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Резюме 
Цель. Поиск результативного метода получения бактериального белка и опре‐
деления оптимальной концентрации для выявления типоспецифичности. 
Материал  и методы.  На  примере  референта штамма С.  xerosis N  1911,  выра‐
щенного  на  усовершенствованной  нами  питательной  среде,  изучены  методы 
осаждения белка  хлористым натрием,  сернокислым аммонием,  гексаметафос‐
фатом  натрия,  трихлоруксусной  кислотой  и  полиэтиленгликолем.  Пороговую 
чувствительность аллергена в 6 разведениях определяли на 24 морских свинках, 
зараженных  коринебактериями.  Биологическую  активность  изучали  на  зара‐
женных культурами М. БЦЖ – M. avium, C. xerosis N 1911, C. ulcerans N 675, C. 
bovis,  морских  свинках  в  количестве  36  голов  и  на  3  кроликах,  зараженных 
Corynebacterium xerosis. 
Результаты. Проведено сравнительное испытание 5 методов осаждения белка. 
При использовании в качестве осадителя сернокислого аммония сравнительно 
высокие результаты удалось получить при концентрации соли 30% и pH не ниже 
5,8.  Более  значительное  осаждение  белка  происходило  в  изоэлектрической 
точке NaCl  при  pH  3,9.  Отмечены  незначительные  осаждающие  свойства  три‐
хлоруксусной  кислоты,  отсутствие  таковых  у  полиэтиленгликоля  и  выпадения 
незначительного  осадка  гексаметафосфатом  натрия.  Установлена  пороговая 
чувствительность  (0,00005  мг  в  0,1  мл)  и  единица  действия  аллергена  (0,0003 
мг). Выявлено наличие интенсивности кожной реакции на гомологичный зара‐
жению сенситин.  
Заключение.  Полученные  данные  выявляют  оптимальный  способ  осаждения 
белка,  единицу  действия  коринебактерионого  аллергена  и  расширяют  пред‐
ставления  о  механизмах  возникновения  сенсибилизации  макроорганизма  к 
туберкулину. 
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ППД‐туберкулин, коринебактериозный сенситин, аллерген, осаждение, чувстви‐
тельность, специфичность, концентрация. 
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Abstract  
Aim: Search for an effective method for obtaining bacterial protein and determining 
the optimal concentration for identification of specific types.  
Material and Methods. Using  the example of a C.  xerosis N 1911  reference  strain 
grown on a nutrient medium improved by us, methods were investigated of protein 
precipitation  with  sodium  chloride,  ammonium  sulphate,  sodium  hexametaphos‐
phate,  trichloroacetic acid and polyethylene glycol. The  threshold  sensitivity of  the 
allergen  in six different cultures was determined  in tests on 24 guinea pigs  infected 
with corynebaсteria. Biological activity was studied  in cultures  from 36 guinea pigs 
infected with M.  BCG  (Bacillus  Calmette–Guérin  vaccine), M.  avium,  C.  xerosis  N 
1911, C. ulcerans N 675 and C. bovis, as well as 3 rabbits infected with Corynebacte‐
rium xerosis. 
Results. Comparative testing of  five protein precipitation methods was carried out. 
When  using  ammonium  sulphate  as  a  precipitant  relatively  high  results were  ob‐
tained at a salt concentration of 30% and a pH of at  least 5.8. More significant pro‐
tein precipitation occurred at  the  isoelectric point of  sodium  chloride at pH 3.9.  It 
was noted that trichloroacetic acid and sodium hexametaphosphate had insignificant 
precipitating properties while there was none with polyethylene glycol. The thresh‐
old sensitivity  (0.00005 mg  in 0.1 ml) and allergen unit of action  (0.0003 mg) were 
established.  Intensity of  skin  reaction  to  sensitin homologous  to  infection was de‐
tected. 
Conclusions. The data obtained  revealed  the optimal method of protein precipita‐
tion, the unit of action of the corynebacterium allergens, and expanded the under‐
standing of the mechanisms of the sensitization of the macro‐organism to tuberculin. 
 
Key Words 
PPD‐tuberculin, corynebacterium sensitin, allergen, precipitation, sensitivity, specific‐
ity, concentration. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Практическая  ветеринария  испытывает  определенные 
трудности  при  дифференциальной  диагностике  тубер‐
кулеза  в  симультанной  пробе  с  КАМ  по  многочислен‐
ным  причинам,  в  числе  которых  большое  количество 
животных,  остающихся  в  стадах  с  неопределенными 
результатами, поэтому часто приходится дублировать и 
подтверждать  результаты другими методами,  зачастую 
растягивая сроки подтверждения диагноза до 5‐6 меся‐
цев [1; 2]. 

Существенно  затрудняют  и  сдерживают  диагно‐
стику  и  многочисленные  причины,  способствующие 
сенсибилизации  организма  животных  к  ППД‐
туберкулину и отсутствие единого дифференцирующего 
метода [3‐5]. 

В  литературе  имеются  данные  о  способности 
микобактериоподобных  микроорганизмов  сенсибили‐
зировать  макроорганизм  к  туберкулину,  в  частности, 
коринебактериями [6‐8]. Однако методы очистки актив‐
ного  белка  и  механизмы  определения  единицы  актив‐
ности препарата изучены недостаточно [9]. 
 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
Аллергические  исследования  лабораторных  животных 
проводили  в  соответствии  с  «Наставлением  по  приме‐
нению  туберкулинов  для млекопитающих  и  птиц,  2006 
год».  В  эксперименте  in  vitro  использовали  культуру 
Corynebacterium xerosis (штамм N1911), выращенную на 
усовершенствованной нами питательной среде Сатона.  

Бактериальную  массу  (двухмесячную)  автокла‐
вировали (для разрушения и выхода белка) при 1,5 атм. 
в  течение  30  мин.,  фильтровали,  центрифугировали  и 
осаждали белок. 

Осаждение  белка  проводили  хлористым  натри‐
ем,  сернокислым  аммонием,  гексаметафосфатом 

натрия,  трихлоруксусной  кислотой  и  полиэтиленглико‐
лем,  используя  в  этих  целях  известные  методики  [10; 
11]. 

Из  исходного  раствора  10%‐ной  концентрации 
готовили  6  разведений  белка  (0,00005;  0,0001;  0,0002; 
0,0003; 0,0004 и 0,0005 мг в 0,1 мл). Пороговую чувстви‐
тельность  и  специфичность  изучали  на  24  зараженных 
коринебактериями морских  свинках.  Заражение произ‐
водили подкожно, введением 10 мкг влажной культуры 
во взвеси в физиологическом растворе. 

Сенситивность животных  к  туберкулину  изучали 
на  морских  свинках  (n=36),  зараженных  культурой  М. 
БЦЖ, M. avium, C. xerosis N 1911, C. ulcerans N675, C. bo‐
vis  (6  в  контроле),  а  также на  зараженных Corynebacte‐
rium xerosis  кроликах  (n=3).  В  работе были использова‐
ны штаммы коринебактерии  (C. ulcerans N675, C. bovis) 
полученные от 5 голов крупного рогатого скота в хозяй‐
стве  предгорной  части  Дагестана,  у  которых  предвари‐
тельно проводили бактериологический анализ микроб‐
ного пейзажа по стандартной методике. Изолированные 
микроорганизмы  идентифицировали  по  морфологиче‐
ским,  культуральным,  биохимическим  и  хемотоксоно‐
мическим  признакам  с  использованием  тест  систем 
CORIGE test MTC – КD [12]. 

 
ПОЛУЧЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
С  каждым  из  испытуемых  реагентов  подбирали  опти‐
мальные режимы осаждения белка. При этом определя‐
ли  влияние  концентрации  и  способа  добавления  осади‐
теля, температуры и рН на активность полученного белка 
[13]. 

В  ходе  использования  в  качестве  осадителя  сер‐
нокислого  аммония  прибавили  сухую  мелко  протертую 
соль к центрифугату культуры. Реакцию (pH) центрифугата 
подводили от 5,2 до 6,4, с интервалом 0,2 ед. (табл. 1). 

 
Таблица 1. Режимы испытания сернокислого аммония для осаждения белка 
Table 1. (NH4)2SO4 test modes for protein precipitation 

pH 
Концентрация соли в центрифугате (в %) 
Concentration of salt in centrifuge (in %) 

  10  20  30  40  45  50 
5,2  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ± 
5,4  ‐  ±  ±  +  +  + 
5,6  ±  ±  +  +  +  + 
5,8  +  +  +  +  +  + 
6,0  +  +  +  +  +  + 
6,2  +  +  +  +  +  + 
6,4  +  +  +  +  +  + 

 
Через несколько минут после добавления соли на 

поверхности центрифугата образовалась пленка, которую 
собирали и очищали от остатков соли. Относительно вы‐
сокие результаты получили при концентрации соли – 30% 
и pH не ниже 5,8. 

Значительное  осаждение  белка  происходило  в 
изоэлектрической точке NaCl  при pH 3,9. Изучение опти‐
мальных режимов проводили при параметрах pH 3,9 до 
4,5 в концентрации NaCl – 5, 10, 15, 20, 25 и 30% (табл. 2). 

Полученный  осадок  отделяли  центрифугирова‐
нием  и  растворяли  в  дистиллированной  воде.  Пробы, 
полученные при 5, 10, 25 и 30%‐ной концентрации NaCl и 
осажденные при pH=4,3 и выше, в работе не использова‐
ли. При концентрации соли в центрифугате 25 и 30% не‐

растворенная  часть  ее  вместе  с  белком  образовывала 
плохо разбиваемый осадок. 

В опыте с трихлоруксусной кислотой  (ТХУ) 20%‐
ный раствор добавляли в  предварительно охлажденные 
центрифугаты с pH=3,2. Затем выдерживали при темпера‐
туре 4°C – 30 минут. Концентрации выше 20% приводили 
к  денатурации  белка.  Выход  в  этом  случае  получался 
очень  низкий  и  поэтому  данный  способ  осаждения  в 
дальнейших исследованиях не применяли. 

Для определения осаждающей белок способно‐
сти  гексаметафосфата Na  (ГМФ) центрифугаты предвари‐
тельно  охлаждали до 6‐10°C  и  добавляли 0,1‐0,4%  соли. 
Затем двунормальной соляной кислотой доводили pH до 
3,0; 3,2; 3,5; 3,9; 4,2; 4,5 и 5,0, как указано в таблице 3. 
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Таблица 2. Режимы испытания NaCl для осаждения белка 
Table 2. Test modes of NaCl for protein precipitation 

pH 
Концентрация NaCl в центрифугате (в %) / Concentration of NaCl in centrifuge (in %) 

5  10  15  20  25  30 

3,5  +  ++  ++  +++  +++  +++ 
3,7  +  ++  +++  +++  +++  +++ 
3,9  +  ++  +++  +++  +++  +++ 
4,1  +  ++  +++  +++  +++  +++ 
4,3  +  +  ++  ++  +++  +++ 
4,5  + ‐  +  ++  +  ++  ++ 

 
Таблица 3. Режимы испытания ГМФ Na для осаждения белка 
Table 3. Test modes of sodium hexametaphosphate for protein precipitation 

pH 
Концентрация ГМФ Na в центрифугате (в %) 

Concentration of sodium hexametaphosphate in centrifuge (in %) 

0,1  0,2  0,3  0,4 

3,0  ‐  ±  ±  ± 

3,2  ‐  ±  ±  + 

3,5  ‐  +  +  + + 

3,9  ‐  ±  +  + + 

4,2  ‐  ±  +  + 

4,5  ‐  +  +  + 

 
По  результатам  исследования  наблюдали  выпадения 
незначительного осадка. 

Осажденный  0,3  и  0,4  граммами  гексаметафос‐
фата Na белок, при температуре (4°C), обладал хороши‐
ми  растворимыми  в  дистиллированной  воде  свойства‐
ми. Следовательно, оптимальные условия в этом случае 
были  установлены  при  pH  3,5‐3,9  и  количестве  соли  – 
0,4 г при 4°C. 

Полиэтиленгликоль  (ПЭГ)  с мол.  весом 6000  (рН 
7,9)  традиционно  используемый  для  концентрации  ви‐
русного белка,  не обладал осаждающей активностью и 

при снижении рН 2‐х нормальным NaCl до 3,5 при 4
о С. 

В  каждом  полученном  растворе  белка  опреде‐
ляли  аминный  азот  и  подводили  его  концентрацию до 
уровня содержания в ППД‐туберкулине. Готовые препа‐
раты стерилизовали, пропуская их через фильтр Зейтца. 

Активность  сенситинов  определяли  на  3  зара‐
женных  Corynebacterium  xerosis  кроликах.  Было  иссле‐
довано 6 различных серий белка, полученных разными 
способами.  Каждого  кролика  исследовали  в  политесте 
(табл. 4). 

 
Таблица 4. Активность сенситинов в аллергической пробе на зараженных кроликах 
Table 4. Sensitin activity in allergic tests on infected rabbits 

Сенситин из: 
Sensitin from: 

Осадитель 
Precipitator 

pH среды 
pH medium 

Концентрация соли (в %) 
Salt concentration (in %) 

Интенсивность реакции 
(в мм

2) 
Intensity of reaction (mm

2) 

Corynebacterium  
xerosis 

Сернокислый аммоний 
(NH4)2SO4 

5,8 
6,0 

30 
30 

146 
180 

NaCl 
3,9 
4,1 

20 
15 

250 
190 

ГМФ 
hexametaphosphate 

3,5 
3,9 

0,2 г 
0,2 г 

145 
130 

 
 

Как  показывают  данные  таблицы,  высокой  чув‐
ствительностью  обладает  сенситин,  полученный  мето‐
дом осаждения белка NaCl при 20%‐ной концентрации и 
pH – 3,9. 

Все  тестируемые дозы  (6  видов концентрации в 
0,1  мл)  испытывали  на морских  свинках  (n = 24),  зара‐
женных  коринебактериями.  На  каждую  серию  брали  4 
животных, исследования проводили на 28 день зараже‐
ния (табл. 5). 

Исследования  выявили  пороговую  чувствитель‐
ность  аллергена  0,00005  мг  в  0,1  мл  раствора,  далее 
чувствительность  увеличивалась  до  содержания  белка 

0,0003 мг и в последующем чувствительность не зависе‐
ла  от  концентрации.  Таким  образом,  за  единицу  дей‐
ствия  коринебактериозного  аллергена,  согласно  полу‐
ченным  результатам,  определена  –  0,0003  мг  в  0,1  мл 
раствора. 

Состояние  повышенной  чувствительности  на  ал‐
лерген  (ППД‐туберкулин) изучали на лабораторных жи‐
вотных (n=36), зараженных культурой М. БЦЖ, M. avium, 
M.  scrofulaceum,  C.  xerosis  N1911,  C.  ulcerans  N675,  C. 
bovis,  (6 в контроле) через каждые 30 дней в течение 3 
месяцев (табл. 6). 

 



М.О. Баратов и др.    Юг России: экология, развитие 2019  Т. 14  N 3 
 

ecodag.elpub.ru/ugro/issue/current                                                                                                                                           I    115 
  

Таблица 5. Интенсивность кожной реакции у морских свинок на гомологичный заражению аллерген 
Table 5. The intensity of skin reaction in guinea pigs to homologous allergen infection 

Содержание белка в аллергене (мг в 0,1 мл) 
Protein content in allergen (mg in 0.1 ml) 

Corynebacterium xerosis N1911 

Интенсивность, мм2

Intensity, mm2 
М  m 

0,00005 

‐‐‐‐ 
0,7 
‐‐‐ 
‐‐‐ 

0,17  0,15 

0,0001 

5,2 
‐‐‐ 
9,3 
‐‐‐ 

3,62  2,97 

0,0002 

20,4 
28,2 
22,1 
30,3 

25,25  2,50 

0,0003 

87,1 
69,3 
82,4 
77,6 

79,10 3,87 

0,0004 

82,2 
56,4 
61,3 
68,7 

67,15 4,55 

0,0005 

66,5 
48,4 
60,1 
51,9 

56,72 3,27 

 
Таблица 6. Показатели гиперчувствительности замедленного типа в различные интервалы времени 
Table 6. Indices of delayed hypersensitivity at various time intervals 

№ 
гр. 
 

No 
gr. 

Заражающая 
культура 

Infecting culture 

Интенсивность реакций (мм
2) через 

Intensity of reactions (mm
2) in: 

30 дней 
30 days 

60 дней 
60 days 

90 дней 
90 days 

Ту
б
е
р
ку
л
и
н
 

Tu
b
er
cu
lin

 

К
о
р
и
н
е
б
ак

те
р
и
‐

о
зн

ы
й
 с
е
н
си

ти
н
 

C
o
ry
n
eb
a
ct
er
iu
m
 

se
n
si
ti
n
 

Ту
б
е
р
ку
л
и
н
 

Tu
b
er
cu
lin

 

К
о
р
и
н
е
б
ак

те
р
и
‐

о
зн

ы
й
 с
е
н
си

ти
н
 

C
o
ry
n
eb
a
ct
er
iu
m
 

se
n
si
ti
n
 

Ту
б
е
р
ку
л
и
н
 

Tu
b
er
cu
lin

 

К
о
р
и
н
е
б
ак

те
р
и
‐

о
зн

ы
й
 с
е
н
си

ти
н
 

C
o
ry
n
eb
a
ct
er
iu
m
 

se
n
si
ti
n
 

1 
М.БЦЖ 
M.BCG 

125,3±26,5  72,4±15,2  135,1(‐)  68,6(‐)  136,3±23,5  24,3(‐) 

2  M. avium  109,5(‐)  98,7±17,7  136,3±24,1  73,7±22,3  123,4(‐)  ‐ 

3  С. хerosis №1911  114,4±32,7  112,8±23,5  72,3(‐)  62,5±24,2  ‐  56,8±12,9 

4  C. ulcerans №675  65,7±11,4  76,3±12,9  59,4±32,7  70,9±15,3  28,5±22,2  33,7±5,2 

5  С. bovis  49,9±10,3  88,9±22,5  36,9(‐)  60,8‐15,6  33,1±11,9  88,4±16,3 

6 
Контроль 
Control 

‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 

Примечание: (‐) – единично реагировали 
Note: (‐) responded individually 
 

Анализ  интенсивности  реагирования  в  исследу‐
емых интервалах времени показывает, что у инфициро‐
ванных  морских  свинок  напряженность  иммунитета 
длительный на гомологичный аллерген. 

Из  предположенных  многочисленных  способов 
очистки  и  концентрации  активного  белка,  не  многие 
нашли  широкое  применение,  в  связи  с  чем  назрела 

необходимость выявления наиболее значимого. 
Проведенные  сравнительные  испытание  позво‐

лили,  констатировать неспособность одних предложен‐
ных методов осаждать белок и выявить слабые стороны 
других.  Результаты  согласуются  с  данными  других  ис‐
следователей,  установивших,  способность  трихлорук‐
сусной  кислоты  (ТХУ)  изменять  структуру  белка.  Выска‐
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зывалось  предположение,  что  наряду  с  общими  зако‐
номерностями  выявляются  и  индивидуальные  особен‐
ности полиэтиленгликоля, зависящие от ряда факторов. 
Наши  данные  соответствуют  этому  определению,  нам 
не  удалось  осадить  белок  даже  при  низких  значениях 
рН. 

В  целом,  на  основании  полученных  данных 
можно утверждать, что наиболее результативным явля‐
ется способ осаждения белков хлористым Na. Этот спо‐
соб  имеет  и  другие  преимущества,  заключающиеся  в 
том, что нет необходимости дополнительной очистки, и 
освобождения белка от остатков соли диализом. 

Полученные  результаты  свидетельствуют  о  том, 
что  изучаемые  культуры  способны  вызвать  перекрест‐
ную сенсибилизацию организма животных к туберкули‐
ну и коринебактериозному аллергену. По литературным 
данным,  подавляющие число  культур микобактериопо‐
добных  микроорганизмов,  в  том  числе  и  коринебакте‐
рии,  имеют  общие  антигенные  детерминанты,  опреде‐
ляющие генетическое родство их с микобактериями, что 
является  косвенным  свидетельством  о  потенциальной 
возможности  их  сенсибилизировать  макроорганизм  к 
туберкулину. 

Так, в эксперименте на 30 день все зараженные 
морские свинки реагировали с высокой интенсивностью 
на  изучаемые  аллергены,  причем,  генетическое  сход‐
ство  определяло  интенсивность  реакции.  Чем  выше 
однородность  антигенных  детерминант,  тем  достовер‐
нее нарастание показателей интенсивности. 

Проведенный  анализ  через 60  дней  выявил  по‐
вышение  чувствительности  на  туберкулин  у  морских 
свинок, зараженных микобактериями и снижение реак‐
ций  у  остальных  животных.  На  коринебактериозный 
аллерген наблюдали заметное снижение интенсивности 
во всех группах. 

На третьем этапе исследования высокая чувстви‐
тельность  к  коринебактериозному  аллергену  сохрани‐
лась у морских свинок, зараженных коринебактериями, 
тогда  как  в  группах,  зараженных  микобактериями,  ре‐
акции выпали. Зараженные микобактериями с высокой 
интенсивностью реагировали на туберкулин. 

Контрольные  животные  не  реагировали  на  ал‐
лергены на протяжении опыта. 

В  целом  полученные  результаты  свидетельству‐
ют о достаточно высокой иммунологической активности 
созданного аллергена,  что подтверждается активизаци‐
ей  клеточного  иммунитета.  Тем  не  менее,  требуется 
дальнейшие исследования на большем количестве жи‐
вотных  для  расширенной  оценки  Т‐клеточного  звена 
иммунитета. 

 
ВЫВОДЫ 
1.  Наиболее  чувствительным  и  результативным  спосо‐
бом осаждения белка является метод с использованием 
хлористого  Na.  Данный  способ  исключает  необходи‐
мость  дополнительной  очистки  и  освобождения  белка 
от остатков соли диализом. 
2.  За  единицу  действия  коринебактериозного  аллерге‐
на, вызывающий кожную реакцию с наибольшей интен‐
сивностью, определена концентрация 0,0003 мг в 0,1 мл 
раствора. 
3.  Микобактерии  с  коринебактериями  имеют  общие 
антигенные  детерминанты  обуславливающие  пере‐
крестную  сенсибилизацию  организма  животных  к  ту‐
беркулину и коринебактериозному аллергену. 
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