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Идентификация микобактерий 
нетуберкулезного типа, 
изолированных от крупного 
рогатого скота в Республике 
Татарстан
РЕЗЮМЕ
Целью данной работы явилась идентификация микобактерий нетуберкулезного 
типа, изолированных от крупного рогатого скота в Республике Татарстан. В ста-
тье приведен результат идентификации микобактерий нетуберкулезного типа в 
пробах патологического материала, полученного от реагирующего на туберкулин 
крупного рогатого скота, методом полимеразной цепной реакции в режиме ре-
ального времени и с электрофоретической детекцией. В ходе проведенных ис-
следований нами установлено, что в 43% исследованных проб патологического 
материала, полученного от реагирующего на туберкулин крупного рогатого скота, 
были идентифицированы микобактерии нетуберкулезного типа.

Identification of non-tuberculosis 
mycobacteria isolated from cattle 
in the Republic of Tatarstan
ABSTRACT
The purpose of this work was to identify non-tuberculosism ycobacteria isolated from 
cattle in the Republic of Tatarstan. The article presents the results of identification of 
non-tuberculosis mycobacteria in samples of pathological material received from cattle 
reacting to tuberculin by polymerase chain reaction in real time and with electrophoretic 
detection. In the result of our research it is determined that in 43% of the explored 
samples of pathological material received from reacting to tuberculin cattle non-
tuberculous mycobacteria were identified.
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Введение
В последние годы во многих благополучных регионах 

стала более очевидной проблема парааллергических 
реакций, обусловленных циркуляцией в стадах крупного 
рогатого скота так называемых атипичных микобактерий 
и других патогенов, которые вызывают аллергические 
реакции на ППД туберкулин [1]. Эти реакции зачастую 
носят массовый характер и  затрудняют оценку инфек-
ционного статуса исследуемых животных, что во многих 
случаях приводит к преждевременному убою здорового 
продуктивного скота, нанося тем самым огромный эко-
номический ущерб, который связан с потерями от недо-
получения приплода, молока, мяса и другой продукции, 
а также от вынужденного выполнения ряда дополни-
тельных диагностических исследований, доставляя тем 
самым значительный материальный ущерб, который за-
частую превышает в десятки раз ущерб от туберкулеза 
[2]. Так, в благополучных хозяйствах РФ выявляется в 
5,3 раза больше реагирующих на туберкулин животных, 
чем в неблагополучных по туберкулезу [3]. 

На сегодняшний день в ветеринарной практике для 
дифференциации неспецифических туберкулиновых 
реакций у крупного рогатого скота используют офи-
циально утвержденные прижизненные методы (си-
мультанная с комплексным аллергеном из атипичных 
микобактерий  — КАМ, пальпебральная, глазная и вну-
тривенная пробы с ППД-туберкулином), а также послеу-
бойные методы (патологоанатомический, гистологиче-
ский, бактериологический, биопроба на лабораторных 
животных, молекулярно-генетический — ПЦР и др.) [4, 
5, 6]. Достоинства полимеразной цепной реакции за-
ключаются в высокой специфичности, быстром получе-
нии результатов анализа и возможности обнаружения 
единичных микобактериальных клеток в клиническом 
материале [7, 8, 9, 10].

Исходя из вышеизложенного, целью данной работы 
явилась идентификация микобактерий нетуберкулез-
ного типа, изолированных от крупного рогатого скота 
в Республике Татарстан. В связи с поставленной целью 
были выдвинуты следующие задачи:

1)  выделить ДНК микобактерий из проб патологиче-
ского материала;

2)  провести идентификацию микобактерий туберку-
лезного типа методом полимеразной цепной реакции в 
режиме реального времени (ПЦР-РВ) с использовани-
ем коммерческих тест-систем из проб патологического 
материала, полученного от реагирующего на туберку-
лин крупного рогатого скота;

3)  провести идентификацию микобактерий нетубер-
кулезного комплекса методами полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени и полимеразной 
цепной реакции с электрофоретической детекцией из 
проб патологического материала, полученного от реа-
гирующего на туберкулин крупного рогатого скота.

Методика
Работа выполнена в 2018–2021 гг. на кафедре эпизо-

отологии и паразитологии, в межкафедральной лабо-
ратории иммунологии и биотехнологии федерального 
государственного бюджетного образовательного уч-
реждения высшего образования «Казанская государ-
ственная академия ветеринарной медицины имени Н.Э. 
Баумана» и двадцати восьми животноводческих хозяй-
ствах различных форм собственности Республики Та-
тарстан.

Перед постановкой полимеразной цепной реакции 
выделяли ДНК с помощью комплекта реагентов «ДНК-

Сорб-С-М», следуя данному протоколу фирмы-произ-
водителя (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнад-
зора, Россия). 

Полученный от реагирующего на туберкулин круп-
ного рогатого скота патологический материал (лим-
фатические узлы) из благополучных по туберкулезу 
животноводческих предприятий Республики Татарстан 
измельчали стерильными инструментами на кубики 
размерами 1–1,5×1–1,5 см, помещали в ступку, добав-
ляли стерильный натрия хлорид 0,9%, стерильный пе-
сок и гомогенизировали с помощью пестика.

Полимеразную цепную реакцию проводили на ам-
плификаторе АНК-32 (ЗАО «НПФ ДНК-технология», Рос-
сия). Реакционная смесь для ПЦР-РВ имела следующий 
состав (на 1 исследование):

-  фермент Taq-ДНК-полимераза (0,5 мкл), 
-  буфер, содержащий хлорид магния (1,5 мкл),
-  дезоксинуклеотидтрифосфаты (0,3 мкл), 
-  олигонуклеотидные праймеры (0,5 мкл каждого 

праймера 10 пмоль), 
-  зонд (0,5 мкл 10 пмоль), 
-  выделенную ДНК (10 мкл),
-  деионизированную воду до получения объема од-

ной пробы, равного 15 мкл в программируемом ампли-
фикаторе. 

Перед началом постановки реакции все необходи-
мые компоненты реакции размораживали и встряхи-
вали на шейкере. Устанавливали пробирки в амплифи-
катор для постановки ПЦР-РВ, отмечали в программе 
расположение и характеристику проб, выбирали рабо-
чий краситель и устанавливали в программе темпера-
турно-временной профиль реакции.

ПЦР в режиме реального времени проводилась 
в следующих условиях: 95  °С  — 3 мин, 95  °С  — 15 с, 
60 °С — 30 с — 5 повторов; 95 °С — 15 с, 60 °С — 30 с — 
детекция — 40 повторов, 72 °С — 30 с — 1 повтор. 

Переместив пробирки в отдельный штатив, выполня-
ли электрофоретическую детекцию продуктов ампли-
фикации в агарозном геле. В соответствии с требова-
ниями работа с амплифицированной ДНК выполнялась 
в отдельном помещении.

Приготовление рабочего электрофорезного буфера 
проводили в соответствии с инструкцией к набору ЭФ-
200 (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, 
Россия).

Результаты анализа продуктов ПЦР в режиме реаль-
ного времени интерпретировали на основании нали-
чия или отсутствия пересечения кривой флуоресцен-
ции с пороговой линией, что соответствует наличию 
или отсутствию значения порогового цикла «Ct» (англ. 
threshold cycle  — пороговый цикл) в соответствующей 
графе в таблице результатов реакции, выведенной в 
результате машинного анализа. Образец считался по-
ложительным, если значение Ct не более 35. Образец 
считался отрицательным на наличие маркерной ДНК, 
если для него значение Ct отсутствовало или составля-
ло более 37.

Учет результатов анализа с электрофоретической 
детекцией проводили по наличию или отсутствию спец-
ифической полосы амплифицированной ДНК на элек-
трофореграмме. Положительными считались образцы, 
которые содержали специфическую светящуюся полосу 
на уровне, соответствующем размеру искомого ампли-
кона. Отрицательными считались образцы, в дорожках 
которых отсутствовала специфическая светящаяся по-
лоса на уровне, соответствующем размеру искомого 
ампликона.
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Результаты
Выделенные из 100 проб патоло-

гического материала ДНК подверг-
ли исследованиям на идентифика-
цию микобактерий туберкулезного 
типа с использованием коммер-
ческих тест-систем «МТБ-КОМ» 
для выявления ДНК Mycobacterium 
tuberculosis complex и тест-систем 
«МТБ-ДИФ» для выявления и диф-
ференциации Mycobacterium bovis 
и Mycobacterium tuberculosis про-
изводства ФБУН ЦНИИ Эпидемио-
логии Роспотребнадзора, г. Москва. 
В результате проведения ПЦР-РВ 
100 проб патологического матери-
ала микобактерии туберкулезного 
комплекса не выявлены и результат 
также подтверждается лаборатор-
ными данными из государственного 
бюджетного учреждения «Республи-
канская ветеринарная лаборатория» 
Республики Татарстан.

Дальнейшие исследования заклю-
чались в постановке полимеразной 
цепной реакции с использованием 
разработанного нами высокоспеци-
фичного набора олигонуклеотидных 
праймеров и зондов для идентифика-
ции нетуберкулезных микобактерий 
с целью дифференциации неспец-
ифических реакций на туберкулин 
у крупного рогатого скота. Данный 
набор рассчитан на идентификацию 
в пробах материала Mycobacterium 
kansasii, Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis, Mycobacterium 
smegmatis, Mycobacterium fortuitum, 
Mycobacterium intracellulare, 
Mycobacterium avium, Mycobacterium 
scrofulaceum.

Проведя цикл исследований по 
идентификации микобактерий не-
туберкулезного комплекса из 100 
проб патологического материала методами полиме-
разной цепной реакции в режиме реального времени и 
полимеразной цепной реакции с электрофоретической 
детекцией, полученного от реагирующего на туберку-
лин крупного рогатого скота, ДНК микобактерий были 
идентифицированы в 43 пробах патологического мате-
риала, что составило 43% от общего количества иссле-
дованных проб. 

Результаты идентификации нетуберкулезных мико-
бактерий в Республике Татарстан представлены в та-
блице 1.

Как видно из таблицы 1, видовое разнообразие не-
туберкулезных микобактерий в Республике Татарстан 
представлено Mycobacterium kansasii, Mycobacterium 
avium subsp. paratuberculosis, Mycobacterium fortuitum, 
Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium avium, 
Mycobacterium scrofulaceum. Mycobacterium smegmatis 
не была обнаружена ни в одной из проб патологическо-
го материала. 

Mycobacterium kansasii выделена в 6 хозяйствах, 
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis  — в 2, 
Mycobacterium smegmatis — ни в одном, Mycobacterium 
fortuitum  — в 7, Mycobacterium intracellulare  — в 
4, Mycobacterium avium  — в 4, Mycobacterium 
scrofulaceum — в 6.

Таблица 1. �Нетуберкулезные микобактерии, идентифицированные в животноводческих хо-
зяйствах Республики Татарстан

Table 1. �Non-tuberculosis mycobacteria identified in livestock farms of the Republic of Tatarstan
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

1
ООО «Кичучат», Альметьевский 
район

+

2
АО «Токарликова», Альметьевский 
район

+

3
ООО СХП «Свияга» МТФ «Давлике-
ево», Апастовский район

+ + + + +

4
А/ф «Заинский сахар» МТФ «Сава-
леево», Заинский район

+

5
МТК «Зай» МТК «Куш Елга», Заин-
ский район

+ + + + +

6
ООО «Ак Барс Дрожжаное» 
филиал «Большая Акса», Дрожжа-
новский район

+

7
ООО «Ак Барс Дрожжаное» 
филиал «Матаки», Дрожжановский 
район

+

8
ООО «Ак Барс Дрожжаное» 
филиал «Новое Ильмово», Дрож-
жановский район

+ +

9
ООО« Калмурзино», Мензелинский 
район

+ + + + +

10
ООО «Агро-Основа», Новошеш-
минский район

+

11
А/ф «Сарман», Сармановский 
район

+ + + + +

12
ООО АПК «Биклянь», Тукаевский 
район

+

13 Всего 6 2 0 7 4 4 6

Рис. 1. �Видовой состав и процентное соотношение микобактерий, 
идентифицированных в патологическом материале, 
полученном от реагирующего на туберкулин крупного 
рогатого скота в Республике Татарстан

Fig. 1. �Species variety and percentage of mycobacteria identified in 
pathological material obtained from tuberculin-responsive cattle in 
the Republic of Tatarstan
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paratuberculosisMycobacterium fortuitum
Mycobacterium intracellulareMycobacterium avium
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43 пробы патологического материала, в которых 
идентифицированы микобактерии, были получены из 12 
хозяйств 8 районов Республики Татарстан: Альметьев-
ский, Апастовский, Заинский, Дрожжановский, Мензе-
линский, Новошешминский, Сармановский, Тукаевский. 

Удельный вес видового разнообразия нетуберкулез-
ных микобактерий, выделенных в Республике Татар-
стан, отражен на рисунке 1.

Как видно из рисунка 1, Mycobacterium kansasii 
идентифицирована в 19 пробах патологического ма-
териала, что составило 34,5% от общего количества 
исследованных проб, Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis  — в 7 пробах патологического мате-
риала (12,7%), Mycobacterium fortuitum  — в 26 пробах 
патологического материала (47,3%), Mycobacterium 
intracellulare и Mycobacterium avium  — в 13 пробах па-
тологического материала (23,6%), Mycobacterium 
scrofulaceum — в 21 пробе патологического материала 
(38,2%).

Выводы
На основании проведенных нами исследований ме-

тодами полимеразной цепной реакции в режиме ре-
ального времени и полимеразной цепной реакции с 
электрофоретической детекцией установлено, что в 
43% исследованных проб патологического материала, 
полученного от реагирующего на туберкулин крупно-
го рогатого скота из 12 хозяйств 8 районов Республи-

ки Татарстан, были идентифицированы микобактерии 
нетуберкулезного типа. Видовой состав идентифици-
рованных микобактерий представлен Mycobacterium 
kansasii, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, 
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium intracellulare, 
Mycobacterium avium, Mycobacterium scrofulaceum. 

В Республике Татарстан неспецифические реакции 
на туберкулин регистрируются как в благополучных, так 
и в неблагополучных по туберкулезу крупного рогатого 
скота хозяйствах. Поскольку отсутствует эффективный 
метод дифференциации, такие реакции учитываются как 
специфические, и выявленные животные в большинстве 
случаев отправляются на убой. Такая ситуация продол-
жается многие годы, вызывая необоснованные затраты 
на проведение противоэпизоотических мероприятий. 
Лабораторными методами диагностики подтверждается 
или опровергается наличие в патологическом материале 
микобактерий только туберкулезного комплекса. Поэто-
му для сельскохозяйственных предприятий актуальным 
остается вопрос установления причины возникновения 
неспецифических реакций на туберкулин. Наши прак-
тические наблюдения свидетельствуют о возможности, 
в определенных условиях, проведения дополнительной 
дифференциальной диагностики с помощью разрабо-
танного нами набора олигонуклеотидных праймеров и 
зондов для идентификации микобактерий нетуберкулез-
ного типа, которые являются причиной проявления пара-
аллергических реакций в стадах.
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