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2. Качок необхідно ревакцинувати асоційованою вакциною проти хвороби Нью-
касла і пастерельозу через 5 місяців після первинного щеплення цією ж вакциною 
незалежно від 100% імунного захисту проти ХН.
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У статті викладено результати культурально-морфологічних та молекулярно-гене-
тичних досліджень штаму, який було ізольовано з лімфовузлів корови, що реагувала на 
туберкулін у неблагополучному щодо туберкульозу ВРХ господарстві, і який диференцій-
овано за допомогою секвенування гіперваріабельного локусу 16S рибосомальної РНК як 
Mycobacterium elephantis. Показано необхідність застосування молекулярно-генетичних 
методів для видової диференціації атипових мікобактерій, що зумовлюють сенсибіліза-
цію ВРХ до туберкуліну, і визначення природи параалергічних реакцій.

Одним з головних заходів при оздоровленні неблагополучних щодо туберкульозу 
господарств є своєчасне виявлення і вилучення зі стада хворих тварин. 
Діагноз туберкульозу при цьому ґрунтується на результатах комплексних досліджень 
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за допомогою алергічного, патологоанатомічного та бактеріологічного методів; ос-
новним методом зажиттєвої діагностики є алергічний [1, 2, 3].

Алергічна діагностика на туберкульоз ускладнюється наявністю неспецифічних 
реакцій на туберкулін для ссавців, зумовлених непатогенними для тварин атипо-
вими мікобактеріями [4], коли при забої не знаходять характерних туберкульозних 
уражень, а при бактеріологічному дослідженні патологічного матеріалу отримують 
негативні результати або виділяють культури атипових мікобактерій [1, 2, 5, 6, 7, 8]. 

Позитивна реакція на туберкуліновий тест є підставою для забою реагуючих тва-
рин, що, природно, призводить до великих економічних втрат у тваринництві.

Тим часом в Україні протягом останніх десятиліть питома вага атипових міко-
бактерій, що виділяються від ВРХ лабораторіями ветеринарної медицини, зростає: 
від 15,1 % (від загальної кількості виділених культур) у 1984 році [6] до 81,25 % 
у 2007 році [9]. В багатьох господарствах етіологічний фактор реактивності ВРХ до 
туберкуліну залишається не встановленим [10].

Поява нових молекулярно-генетичних методів діагностики туберкульозу дозво-
ляє успішно вирішувати цю проблему. 

Секвенування послідовності гену 16S рРНК штаму мікобактерій, ізольованого 
з абсцесу легенів померлого слона, дозволило характеризувати його як новий вид 
Mycobacterium elephantis [11]. Пізніше ще 14 штамів M. elephantis було ізольовано 
з мокроти, грануломатозної тканини пахвового лімфатичного вузла та бронхіального 
аспірату людей в Канаді, Бельгії та Італії [12, 13, 14].  

Mycobacterium elephantis характеризується від швидкої до помірної швидкістю 
росту колоній, від 3 до 10 діб, наявністю блідо-жовтого пігменту, який з часом 
стає більш інтенсивним (скотохромоген), здатністю рости за температури 
25-45 °С, причому ріст колоній швидше за температури 42 °С. Колонії ростуть у 
вигляді гладких безпігментних S-форм або мають жовтуватий колір [12, 15].

З точки зору молекулярної діагностики M. elephantis має маркери специфічності 
послідовності гена 16S рибосомальної РНК (рРНК), індивідуальний патерн 
рестрикції у рестрикційно-ензимному аналізі hsp-65 та специфічний профіль 
високоефективної рідинної хроматографії [14, 15].

Клінічне та епідеміологічне значення M. elephantis є під питанням, попри 
встановлену роль цього мікроорганізму у загибелі слона та його ізолювання з 
лімфатичного вузла людини [14].

Матеріали і методи. Культуру ізольовано з лімфатичних вузлів корови, яка утримувалась 
у неблагополучному щодо туберкульозу господарстві Миронівського району Київської 
області. Культивування проводили на 3 живильних середовищах: рідкому (бульйон 
7Н9 Meaddlebrook) та яєчних (Stonebrink з піруватом та Ogawa з гліцеролом). Пробірки 
з посівами інкубували за температури 37–38 °С в аеробних умовах.

Мікроскопію мазків, пофарбованих за методом Циля-Нільсена, проводили за 
загальноприйнятою методикою. 

ДНК екстрагували способом обробки клітин високою температурою [16]. Видову 
диференціацію мікобактерій проводили за допомогою полімеразної ланцюгової 
реакції [17] та секвенування. 

Секвенували фрагмент гена 16S рибосомальної РНК, що містить гіперваріабельну 
ділянку А. Фрагмент напрацьовували у ПЛР з використанням праймерів М285 (GAG 
AGT TTG ATC CTG GCT CAG) та М264 (TGC ACA CAG GCC ACA AGG GA) за 
такою програмою: первинна денатурація – 96 °С,  60 секунд; денатурація – 96 °С,  30 
секунд; відпал – 58 °С, 60 секунд;  елонгація – 72 °С, 60 секунд; фінальна елонгація – 
72 °С, 300 секунд; кількість циклів – 35. 

Мастер-мікс на 1 пробу містив: 5 мкл буфера для ПЛР (10х); 2 мкл суміші дНТФ 
(концентрація 2 мМ); по 1 мкл розчинів праймерів (концентрація 20 пМ); 0,2 мкл 
полімерази (5 од/мкл); 39,8 (38,8) мкл води для ПЛР. Зразок ДНК вносили в об’ємі 
1–2 мкл.

ПЛР-продукт очищували за допомогою Qiagen PCR Purification Columns з набору 
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Німеччина) та використовували як матрицю для 
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сиквенс-ампліфікації з праймером М285 та з застосуванням мастер-міксу «Terminator 
Ready Reaction Mix (Big Dye)» (ABI PRISM Dye Terminator Cycle-Sequencing Ready Reac-
tion Kit, Applied Biosystems) згідно з інструкцією виробника. Автоматичне секвенування 
ДНК здійснювали на секвенаторі ABI PRISM 310 Genetic Analyser, США.

Визначення виду досліджуваних мікобактерій здійснювали за допомогою 
алгоритму BLASTN у базі даних GenBank nr/nt  www.ncbi.nim.nih.gov [18]). 

Результати досліджень та їх обговорення. Досліджувану культуру мікобактерій 
ізольовано з лімфатичних вузлів корови, що реагувала на введення туберкуліну для 
ссавців.

В результаті рекультивування досліджуваної культури помутніння бульйону 
спостерігалось на 4 добу, поява видимих колоній на твердих середовищах – на 4–5 
добу після інокуляції. 

Над поверхнею бульйону досліджувана культура формувала плівку, бульйон 
залишався впродовж часу спостереження більш-менш прозорим, що свідчить про 
аерофільність цієї культури. З часом на поверхні бульйону утворювались великі 
конгломерати клітин, які під власною вагою осідали на дно пробірки, утворюючи 
осад жовтувато-кремового кольору.

На твердих живильних середовищах досліджувана культура росла у вигляді 
вологих і гладких колоній (S-форма) з пігментом жовтувато-кремового кольору.

У результаті мікроскопії препарату досліджуваної культури були знайдені 
кислотостійкі клітини у формі коротких кокоподібних паличок блідо-червоного 
кольору, що свідчить про їх відносно слабку кислотостійкість.

Полімеразна ланцюгова реакція з ДНК, екстрагованої з досліджуваної культури, 
була позитивна з родоспецифічними праймерами, однак негативна з праймерами, 
специфічними M. tuberculosis complex, M. avium complex та M. intracellulare.

За результатами аналізу ступеня ідентичності секвенованої послідовності 
гіперваріабельної ділянки А гену 16S рРНК з послідовностями ДНК, що зберігаються 
у GenBank, визначено, що найбільш спорідненими до неї є послідовності гену 16S 
рРНК штамів Mycobacterium elephantis AF385898, AJ536100 та AJ010747. 

Висновки. Проведеними дослідженнями встановлено, що реакція тварини на 
туберкулін для ссавців була зумовлена Mycobacterium elephantis. Секвенування 
послідовності гена 16S рРНК є преференційним методом для видової диференціації 
M. elephantis.

Наведені у статті дані є першим повідомленням про ізолювання Mycobacterium 
elephantis від великої рогатої худоби. 

Розширення методологічної бази діагностики туберкульозу тварин в Україні, 
зокрема, застосування новітніх молекулярно-генетичних методів, таких як 
полімеразна ланцюгова реакція та секвенування, відкриває можливості вивчення 
поширення видів мікобактерій в Україні та визначення їх епізоотологічного значення 
для сільськогосподарських тварин на якісно новому рівні.

Висловлюємо подяку Dr. H. Hotzel, Dr. I. Moser, Dr. K. Sachse, всім співробітни-
кам Friedrich-Loeffler-Institut (Jena, Germany), а також Німецькій службі академіч-
них обмінів (DAAD).
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MOLECULAR-GENETIC DIFFERENTIATION OF MYCOBACTERIUM 
ELEPHANTIS STRAIN ISOLATED FROM COW REACTED TO TUBERCULIN 

IN WITH BOVINE TB FARM

Skrypnyk А.V.

National Scientific Center «Institute of Experimental and Clinical Veterinary Medicine», 
Kharkiv, 

The article presents results of cultural-morphological and molecular-genetic investigation of 
strain isolated from lymph nodes of cow kept in bovine TB infected farm which reacted on tuber-
culin administration. The strain was differentiated by sequencing of hypervariable region of 16S 
ribosomal RNA as Mycobacterium elephantis. Necessities of application of molecular-genetic 
methods for species differentiation of atypical mycobacteria causing cattle sensibilization to tu-
berculin as well as for defining of the nature of paraallergic reactions are shown.
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СТАН АНТИОКСИДАНТНОГО ЗАХИСТУ В КРОВІ КОНЕЙ, ХВОРИХ НА ІНАН

Сокирко Т.О., Синицин В.А., Попова Е.М.

Інститут ветеринарної медицини УААН, м. Київ

Відмічено порушення ферментативної  та неферментативної ланок антиоксидант-
ного захисту в крові хворих на ІНАН коней, що негативно впливає на процеси обміну та 
призводить до зниження загальної резистентності тварин.

В Україні  з розвитком інфраструктури  конезаводів та приватних господарств, де 
вирощують племінний молодняк коней для продажу, у тому числі і за кордон, поста-
ють проблеми захисту тварин від інфекційних захворювань, які завдають їм суттєвої 
шкоди, знижуючи племінну та спортивну цінність коней. Найбільшу небезпеку ста-
новлять вірусні захворювання, зокрема, інфекційна анемія коней (ІНАН), яка відно-
ситься до так званих повільних інфекцій. Це захворювання є складною проблемою. 
Висока летальність, довготривале вірусоносійство, відсутність засобів профілактики 
ІНАН потребують удосконалення існуючих та розробки і впровадження нових ме-
тодів діагностики цього захворювання [3]. Не повністю вивчене поширення захво-
рювання на ІНАН коней в Україні, не розроблені підходи до прогнозування та про-
філактики. Актуальним є визначення біохімічних показників, репрезентативних при 
захворюваннях вірусної етіології у коней, зокрема, при ІНАН. Нашими попередніми 


