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РЕФЕРАТ 
Туберкулёз – опасное социально значимое заболевание разных видов живот-
ных. По данным Россельхознадзора за 2022 год, ситуация по туберкулёзу 
крупного рогатого скота является эндемичной, стабильной, многолетние трен-
ды убывающие, эпидемические пороги по неблагополучию и заболеваемости 
не преодолены. Следует отметить, что в 2022 году официально заболевание 
туберкулёзом крупного рогатого скота не обнаружено, но было отмечено 

наличие данной инфекции у нескольких свиней и кабанов. Судя по снижению количе-
ства заболевшего туберкулёзом крупного рогатого скота, общая стратегия борьбы с дан-
ным заболеванием успешна, но это не означает, что полностью не исключает потребно-
сти в разработке новых тестов. Безопасность обслуживающего персонала напрямую за-
висит от минимизации риска инфицирования возбудителями заболеваний, общих для 
человека и животных, одним из которых является туберкулёз. Самым быстрым спосо-
бом индикации инфекционных агентов является иммунохроматографический анализ. 
Данная публикация посвящена деталям, на которых желательно акцентировать внима-
ние при разработке диагностического теста, основанного на иммунохроматографиче-
ском анализе, на примере туберкулёза крупного рогатого скота. В качестве сенсибилизи-
рующей основы тестовой зоны в представленном исследовании использованы нативные 
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антигены Mycobacterium bovis, выращенные на питательной среде Левенштейна-
Йенсена, обладающие доказанной антигенной активностью. Конъюгацию антивидовых 
антител осуществляли с коллоидным раствором золота, диаметр частиц которого соста-
вил (25,0±0,9) нм. В ходе работы показаны оптимальные условия изготовления диагно-
стического теста для выявления противотуберкулёзных антител методом иммунохрома-
тографического анализа. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Туберкулёз – опасное, социально зна-

чимое инфекционное заболевание, зара-
жению которым подвержены животные и 
человек. Наибольшая опасность данной 
инфекции заключается в совокупности 
негативных обстоятельств, среди которых 
– хроническое течение заболевания, что 
затрудняет быстрое определение начала 
инфекционного процесса, частое наличие 
штаммов с лекарственной устойчивостью, 
в том числе с множественной устойчиво-
стью к терапевтическим средствам 
(больше относится к Mycobacterium tuber-
culosis), длительность роста на питатель-
ных средах (особо актуально при опреде-
лении лекарственной устойчивости путём 
посева на питательные среды с тестируе-
мыми антибиотиками при лечении чело-
века), способность возбудителей туберку-
лёза (M. tuberculosis, M. bovis, M. african-
um) инфицировать различные биологиче-
ские виды. Касательно туберкулёза круп-
ного рогатого скота ситуацию может усу-
гублять затруднённая диагностика, серо-
логические и аллергические тесты могут 
давать ложные результаты, что связано с 
ослаблением иммунной системы живот-
ного, возникающего вследствие тяжелого 
протекания иных инфекционных заболе-
ваний, либо проблемами неинфекционно-
го характера [1, 2]. Стратегия борьбы с 
туберкулёзом крупного рогатого скота, 
применяемая в нашей стране, оказалась 
достаточно успешной. Так, по данным 
Россельхознадзора, в 2022 году новых 
случаев заболевания среди коров не выяв-
лено. Однако в 2021 и в предшествующих 
годах заболевание регистрировалось ре-
гулярно [3]. Аллергические, серологиче-
ские и генетические методы диагностики 
показали свою эффективность в рамках 
общей стратегии борьбы с туберкулёзом 
крупного и мелкого рогатого скота. Одна-

ко от начала исследования (инъекция ту-
беркулина или взятие материала для серо-
логической или генетической диагности-
ки) до получения результата исследова-
ния может пройти не один день. В ходе 
ведения животноводства существуют си-
туации (проведение срочных хирургиче-
ских операций, родовспоможение и дру-
гие процедуры, связанные с контактом с 
животными), когда нужно в максимально 
короткий срок определить вероятность 
инфицирования животного опасными для 
человека заболеваниями (в первую оче-
редь туберкулёзом и бруцеллёзом). В дан-
ном случае одной из самых быстрых ре-
акций является иммунохроматографиче-
ский анализ (ИХА). Указание наиболее 
значимых аспектов разработки ИХА те-
стов на примере возбудителя туберкулёза 
крупного рогатого скота стало целью 
представленной публикации. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Для выделения антигенов микобакте-
рий туберкулёза (M. bovis, штамм bovinus 
8 – 700201), культивировали на питатель-
ной среде Левенштейна-Йенсена в тече-
ние 1-2 месяцев – до появления видимого 
роста бактерий, не допуская их перерас-
тания, после чего выделяли антигены [4].  

Иммунизацию кроликов (порода шин-
шилла, вес 2 кг) и овец (романовская по-
рода, вес 30 кг) проводили по методу Бал-
ли [5]. Кроликов иммунизировали антиге-
нами микобактерий, получаемыми в рам-
ках данного исследования в дозе 100 мг 
на голову. Овец иммунизировали имму-
ноглобулинами кроликов и крупного ро-
гатого скота в дозе 0,1 мг на килограмм 
массы овцы. Указанные дозы при имму-
низации кроликов и овец сохранялись 
при каждом введении. Антителогенез 
контролировали в реакции иммунодиф-
фузии. Из гипериммунных и антивидовых 
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сывороток выделяли иммуноглобулины 
класса G методами последовательного 
осаждения сульфатом аммония, анионо-
обменной хроматографии. 

Контроль чистоты IgG осуществляли 
методом нативного электрофореза на аце-
татцеллюлозных мембранах, концентра-
цию иммуноглобулинов определяли на 
спектрофотометре «Nanodrop 
2000» («Thermo Scientific», США). 

Наночастицы коллоидного золота со 
средним диаметром 25 нм получали из 
золотохлористоводородной кислоты 
(ЗХВК) (ООО «Аурат», Россия) модифи-
цированным методом Туркевича-Френса 
[6, 7], при этом объемы 1 % раствора 
ЗХВК и 1 % раствора цитрата натрия на 
50 мл реакционной смеси составляли 0,58 
и 0,72 мл соответственно. О формирова-
нии наночастиц судили по изменению 
окраски раствора с бледно-голубого на 
фиолетовый и впоследствии – рубино-
вый, что свидетельствует о завершении 
процесса коалесценции зародышей нано-
частиц. После появления стабильной 
окраски при отсутствии признаков флок-
куляции полученный золь охлаждали до 
комнатной температуры и доводили рН 
до 9,0 при помощи 0,2 М K2CO3.  

Иммобилизацию очищенных IgG 
(антитела овцы против кроликов и против 
коровы), предварительно диализованных 
против 2 мМ боратно-HCl-буфера (рН 
9,0) и коммерческих конъюгатов с перок-
сидазой хрена (Sigma Aldrich, США), на 
наночастицах коллоидного золота выпол-
няли по модифицированной методике 
Сотникова Д.В. [8], в различных модифи-
кациях. Для формирования мультимем-
бранных композитов – основы ИХА те-
стов – использовали комплект нитроцел-
люлозных мембран и подложек «MDI 
Easypack» («MDI», Индия). 

Предлагаемая модель теста представ-
ляет собой композит с аналитической 
мембраной [9], где тестовая зона – анти-
ген M. bovis молекулярной массой 28 
кДА, контрольная зона – иммуноглобули-
ны целевого вида животного (в одном 
случае кролик, в другом крупный рога-
тый скот). Принцип таков, что антитела в 

аналите связываются сначала с конъюга-
том, образуя комплекс, потом данный 
комплекс связывается с антигеном тесто-
вой зоны (в случае если в аналите были 
специфические анитела), далее по ходу 
движения жидкости конъюгат связывает-
ся с иммуноглобулинами контрольной 
зоны, в результате чего в соответствую-
щих зонах теста образуются окрашенные 
полосы/доты. 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS  
Ключевым компонентом диагностиче-

ского теста для выявления в исследуемых 
образцах антител является специфичный 
иммуногенный антиген. В данном иссле-
довании мы использовали антиген, полу-
ченный из клеточных стенок M. bovis во 
фракциях после хроматографической 
очистки, в которых присутствовал от-
дельно антиген молекулярной массой 28 
кДа (по результатам электрофореза в ПА-
АГ) специфичный в вестерн-блоте с гипе-
риммунной сывороткой крови кролика 
против цельного возбудителя туберкулё-
за. Модель антигена с молекулярной мас-
сой 28 кДа была взята за основу ввиду 
стандартизации получения данного анти-
гена и его выраженных иммуногенных 
свойств, однако в полевых условиях необ-
ходимо применение мультиантигенного 
подхода [1, 10, 11]. Для нанесения на нит-
роцеллюлозную мембрану в нашем слу-
чае рабочая концентрация составила от 10 
мг/мл, что существенно превышает рас-
ход антигена в ИФА даже несмотря на то, 
что объем наносимого антигена на одну 
мембрану (для сенсибилизации аналити-
ческой зоны нитроцеллюлозной мембра-
ны шириной 5 мм, что соответствует од-
ному готовому тесту для ИХА) составля-
ет около 0,2-0,3 мкл. При инструменталь-
ном производстве тестов нанесение анти-
гена на мембрану осуществляется диспен-
сером, но на этапе первичной разработки 
покупка такого прибора будет весьма за-
тратной. В данном случае эффективным 
представляется нанесение антигена не в 
виде полосы, что зачастую невозможно 
сделать равномерно при мануальном 
нанесении, а в виде точки (дота). Кон-
трольный антиген – сыворотка крови це-
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левого животного (предпочтительнее 
применять очищенные иммуноглобули-
ны) эффективно работает при разведении 
1:100 на карбонат-бикарбонатном буфере, 
нанесение аналогично целевому антигену, 
в область мембраны для контроля реак-
ции. 

Относительно применяемых для конъ-
югации антивидовых антител в лаборато-
риях, профиль деятельности которых за-
ключается в разработке тестов для серо-
логической диагностики различных воз-
будителей инфекционных заболеваний, 
всегда имеются различные антивидовые 
конъюгаты – антитела, меченные щелоч-
ной фосфатазой, пероксидазой хрена либо 
иной меткой, либо вовсе немеченые анти-
видовые антитела. В данном исследова-
нии мы применяли и самостоятельно по-
лученные антитела овцы против крупного 
рогатого скота и против кролика, и анало-
гичные антитела, меченные пероксидазой 
хрена. Применение антител как против 
коровы, так и против кролика обусловле-
но тем, что крупный рогатый скот являет-
ся основной моделью для разработки те-
ста, а кролик является контрольной моде-
лью для проверки специфичности прояв-
ления реакции, так как гипериммунная 
сыворотка крови против туберкулёза по-
лучена именно от кроликов. В конечном 
итоге для конъюгирования коллоидного 
золота (в нашем исследовании оптималь-
ный средний размер частиц коллоидного 
золота составил 25 нм, расчётный размер 
по данным электронной микроскопии 
соответствовал фактическому) подходят и 
немеченые антитела, и в виде конъюгатов 
(при наличии антител без метки предпо-
чтительны последние). В случае примене-
ния конъюгированных антител рекомен-
дуется предварительно инкубировать их в 
кислых растворах (pH 4,0) в течение 2-5 
минут, далее незамедлительно перенести 
антитела в раствор коллоидного золота 
(pH 9,0), после чего осуществить конъ-
югацию согласно протоколу. В настоя-
щем исследовании мы применяли различ-
ные конъюгаты: по стандартному прото-
колу с последующей фильтрацией через 
шприцевые фильтры (диаметр пор 0,45 

мкм), с полной заменой среды высушива-
ния на смесь, содержащую 40% сорбита с 
трегалозой, БСА, фенилметилсульфил-
фосфат, ПЭГ (либо тритон Х-100), трис-
HCl (0,025М), в том числе с последующей 
фильтрацией через шприцевой фильтр. 
После получения конъюгаты были нане-
сены на стекловолоконную мембрану 
(расход конъюгата 50-60 мкл на см2 мем-
браны) и высушены под вакуумом. Все 
варианты конъюгата были работоспособ-
ны (проявление положительной кон-
трольной реакции, в виде изменения цве-
та контрольной зоны с белого на розово-
фиолетовый); следует отметить, что 
наиболее эффективная миграция конъ-
югата происходит со стекловолоконных 
мембран, предварительно обработанных 
фосфатным буфером, содержащим 0,1 % 
твин-20 и 10% глицерина (расход буфера 
10-20 мкл на см2 мембраны). 

Анализируемую сыворотку наносили 
в разведении 1:4, однако в ряде случаев 
наблюдалось ингибирование реакции сы-
вороткой крови в концентрации до 1:200. 
Нарезание индивидуальных полос для 
анализа необходимо выполнять гильотин-
ным резчиком, так как при отрезании 
ножницами в ряде случаев образуются 
зазубрины на краях нитроцеллюлозы, и 
анализируемый образец может мигриро-
вать за пределы мембраны. 

На начальной стадии разработки ИХА 
теста допускается проводить пробные 
анализы не посредством точечного нане-
сения образца на мембрану, а в формате 
дипстика, подразумевающем погружение 
тест-полоски в пробирку с анализируе-
мым раствором». 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
В связи со сложным инфекционным 

процессом при туберкулёзе, а именно – 
нестерильным иммунитетом и вариабель-
ностью антигенного профиля в различные 
стадии развития инфекции – при индика-
ции антител против туберкулёза необхо-
димо применять мультиантигенный под-
ход.  

Исходя из полученных результатов, 
можно резюмировать следующее: подбор 
концентрации необходимо проводить для 
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каждого тестируемого антигена, для 
конъюгирования можно использовать как 
чистые (без меток) антитела, так и другие 
конъюгаты (оптимальный средний размер 
частиц коллоидного золота в нашем слу-
чае составил 25 нм), мембраны для нане-
сения конъюгата желательно предвари-
тельно обработать буфером, содержащим 
твин-20 и глицерин, нарезать мембраны 
для последующего применения предпо-
чтительно гильотинным резчиком. 
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ABSTRACT 
Tuberculosis is a dangerous socially sig-

nificant disease of various animal species. 
According to Rosselkhoznadzor data for 
2022, the situation with bovine tuberculosis 
is endemic, stable, long-term trends are de-
creasing, epidemic thresholds for ill health 
and incidence have not been overcome. It 
should be noted that in 2022, bovine tuber-
culosis was not officially detected, but this 
infection was registered in several pigs and 
wild boars. Take a point that the reduction in 

the number of cases of tuberculosis in cattle 
is decreased (to zero), the overall strategy for 
combating this disease is successful, but this 
does not mean that the need to develop new 
tests for the accelerated diagnosis of this 
infection has completely disappeared. The 
safety of service personnel directly depends 
on minimizing the risk of infection with 
pathogens common to humans and animals, 
one of which is tuberculosis. The fastest way 
to indicate infectious agents is by immuno-
chromatographic analysis. This publication 
is devoted to the details that it is desirable to 
focus on when developing a diagnostic test 
based on immunochromatographic analysis, 
using the example of bovine tuberculosis. As 
an antigen in the presented study, native an-
tigens of Mycobacterium bovis grown on a 
nutrient medium Levenshtein-Jensen with 
proven antigenic activity were used. Conju-
gation of antispecies antibodies was carried 
out with a colloidal solution of gold, 
(diameter of particle is 25±0,9 nm). In the 
course of the work, the optimal conditions 
for the manufacture of a diagnostic test for 
the detection of anti-tuberculosis antibodies 
by immunochromatographic analysis were 
shown. 
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