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фективна боротьба з туберку-
льозом тварин можлива лише 
при всебічному вивченні біо-

логії збудника, епізоотології, патогене-
зу, методів профілак тики, економічних 
та екологічних факторів, які вплива-
ють на перебіг хвороби, за умов забез-
печення тваринництва дієвими засоба-
ми специфічної діагностики. Основ -
ним методом прижиттєвих досліджень 
тварин на туберкульоз є алергічне до-
слідження із застосуванням ППД-
туберкуліну для ссавців. Препарати 
для алергічної діагностики туберку-
льозу тварин і птиці «Туберкулін очи-

щений (ППД) для ссавців у 
стандартному розчині» (ТУУ 

24.00497087.645-2001), 
ППД-туберкулін для пти-
ці (ТУУ 24.4.00497087-

675-2002) та алерген 
з  атипових мікобак-

терій (ААМ) (ТУУ 
24.400497087-697-

2003) розроблені в 
ННЦ «ІЕКВМ» колек-

тивом авторів 
(Ю.Я.  Кас січ, 

А.І.  Завго род ній, В.Ю.  Кас січ та ін.) 
[3–5], впроваджені у виробництво, ви-
готовляються Сумською біологічною 
фабрикою й забезпечують проведення 
планових діагностичних досліджень 
на туберкульоз на території України 
[3–5]. 

Проте слід враховувати, що при 
торгівлі тваринами між країнами 
Європейського співтовариства законо-
давчим актом є Директива Ради ЄС 
№ 97/12/ЄС від 17 березня 1997 р., яка 
вносить зміни й модернізує Директи -
ву № 64/432/ЄС [6]. Відповідно до цих 
документів туберкулінізацію тварин 
проводять з використанням туберку-
лінів РРD (Protein puri� ed derivative) 
або HCSM (Heat-concentrated synthetic-
medium tuberculin). При цьому ППД-
туберкулін виготовляють згідно з ви-
могами GMP із вирощених на рідкому 
синтетичному живильному середови-
щі Сотона виробничих штамів M.  bovis 
«AN5» або «Valle» шляхом стерилізації 
культур автоклавуванням, відокрем-
лення бактеріальної маси, одержання 
й стерилізації культуральних фільтра-
тів (стерилізуюча фільтрація), оса-
дження протеїну розчином трихлор-
оцтової кислоти, переосадження його 
насиченим розчином сірчанокислого 
амонію, очищення від солей за допомо-

гою діалізу з подальшим визначенням 
концентрації протеїну в 1 см3 розчину 
[1–10].

Для виготовлення HCSM-тубер ку-
ліну мікобактерії культивують на мо-
дифікованому синтетичному живиль-
ному середовищі Dorst  –  Henley, інак -
тивують поточною парою, фільтрують. 
Культуральний фільтрат концентру-
ють шляхом випарювання і стерилізу-
ють фільтрацією [3, 6].

Згідно зі стандартом ЄС, наданим 
Instituut voor Dierhouderij en Dier-
gezond heid (ID-DLO), Lelystad, � e 
Netherlands, РРD-туберкулін для ссав-
ців повинен мати ефективність 50 000 
ЕСТ/мл і випускатися у ліофілізова-
ному вигляді в ампулах по 1,8 мг РРD 
(тобто 0,0002  мг РРD еквівалентні од-
ній міжнародній одиниці туберкуліну). 
Препарат має виготовлятися зі штамів 
M.  bovis «AN5» або «Valle» [6], тоді як 
при виготовленні «Туберкуліну очи-
щеного (ППД) для ссавців у стандарт-
ному розчині», ТУУ 24.00497087.645-
2001, виробничим штамом є «M.  bovis 
ІЕКВМ-1» [3, 5, 6]. Тому розроблення 
вітчизняного сухого очищеного PPD- та 
HCSM-туберкуліну зі штамів M.  bovis 
«AN5» або «Valle» є актуальним зав-
данням [3, 6].

Мета роботи – порівняльне вивчен-
ня біологічних властивостей  виробни-
чих штамів М.  bovis «Valle» (модифікант 
КСП) та «AN5» з ви ко рис танням світ-
лової й електронної мікроскопії, куль-
туральними, біо хімічними, біологічни-
ми, молекулярно-генетичними мето-
дами для подальшого створення на їх 
базі препаратів для алергічної діагнос-
тики туберкульозу тварин, що відпові-
дає вимогам ЄС.
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Відповідно до стандартів ЄС РРD-туберкулін для ссавців має ви го-
товлятися зі штамів M.  bovis «AN5» або «Valle», тоді як в Україні під час 
виробництва «Туберкуліну очищеного (ППД) для ссавців у стандартному 
розчині» (ТУУ 24.00497087.645-2001) використовують штам «M.  bovis 
ІЕКВМ-1». Враховуючи євроінтеграційні тенденції України, розроблення 
сухих очищених PPD-туберкулінів згідно з вимогами Директиви Ради ЄС 
№ 97/12/ЄС (з використанням штамів M.  bovis «AN5» та «Valle») є для України 
актуальним. У статті наведено результати вивчення біологічних 
властивостей зазначених штамів.

БІОЛОГІЧНІ ВЛАСТИВОСТІ ШТАМІВ M. BOVIS «VALLE» 
ТА «AN5» ПРИ ВИГОТОВЛЕННІ РРD-ТУБЕРКУЛІНУ 
ДЛЯ ССАВЦІВ ЗГІДНО З ВИМОГАМИ ЄС
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МАТЕРІАЛИ 
І МЕТОДИ

Матеріалом для досліджень були 
мікобактерії виду M.  bovis штамів «AN5» 
та «Valle» (модифікант КСП). Молеку-
лярно-генетичні, біохімічні дослідження 
та перехресний імуноелектрофорез про-
водили на базі ДНКІБШМ, Білоруського 
науково-дослідного інституту експе-
риментальної ветеринарії та Сумської 
біологічної фабрики. Геномну ДНК із 
культур мікобактерій виділяли мето-
дом фенолхлороформної екстракції. 
Для електронно-мікроскопічного до-
слідження (на базі Інституту невід-
кладної хірургії, м.  Харків) препарати 
(культури мікобактерій на живильних 
середовищах) фіксували у 1 % забуфе-
реному розчині чотириокису осмію 
протягом 2–3 год при t 4 °С. Після фік-
сації бактеріальні клітини відмивали 
в  буферному розчині, дегідратували 
в  спиртах зростаючої концентрації й 
ацетоні та вносили у суміш епоксид-
них смол (епон-аралдит). Полі мери-
зацію білків здійснювали в термостаті 
при t 60 °С протягом двох діб. Ультратон-
кі зрізи готували на ультрамікротомі 
УМТП-6 та після контрастування ци-
тратом свинцю вивчали під електрон-
ним мікроскопом ЕМВ-100 БР з при-
скорюючою напругою 75  кВт. Збіль -
шення підбиралось адекватно меті до-
слідження. Культурально-морфоло гіч-
ні та біологічні дослідження проводили 
за стандартними методиками. 

РЕЗУЛЬТАТИ 
ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Мікобактерії бичачого виду М.  bo-
vis штамів «AN5» та «Valle» – спирто- й 
кислотостійкі мікроорганізми, за Цілем – 
Нільсеном фарбуються в червоний ко-
лір, нерухливі, джгутиків не мають, 
капсул і спор не утворюють. 

У мазках, виготовлених із культур, 
вирощених на щільних і рідких синте-
тичних та елективних живильних се-
редовищах Гельберга, Левен штейна  – 
Йєн сена, сухому живильному сере до -
вищі для прискореного культивування 
мікобактерій (Патент України № 54203 А; 
розробники Ю.Я.  Кассіч, В.Ю.  Кассіч 
зі співавт.), Сотона різних модифікацій, 
пофарбованих за Цілем  – Ніль се ном, 
мікобактерії мають вигляд паличок роз-
міром 0,3–0,6 × 1,5 мкм (до 10 мкм), усе-
редині яких інколи помітні зерна. На 
МПА та МПБ штам не росте; натомість 
росте на яєчних і картопляних живиль-
них середовищах тільки при t 37 °С.

При вивченні препаратів M.  bovis 
відзначали, що мікобактерії бичачого 
виду мають вигляд коротких або помір-
но довгих овоїдних паличок (рис. 1, 2) 

Відзначається значний поліморфізм 
культур, який залежить від терміну ви-
рощування й середовища культиву-
вання. Всередині клітин помітно зер-
нистість (зерна Муха). Великі зерна 
розташовані, як правило, ближче до 
полюсів клітини. Крім того, в цито-
плазмі деяких клітин знаходяться мікро-

гранули й вакуолі. Окремі мікрограну-
ли іноді утворюють макро  гра ну ли, які 
за діаметром досягають розміру бакте-
ріальних клітин, унаслідок чого вони 
мають нерівну поверхню. На поверхні 
клітин крім оболонки можна розрізни-
ти фрагменти мікрокапсули. Деякі клі-
тини мають багатошарову структуру 
оболонки (мікрокапсула, клітинна стін-
ка, цитоплазма тична мембрана). Окре -
мі зерна Муха лежать зовні мікробних 
клітин. У деяких препаратах помітні 
клітини з перетяжками та міжклітин-
ними ретикулярними тяжами. 

Культивуються штами М.  bovis «AN5» 
та «Valle» (КСП) мікобактерій в аероб-
них умовах на елективних живильних 
сере довищах: Петраньяні, Гельберга, 
Ле вен штейна – Йєнсена, Фінн-2, ФАСТ-
3Л, Павловського, Сотона тощо. Ростуть 
мікобактерії дуже повільно – впродовж 
20–60  діб. У  процесі адаптації штамів 
М.  bovis до розробленого нами вироб-
ничого синтетичного живильного се-
редовища Сотона-СБ швидкість росту 
його вдалося підвищити практично 
удвічі, що розглядають як наслідок фе-
нотипової неспадкоємної мінливості. 
Таке прискорення росту є корисним у 
разі використання штамів як виробни-
чих при виготовлені ППД-туберкуліну. 

На живильних середовищах штами 
M.  bovis «Valle» та «AN5» ростуть у ви-
гляді гладеньких (S-форма) та/або шор-
стких крихкуватих (R-форма) матових 
колоній або скупчень, а також зморш-

Рис. 1. Мікобактерії штаму М. bovis «Valle». У препараті переважають 
подовжені паличкоподібні мікроорганізми на різних стадіях поділу. 

Збільшення: 24 000 × 2,4

Рис. 2. М. bovis. 
Збільшення 30 000 × 2,4. 

(Фото авторів)
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куватого нальоту білого, кремового або 
біло-жовтого кольору (суцільний ріст).

На рідких живильних середовищах 
штами M.  bovis «AN5» та «Valle» утво-
рюють корд-фактор. Колонії культур 
сухі, дрібні, кольору слонової кістки. 
Швидкість росту в субкультурі 10–
20 діб. На рідких живильних середови-
щах утворюють крихкувату плівку без 
помутніння середовища. Твін 80 не гід-
ролізують, нітроредуктазна реакція не-
гативна. У перехресному імуноелектро-
форезі з референс-сироваткою М.  bovis 
№ 8 утворюють 12–15 преципітатів, іден-
тичних преципітатам антигенів М.  bo-
vis № 8. Досліджувані штами є помірно 
патогенними для морських свинок і 
кролів. При підшкірному зараженні в 
дозі 1 мг на тварину в морських свинок 
масою 300–350 г та кролів масою 2–3 кг 
розвиваються ознаки туберкульозу з 
ураженням печінки, селезінки й легень, 
тварини гинуть упродовж 3 місяців, у 
них простежується генералізований 
туберкульоз. Штами дають позитивну 
реакцію в ПЛР з використанням прай-
мерів 6110.

Надалі культивування бактеріаль-
ної маси мікобактерій досліджуваних 
штамів й одержання очищеного про-
теїну проводили методом, передба-
ченим «Інструк цією по виготовленню 
і  контролю туберкуліну очищеного 
(ППД) у стандартному розчині» (роз-
робники  – Ю.Я.  Кассіч, А.І.  Завго род-
ній, В.Ю.  Кассіч та ін.) на середовищі 
Сотона. Результати досліджень (нині па-
тентуються) свідчать про те, що вироб-
ничі штами M.  bovis «AN5» та «Valle» є 
високопротеїногенними й перспектив-
ними при виробництві ППД-ту бер-
куліну для ссавців.

ВИСНОВОК
Штами M.bovis «AN5» та «Valle» є 

високопротеїногенними й перспектив-
ними при виробництві ППД-туберку-
ліну для ссавців.
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Биологические свойства штаммов М.  bo-

vis «Valle» и «AN5» при изготовлении РРD-ту-

беркулина для млекопитающих согласно тре-

бованиям ЕС. В.Ю.  Кассич, В.Г.  Скрип ник, 

А.В.  Скрипник, В.А.  Ушкалов

В соответствии со стандартом ЕС РРD-ту-

беркулин для млекопитающих должен изго-

тавливаться из штаммов M.  bovis «AN5» или 

«Valle», в то время как в Украине при про-

извод  стве «Туберкулина очищенного (ППД) 

для млеко питающих в стандартном растворе», 

ТУ 24.00497087.645-2001, используют штамм 

«M.  bovis ИЭКВМ-1». Учитывая евроинтеграци-

онные тенденции Украины, разработка сухих 

очищенных PPD-туберкулинов согласно тре-

бованиям Директивы Совета ЕС № 97/12/ЕС 

(с использованием штаммов M.  bovis «AN5» и 

«Valle») является для Украины актуальной. В 

статье приведены результаты изучения биоло-

гических свойств указанных штаммов.

Biological properties of strains of M.  bovis 

«Valle» and «AN5» in the manufacture of tu-

berculin PPD-mammalian EU requirements. 

V.U.  Kassich, V.G.  Skrypnyk, А.V.  Skrypnyk, V.A.  Ush-

kalov

In accordance with the EU-PPD tuberculin for 

mammals should be made of strains M.  bovis 

«AN5» or «Valle», while in Ukraine in the production 

of «purified Tuberculin (PPD) for mammals in 

the  tandard solution», TU-24.00497087.645 2001 

strain used «M.  bovis IEKVM 1». Given the trend 

of Ukraine’s European integration, the develop-

ment of dry tuberculin PPD-treated according to 

the requirements of Council Directive number 

97/12/ES (using strains M.  bovis «AN5» and 

«Valle») is a topical for Ukraine. The results 

presented in the article study the biological 

properties of these strains.  


