турою БЦЖ, визначено активність виготовле-
них туберкулінів, яка становила для туберкулі-
ну з умістом білка 10 кДа — 39,2 тис. ТО; 100
кДа — 50,8; 300 кДа — 51 тис. ТО. Також у
досліді на морських свинках, сенсибілізованих
культурами атипових мікобактерій, враховува-
ли інтенсивність алергічних реакцій (мм) по-
рівняно з КАМ, після статистичної обробки
інтенсивність алергічних реакцій становила:
КАМ — 275 (17,1±0,6), С-64 — 238 (14,8±0,8),
10 кДа — 125,5 (7,8±0,7), 100 кДа — 148
(9,2±0,8), 300 кДа — 158 (9,8±1), ст. тех. — 211,5
(13,2±0,9). Таким чином, доведено, що дослідні
мікросерії туберкулінів є специфічними.
У подальшому було проведено порівняльне

випробування біологічної активності туберкулі-
ну (ППД) для ссавців у стандартному розчині
на клінічно здорових бичках (віком близько 1 ро-
ку), сенсибілізованих культурою вакцинного
штаму БЦЖ, які раніше не реагували на тубер-
кулін. Досліди проводили в благополучному
щодо захворювання на туберкульоз господар-
стві СТОВ «Будильське» Лебединського району
Сумської області.

Удосконалення технології виготовлення очищеного
туберкуліну для діагностики туберкульозу тварин

1 1611 5(10×15) 3(10×13) 9(15×24) 14(10×24)

2 1735 4(10×14) 2(10×12) 4(10×14) 6(10×16)

3 1782 6(11×17) 5(12 ×17) 3(11×14) 5(12×17)

4 1793 6(12×18) 4(12×16) 3(13×16) 4(13×17)

5 4009 3(11×14) 3(11×14) 5(11×16) 6(11×17)

6 4626 7(10×17) 3(10×13) 4(9×13) 4(10×14)

7 1610 4(11×15) 5(9×14) 9(12×21) 11(9×20)

8 1721 5(10×15) 4(9 ×13) 5(10×15) 7(10×17)

9 1838 2(12×14) 4(12×16) 3(13×16) 3(12×15)

10 5001 3(10×13) 5(11×16) 3(9×12) 3(10×13)

М±m 4,5±0,5 3,8±0,3 4,8±0,6 6,3±1,1

Вивчення а тивності т бер лінів досліді на вели ій ро атій х добі, сенсибілізованій ль-
т рою ва цинно о штам БЦЖ

Інтенсивність реакцій на туберкулін у тварин, мм

10 кДа
Контрольна
серія № 2

100 кДа 300 кДа
№ п/п Інв. № тварин
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Удосконалення технології виготовлення очищеного
туберкуліну для діагностики туберкульозу тварин

Вивчення на великій рогатій худобі біоло-
гічної активності експериментальних мікро-
серій туберкулінів для ссавців свідчить про
те, що найбільш виражену специфічну актив-
ність має туберкулін із фракцією білків 10–
300 кДа. Біологічна активність виготовленої

Висновки

мікросерії туберкуліну з умістом білка до 10
кДа є вірогідно нижчою, ніж у контрольної серії
туберкуліну, виготовленої Сумською держав-
ною біофабрикою, що свідчить про потребу
виділення низькомолекулярної фрацкії білка з
алергену.
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Для випробування використовували виготов-
лені мікросерії туберкуліну з умістом фракції
білка 10 кДа, 100 та 300 кДа. З метою контро-
лю вводили туберкулін (ППД) очищений для
ссавців у стандартному розчині (національний
стандарт, серія № 2, виготовлений на Сумській
державній біофабриці). Облік реакцій на вве-
дення алергенів проводили через 72 год після
введення (таблиця).
За даними таблиці, найінтенсивнішими були

алергічні реакції на туберкулін, що містить білок

молекулярною масою до 300 кДа, потовщення
шкірної складки у бичків становило в середньо-
му 6,3±1,1 мм. Дещо меншим було потовщен-
ня шкіри у тварин після введення туберкуліну,
який містить протеїни до 100 кДа — 4,8±0,6 мм,
а після введення туберкуліну з умістом білка
масою до 10 кДа реакції були 3,8±0,3 мм. Після
ін’єкції контрольного туберкуліну (серія № 2
Сумської державної біофабрики) середня ін-
тенсивність потовщення шкірної складки стано-
вила 4,5±0,5 мм.
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