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Ìîñêâè÷åâà À.Â.

Ðåçþìå. Òóáåðêóëåç êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà ïðîäîë-
æàåò îñòàâàòüñÿ îñòðîé ïðîáëåìîé â âåòåðèíàðèè è ìåäè-
öèíå, ïðè÷èíÿÿ îãðîìíûé óùåðá íàðîäíîìó õîçÿéñòâó è
ïðåäñòàâëÿÿ ñåðüåçíóþ îïàñíîñòü íàñåëåíèþ. Ñòàòüÿ ïî-
ñâÿùåíà èññëåäîâàíèþ áåëêîâûõ ñïåêòðîâ è àíòèãåííîãî
ïðîôèëÿ  äâóõ âèäîâ ìèêîáàêòåðèé – Mycobacterium bovis
è Mycobacterium tuberculosis, âûçûâàþùèõ òóáåðêóëåç ó
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà è ÷åëîâåêà. Îáúåêòàìè èññëåäî-
âàíèÿ áûëè êóëüòóðû M. bovis è M. tuberculosis, êîòîðûå
áûëè âûðàùåíû â òå÷åíèå 5 ìåñÿöåâ â æèäêîé ïèòàòåëü-
íîé ñðåäå Ñîòîíà. Âûäåëåíèå ïðîäóêòîâ ýêñïðåññèè M.
tuberculosis è M. bovis èç êóëüòóðàëüíîé ñðåäû ïðîèçâî-
äèëîñü ïîñëåäîâàòåëüíî, âêëþ÷àÿ ýòàïû öåíòðèôóãèðî-
âàíèÿ, ôèëüòðîâàíèÿ ÷åðåç àöåòàòöåëëþëîçíûå ìåìáðà-
íû è êîíöåíòðèðîâàíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñóëüôàòà àì-
ìîíèÿ. Â õîäå èññëåäîâàíèÿ áûëè îáíàðóæåíû ñóùå-
ñòâåííûå ðàçëè÷èÿ â áåëêîâûõ ñïåêòðàõ è àíòèãåííîì
ñîñòàâå M. bovis è M. tuberculosis. Ó M. bovis áûëè
âûäåëåíû óíèêàëüíûå àíòèãåíû ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé
îò 14 êÄà äî 56 êÄà, â òî âðåìÿ êàê ó M. tuberculosis
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Abstract. Tuberculosis in cattle continues to be a pressing
issue in veterinary medicine and human health, causing
significant economic damage to the livestock industry and
posing a serious threat to the population. This article focuses
on the investigation of protein spectra and antigen profiles of
two types of mycobacteria - Mycobacterium bovis and
Mycobacterium tuberculosis, which cause tuberculosis in cattle
and humans. The study used cultures of M. bovis and M.
tuberculosis that were grown for 5 months in liquid Sauton
medium. The isolation of expression products from M.
tuberculosis and M. bovis cultures involved sequential steps,
including centrifugation, filtration through acetàtcellulose
membranes, and concentration using ammonium sulfate. The
research revealed significant differences in the protein spectra
and antigenic composition between M. bovis and M.
tuberculosis. Unique antigens with molecular masses ranging
from 14 kDa to 56 kDa were identified in M. bovis, while M.
tuberculosis antigens had molecular masses ranging from 12
kDa to 51 kDa. These differences suggest the potential use of
the identified unique antigens for differential diagnosis.
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àíòèãåíû èìåëè ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó îò 12 êÄà äî 51 êÄà.
Âûÿâëåííûå ðàçëè÷èÿ ñâèäåòåëüñòâóþò î ïîòåíöèàëå èñ-
ïîëüçîâàíèÿ âûäåëåííûõ óíèêàëüíûõ àíòèãåíîâ äëÿ äèô-
ôåðåíöèàëüíîé äèàãíîñòèêè.

Ââåäåíèå

Òóáåðêóëåç êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, âûçûâàåìûé
Mycobacterium bovis, ÷ëåíîì êîìïëåêñà Mycobacterium
tuberculosis (MTBc), ïðîäîëæàåò îñòàâàòüñÿ îäíîé èç âå-
äóùèõ, íàèáîëåå ñëîæíûõ, ñîöèàëüíî- è ýêîíîìè÷åñêè
çíà÷èìûõ çîîíîçíûõ èíôåêöèé, ïðåäñòàâëÿÿ ãëîáàëüíóþ
ïðîáëåìó Åäèíîãî çäîðîâüÿ [1, 3]. Îãðîìíûå ýêîíîìè-
÷åñêèå ïîòåðè äëÿ èíäóñòðèè æèâîòíîâîäñòâà ñâÿçàíû ñ
çàòðàòàìè íà äèàãíîñòèêó, óáîé æèâîòíûõ, îáåçâðåæèâà-
íèå ìîëîêà, ñàíàöèþ ïîìåùåíèé è òåððèòîðèè, à òàêæå ñ
îãðàíè÷åíèÿìè ïðîäàæè è ýêñïîðòà æèâîòíûõ [4, 5].

Èçâåñòíî, ÷òî ïðåäñòàâèòåëè ðîäà ìèêîáàêòåðèé, â
÷àñòíîñòè M. bovis è M. tuberculosis, îáëàäàþò ìíîæå-
ñòâîì îáùèõ àíòèãåíîâ, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿ èõ òåñíûì ãåíå-
òè÷åñêèì ðîäñòâîì è ñõîæèì ýâîëþöèîííûì ïðîèñõîæ-
äåíèåì. Ìèêîáàêòåðèàëüíàÿ êëåòêà àêòèâíî ñèíòåçèðóåò
ìíîæåñòâî ðàçíîîáðàçíûõ áåëêîâ, êîòîðûå èãðàþò êëþ-
÷åâóþ ðîëü â àäàïòàöèè è óêëîíåíèè îò èììóííîé ñèñòå-
ìû îðãàíèçìà-õîçÿèíà è â ïàòîãåíåçå èíôåêöèè.  Â òî æå
âðåìÿ, ðàñïðåäåëåíèå îòäåëüíûõ áåëêîâ è èõ àíòèãåííûõ
ýïèòîïîâ â ìèêîáàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ âèäîñïåöèôè÷íî
è ñâÿçàíî ñ èõ ôóíêöèîíàëüíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè è
îñîáåííîñòÿìè âçàèìîäåéñòâèÿ ñ èììóííîé ñèñòåìîé
õîçÿèíà ïîñëå èíôèöèðîâàíèÿ. Âàæíûìè äèàãíîñòè÷åñ-
êèìè áèîìàðêåðàìè ñ÷èòàþòñÿ áåëêè, êîòîðûå õàðàêòåð-
íû äëÿ M. bovis è M. tuberculosis è ñâÿçàíû ñ îñíîâíûìè
ïàòîëîãè÷åñêèìè ïðîöåññàìè [5, 7]. Ñîâðåìåííûå èññëå-
äîâàíèÿ â îáëàñòè äèàãíîñòèêè M. bovis è M. tuberculosis
ïðèäàþò áîëüøîå çíà÷åíèå ñîçäàíèþ òåñòîâ íà îñíîâå
âèäîñïåöèôè÷íûõ áèîìàðêåðîâ, ñïîñîáíûõ îáåñïå÷èòü
áîëåå äîñòóïíóþ è ýôôåêòèâíóþ äèàãíîñòèêó, à òàêæå
ïîçâîëèòü ïðîâîäèòü äèôôåðåíöèàëüíóþ äèàãíîñòèêó
[8]. Ó÷èòûâàÿ òðåáîâàíèÿ Âñåìèðíîé îðãàíèçàöèè çäðà-
âîîõðàíåíèÿ ê äèàãíîñòè÷åñêèì ñðåäñòâàì, ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî ìàðêåðû, íå ñâÿçàííûå ñ ÄÍÊ, èìåþò
áîëüøèé ïîòåíöèàë äëÿ ñîîòâåòñòâèÿ ïðàêòè÷åñêèì è
ôèíàíñîâûì òðåáîâàíèÿì [9].

Â ñâÿçè ñ ýòèì, âûÿâëåíèå è èçó÷åíèå èììóíîëîãè÷åñ-
êèõ õàðàêòåðèñòèê èììóíîäîìèíàíòíûõ âèäîñïåöèôè÷-
íûõ àíòèãåíîâ M. bovis è M. tuberculosis ÿâëÿþòñÿ àêòó-
àëüíîé çàäà÷åé è ìîãóò ïîñëóæèòü îñíîâîé äëÿ ðàçðàáîò-
êè íîâûõ ýêñïðåññ-ìåòîäîâ è äèàãíîñòèêóìîâ äëÿ äèôôå-
ðåíöèàöèè íåñïåöèôè÷åñêèõ àëëåðãè÷åñêèõ ðåàêöèé è
áûñòðîé ïîñòàíîâêè òî÷íîãî äèàãíîçà.

Öåëüþ ðàáîòû ÿâèëîñü îïðåäåëåíèå ñòåïåíè ñõîä-
ñòâà àíòèãåííîãî ïðîôèëÿ ìèêîáàêòåðèé M. bovis è M.
tuberculosis è âûÿâëåíèå ïîòåíöèàëüíûõ ìàðêåðîâ èõ
äèôôåðåíöèàöèè.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû èññëåäîâàíèé

Êóëüòóðû M. bovis (Bovinus-8 øòàìì 700201) è M.
tuberculosis (H37Rv TBC1/47, øòàìì 7004031) âûðàùè-
âàëè â æèäêîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå Ñîòîíà â òå÷åíèå 5
ìåñÿöåâ. Ñ öåëüþ âûäåëåíèÿ ïðîäóêòîâ ýêñïðåññèè M.
tuberculosis è M. bovis êëåòêè ìèêîáàêòåðèé èç ñðåäû
Ñîòîíà îñàæäàëè 20 ìèíóòíûì öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè
7500 g, ñóïåðíàòàíò ôèëüòðîâàëè ÷åðåç àöåòàòöåëëþëîç-
íûå ìåìáðàíû MFAS-MA-6 (ZAO STC Vladipor, Vladimir,
Russian Federation). Ôèëüòðàò êóëüòóðàëüíîé ñðåäû (ÔÊÑ)
êîíöåíòðèðîâàëè ïóòåì íàñûùåíèÿ ñóëüôàòîì àììîíèÿ.
Äàëåå ïðîáû ïîñëåäîâàòåëüíî ôèëüòðîâàëè öåíòðèôóãè-
ðîâàíèåì (4000g, 20 ìèí), èñïîëüçóÿ êîíöåíòðàòîðû

Vivaspin®2 (Sartorius Stedim Biotech) ñ ðàçìåðîì ïîð 10
êÄà, 30 êÄà è 50 êÄà.

Àíàëèòè÷åñêèé ýëåêòðîôîðåç â ïîëèàêðèëàìèäíîì
ãåëå (ÏÀÀÃ) àíòèãåííûõ ïðåïàðàòîâ ïðîâîäèëè ïî Ëåì-
ìëè (1970) [6] èñïîëüçóÿ ïëàñòèí÷àòûé 12,5 % ÏÀÀÃ.
Äëÿ âûÿâëåíèÿ áåëêîâ èñïîëüçîâàëè êàê Êóìàñè áðèëëè-
àíòîâûé ñèíèé  G-250, òàê è áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûé ìåòîä
îêðàøèâàíèÿ ñ ïðèìåíåíèåì àçîòíîêèñëîãî ñåðåáðà ïî
Ãðåáèíîæêî [2].

Ýëåêòðîïåðåíîñ áåëêîâ ôðàêöèîíèðîâàííûõ â ÏÀÀÃ
íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó (ÍÖÌ) ñ ðàçìåðîì ïîð

Ðèñóíîê 1. Ýëåêòðîôîðåãðàììû áåëêîâ, ñîäåðæàùèõñÿ â
ÔÊÑ  M. bovis (A) è M. tuberculosis (B). Òðåêè: 1 - ÔÊÑ
èñõîäíûé, 2 - ôèëüòðàò 10 êÄà, 3 - ôèëüòðàò 30 êÄà, 4 - ôèëüòðàò
50 êÄà, 5 - êîíöåíòðàò ÔÊÑ, 6 - ñìûâ ñ êîíöåíòðàòîðà 10 êÄà, 7 -
ñìûâ ñ êîíöåíòðàòîðà 30 êÄà, 8 - ñìûâ ñ êîíöåíòðàòîðà 50 êÄà, 9
- ýòàíîëîâûé îñàäîê ÔÊÑ, Ì - ìàðêåð ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ Broad
Range ("Bio-Rad").
Fig.  1. Electrophoregrams of proteins contained in the
filtrate of culture medium (FCM)  M. bovis (A)  and M.
tuberculosis (B). Lanes: 1 - FCM initial, 2 - filtrate 10 kDa, 3 -
filtrate 30 kDa,  4 - filtrate 50 ê kDa, 5 - concentrate  FCM, 6 -
washout from the concentrator 10 kDa, 7 - washout from the
concentrator 30

Ðèñóíîê 2. Âåñòåðí-áëîò áåëêîâ, ñîäåðæàùèõñÿ â ÔÊÑ
M. bovis (A) è M. tuberculosis (B), ïîëó÷åííûõ ñ
ïîìîùüþ ãèïåðèììóííîé ñûâîðîòêè ê M. tuberculosis.
Òðåêè: 1 - ÔÊÑ èñõîäíûé, 2 - ôèëüòðàò 10 êÄà, 3 - ôèëüòðàò
30 êÄà, 4 - ôèëüòðàò 50 êÄà, 5 - êîíöåíòðàò ÔÊÑ, 6 - ñìûâ ñ
êîíöåíòðàòîðà 10 êÄà, 7 - ñìûâ ñ êîíöåíòðàòîðà 30 êÄà, 8 -
ñìûâ ñ êîíöåíòðàòîðà 50 êÄà, 9 - ýòàíîëîâûé îñàäîê ÔÊÑ, Ì -
ìàðêåð ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ Broad Range ("Bio-Rad").
Fig. 2. Western blot proteins contained in in the filtrate of
culture medium (FCM) M. bovis (A) è M. tuberculosis (B),
obtained with hyperimmune serum to M. tuberculosis.
Lanes: 1 - FCM initial, 2 - filtrate 10 kDa, 3 - filtrate 30 kDa, 4 -
filtrate 50 kDa, 5 - concentrate FCM, 6 - washout from the
concentrator 10 kDa, 7 - washout from the concentrator 30 kDa, 8 -
washout from the concentrator 50 kDa, 9 - ethanol sediment FCM,
Ì - Molecular Weight Marker Broad Range ("Bio-Rad").
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0,45 ìêì ïðîâîäèëè â ñèñòåìå ïîëóñóõîãî ïåðåíîñà ïî
Òîóáèí [10]. Ðåçóëüòàòû ýëåêòðîôîðåçà è èììóíîáëîòèí-
ãà äîêóìåíòèðîâàëè â ñèñòåìå Gel Doc ÕR+ Sistem (Bio-
Rad) è îáðàáàòûâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû Image
Lab Software 5.1 (Bio-Rad). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿð-
íîé ìàññû áåëêîâ èñïîëüçîâàëè êîììåð÷åñêèé íàáîð áåë-
êîâ ñ èçâåñòíîé ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé "SDS-PAGE
Standards, broad-range" (Bio-Rad).

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé è èõ îáñóæäåíèå

Ñïåêòð ñåêðåòèðóåìûõ áåëêîâ  M. bovis è Ì.
tuberculosis â èñõîäíîì ÔÊÑ  è  ôèëüòðàòîâ  ïîëó÷åííûõ
ïðè ïîìîùè êîíöåíòðàòîðîâ Vivaspin ñ äèàìåòðîì ïîð 10
êÄà, 30 êÄà è 50 êÄà îïðåäåëÿëè, èñïîëüçóÿ ìåòîä àíàëè-
òè÷åñêîãî ýëåêòðîôîðåçà (ðèñ. 1).

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî ñìûâû ñ ìåì-
áðàí ñîäåðæàò ñïåöèôè÷åñêèå àíòèãåíû, ïî êîòîðûì
ìîæíî ñåðîëîãè÷åñêè äèôôåðåíöèðîâàòü M. bovis è Ì.
tuberculosis. Íà ýëåêòðîôîðåãðàììå âèäíî ÷òî, ñïåêòðû
ñåêðåòèðóåìûõ áåëêîâ M. bovis è M. tuberculosis  çíà÷è-
òåëüíî ðàçëè÷àþòñÿ: ó M. bovis ñïåêòð áåëêîâ âêëþ÷àåò 5
ìàæîðíûõ ôðàêöèé, ìàëî ðàçëè÷àþùèõñÿ ìåæäó ñîáîé â
êîëè÷åñòâåííîì îòíîøåíèè è 3–4 ìèíîðíûå ôðàêöèè,
òîãäà êàê ó M. tuberculosis áîëåå 90% ïðèõîäèòñÿ íà áåëêè
ñ ìîëåêóëÿðíûìè ìàññàìè, ðàñïîëàãàþùèìèñÿ â èíòåð-
âàëå 32 êÄà – 45 êÄà.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî áåëêîâûå ñïåêòðû M. bovis â
ìàòåðèàëàõ ñíÿòûõ ñ ïîâåðõíîñòè ôèëüòðîâ  íåñêîëüêî
îòëè÷àþòñÿ ìåæäó ñîáîé â êîëè÷åñòâåííîì îòíîøåíèè.
Íàèáîëåå ïëîòíûå áåëêîâûå ôðàêöèè ïðèñóòñòâóþò íà  6-
îì òðåêå (ñìûâ ñ êîíöåíòðàòîðà 10 êÄà), òîãäà êàê â
òðåêàõ ñ ìàòåðèàëàìè ñíÿòûìè ñ êîíöåíòðàòîâ 30 êÄà äî
50 êÄà íàáëþäàåòñÿ ñíèæåíèå ïëîòíîñòè áåëêîâûõ ôðàê-
öèé. Ïðè÷åì ñíèæåíèå ïëîòíîñòè ôðàêöèé, íàáëþäåòñÿ
ñðàçó âî âñåõ ôðàêöèÿõ, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü î
òîì, ÷òî â ÔÑÊ áåëêîâûå ìîëåêóëû ïðèñóòñòâóþò â ñïîí-
òàííî îáðàçîâàííûõ àãðåãàòàõ.

Íà áåëêîâûõ ñïåêòðàõ M. tuberculosis êàêèõ-ëèáî ðàç-
ëè÷èé óâèäåòü íå ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì èç-çà âåñü-
ìà íåðàâíîìåðíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ìàòåðèàëà ïî âûñîòå
ãåëÿ. Êàê óæå óêàçûâàëîñü ðàíåå, áîëåå 90% áåëêîâ ñîäåð-
æàâøèõñÿ â ÔÑÊ M. tuberculosis çàíèìàþò íå áîëåå 1/5
âûñîòû ãåëÿ.  Èç-çà âûñîêîé èíòåíñèâíîñòè ñåðîïîçèòèâ-
íîé çîíû, äàæå íåáîëüøîå óäàëåíèå áåëêîâ â ïðîöåññå
ôèëüòðîâàíèÿ ñòàíîâèòñÿ íåâèäèìûì. Àíàëîãè÷íûå ðå-
çóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû è ïðè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîì
ôðàêöèîíèðîâàíèè (ðèñ. 1 Á).

Ìàòåðèàë àíàëèòè÷åñêîãî ýëåêòðîôîðåçà áåëêîâ ôèëü-
òðàòîâ Ì. tuberculosis è M. bovis äàëåå áûë èçó÷åí íà
ïðåäìåò ñåðîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ñ ãîìîëîãè÷íûìè
ãèïåðèììóííûìè ñûâîðîòêàìè êðîâè (ðèñ. 2).

Èç ðåçóëüòàòîâ èììóíîáëîòèíãà (ðèñ. 2) íàãëÿäíî
âèäíû âåñüìà çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ â áåëêîâûõ ñïåêò-
ðàõ, ñîäåðæàùèõñÿ â ÔÊÑ ýòèõ äâóõ âèäîâ ìèêîáàêòåðèé.
Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ ñåðîïîçè-
òèâíîãî ìàòåðèàëà ñëåäóþùèå: ó M.bovis: 14 êÄà, 16 êÄà,
20 – 22 êÄà, 24,5 êÄà, 28 êÄà, 33 – 47 êÄà è 56 êÄà; ó
M.tuberculosis: 12 êÄà, 16 êÄà, 22 – 27 êÄà, 29 – 31 êÄà,
32 – 51 êÄà. Ýòè ðàçëè÷èÿ â àíòèãåííûõ ïðîôèëÿõ ìèêî-
áàêòåðèé ïîä÷åðêèâàþò èõ ïîòåíöèàëüíóþ öåííîñòü êàê
áèîìàðêåðîâ äëÿ äèôôåðåíöèàëüíîé äèàãíîñòèêè òóáåð-
êóëåçà.

Çàêëþ÷åíèå

Ïðîâåäåííûìè èññëåäîâàíèÿìè, îáíàðóæåíû çíà÷è-
òåëüíûå ðàçëè÷èÿ â áåëêîâûõ ñïåêòðàõ ñåêðåòèðóåìûõ
ïðîäóêòîâ M. bovis è M. tuberculosis è â ñïåêòðàõ ñåðîïî-

çèòèâíûõ ïðîäóêòîâ ýòèõ äâóõ âèäîâ ìèêîáàêòåðèé, ÷òî
ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü âûäåëåííûå óíèêàëüíûå àíòèãå-
íû M. bovis è M. tuberculosis äëÿ äèôôåðåíöèàëüíîé
äèàãíîñòèêè. Ïîëó÷åííûå íîâûå äàííûå ìîãóò äîïîë-
íèòü íàøå ïîíèìàíèå èììóíîëîãè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé è
ñïåêòðà àíòèãåíîâ, ÷òî, â ñâîþ î÷åðåäü, ìîæåò ñïîñîá-
ñòâîâàòü ðàçðàáîòêå áîëåå òî÷íûõ è ýôôåêòèâíûõ äèàã-
íîñòè÷åñêèõ ñðåäñòâ.
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