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Представлены результаты исследований микробиологических особенностей культур стан-

дартизированного и клинических штаммов, выделенных из биологического материала живот-
ных на территории Западной Сибири, относящихся к Mycobacterium avium subsp. paratubercu-
losis (MAP). Микробиологические исследования патогенов состояли из бактериоскопического 
метода (окраска мазков культур по Цилю – Нильсену) и культурального (обработка биомате-
риала методом А.П. Аликаевой с последующим посевом полученного осадка на яичные пи-
тательные среды Левенштейна – Йенсена и Финн-2 с микобактином). Кроме этого, применя-
ли биохимические тесты с изолированными из материала культурами, включающие изучение 
роста колоний при 30, 37 и 42  °C, на среде с салицилатом натрия, с 5%-м хлоридом натрия, 
редукцию нитратов, определение амидазной, каталазной, арилсульфатазной активности, ги-
дролиз твин-80, а также биологический метод, состоящий из внутривенного инфицирования 
суспензиями стандартизированного и клинических штаммов нелинейных белых мышей. Ре-
зультаты исследований показали принадлежность культур клинических штаммов к 3-й группе 
микобактерий по классификации Раньона и идентичность их свойств со стандартизированным 
штаммом M. paratuberculosis, что позволяет отнести их к микобактериям паратуберкулеза. Изу-
чение антибиотикочувствительности стандартизированного штамма M. paratuberculosis (Цен-
трально-Любинский) и клинических штаммов выявило их восприимчивость ко всем исполь-
зованным в исследованиях препаратам. При постановке биологической пробы у мышей, зара-
женных паратуберкулезными патогенами, масса тела была меньше, чем в контрольных груп-
пах. На вскрытии у животных выявлены увеличение легких, селезенки и печени, единичные 
гнойные очаги на печени, селезенке и брыжейке, печень имела мраморную окраску, слизистая 
оболочка тонкой кишки не изменена. Интенсивность роста культур из биоматериала (легкие, 
печень, селезенка) составила 2(++) – 3(+++) – 4(++++) балла, из слизистой оболочки тонкой 
кишки – 0(+/–) балла. Бактериоскопическое исследование мазков колоний культур исследуе-
мых патогенов, выделенных из внутренних органов мышей опытных групп и окрашенных по 
Цилю – Нильсену, показало наличие единичных кислотоустойчивых зернистых палочек, рас-
положенных группами или в виде «палисадника», что характерно для возбудителя паратуберку-
леза. Биологический метод исследования на лабораторных животных выявил восприимчивость 
нелинейных белых мышей к исследуемым культурам и возможность воспроизведения на них 
экспериментальной паратуберкулезной инфекции.
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The results of the studies of microbiological features of cultures of standardized and clinical strains 

isolated from biological material of the animals on the territory of Western Siberia belonging to Myco-
bacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) are presented. Microbiological studies of the pathogens 
consisted of the bacterioscopic method (staining of smears of cultures according to Ziehl – Neelsen) 
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and the culture method (processing of biomaterial by the method of A.P. Alikaeva with subsequent 
sowing of the obtained sediment on Lowenstein-Jensen and Finn-2 egg nutrient media with mycobac-
tin). In addition, biochemical tests with the cultures isolated from the material were used, including 
examination of colony growth at 30, 37 and 42 C, on the medium with sodium salicylate, with 5% sodi-
um chloride, nitrate reduction, determination of amidase, catalase, arylsulfatase activity, hydrolysis of 
Tween-80 and a biological method consisting of intravenous infection with suspensions of standardized 
and clinical strains of non-linear white mice. The results of the studies showed that the cultures of clin-
ical strains belonged to the 3rd group of mycobacteria according to the Runyon classification and their 
properties were identical to the standardized strain of M. paratuberculosis, which allows us to attribute 
them to mycobacteria of paratuberculosis. Antibiotic sensitivity studies of the standardized strain of M. 
paratuberculosis (Central-Lubinsky) and clinical strains revealed their susceptibility to all the drugs 
used in the studies. In a biological assay, mice infected with paratuberculosis pathogens had lower body 
weight than in the control groups. Autopsy revealed enlargement of lungs, spleen and liver, single pu-
rulent foci on liver, spleen and mesentery, and the liver was marbled, the mucosa of the small intestine 
is not changed. The growth intensity of cultures from the biomaterial (lungs, liver, spleen) was 2(++) 
to 3(+++) to 4(++++) points, the growth intensity of the cultures from the mucosa of the small intes-
tine is 0(+/-) points. Bacterioscopic examination of smears of colony cultures of the studied pathogens 
isolated from the internal organs of mice of the experimental groups and stained by Ziehl – Neelsen 
staining showed the presence of single acid-fast granular bacilli arranged in groups or in the form of a 
"palisade", which is characteristic of the causative agent of paratuberculosis. The biological method of 
research on laboratory animals revealed the susceptibility of nonlinear white mice to the tested cultures 
and the possibility of reproducing experimental paratuberculosis infection on them.
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ВВЕДЕНИЕ

Паратуберкулез (паратуберкулезный энте-
рит, болезнь Джона) – хронический инфекци-
онный гранулематозный энтерит животных, 
который является клиническим проявлением 
при заражении Mycobacterium  avium  subsp. 
paratuberculosis  (МАР).  Заболевание  харак-
теризуется прогрессирующей диареей и, как 
следствие, кахексией животных, которые мо-
гут привести к их гибели. Паратуберкулез 
впервые описан в 1895 г. и в настоящее время 
считается эндемичным среди разводимого 
крупного рогатого скота во всем мире, ока-

зывая глобальное влияние на здоровье жи-
вотных и сохраняя высокий уровень распро-
страненности, что приводит к значительному 
экономическому ущербу в животноводстве 
[1, 2]. Инфекция протекает в основном бес-
симптомно и имеет различные формы про-
явления – от высокой распространенности и 
значительной летальности к формам с низ-
кой распространенностью и редкой леталь-
ностью1, 2 [3, 4].

Паратуберкулезный энтерит – одна из 
сложно контролируемых и диагностируемых 
инфекций вследствие длительного инкуба-
ционного периода, который может длиться 

1Nielsena S.S., Toftb N. Ante mortem diagnosis of paratuberculosis: A review of accuracies of ELISA, interferon-γ assay and 
faecal culture techniques // Veterinary Microbiology. 2008. Vol. 129. Is. 3–4. N 22. P. 217–235. DOI: 10.1016/j.vetmic.2007.12.011.

2Whittington R.J. Progress towards understanding the spread, detection and control of  Mycobacterium avium subsp paratuber-
culosis in animal populations // Australian Veterinary Journal. 2001. N 79 (4). P. 267–278. DOI: 10.1111/j.1751-0813.2001.tb11980.
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от 6  мес до 15  лет. Помимо этого, патоген 
чрезвычайно устойчив к условиям внешней 
среды, в которой может выживать до года и 
более [5, 6].

В связи с этим для изоляции возбудителя 
необходимо проведение всего спектра мето-
дов прижизненной диагностики (клиниче-
ские проявления болезни) и микробиологи-
ческих методов. Данные методы включают 
микроскопические, культурально-морфо-
логические исследования, биохимические 
тесты, основанные на том, что в процессе 
метаболизма некоторые виды микобактерий 
проявляют различную ферментативную ак-
тивность, а также биологический метод моде-
лирования паратуберкулеза на лабораторных 
животных (мыши, крысы, кролики, морские 
свинки)3. Правильный выбор и применение 
каждого из этих диагностических тестов обе-
спечит их успешность и может позволить 
создать программу контроля над распро-
странением и лечением паратуберкулезной 
инфекции, поскольку окончательного лекар-
ства от M. avium subsp. paratuberculosis, воз-
будителя, вызывающего паратуберкулез, не 
существует. Противомикробные препараты, 
используемые для лечения паратуберкулеза, 
могут помочь в профилактике инфекции у те-
лят и снизить выделение MAP с фекалиями 
у инфицированного взрослого крупного ро-
гатого скота. Антибиотики могут влиять на 
течение паратуберкулеза, снижая концентра-
цию бактерий в просвете кишечника и изме-
няя состав кишечной микрофлоры. При этом 
необходимо проводить частое тестирование 
на определение чувствительности патогенов 
к лекарственным препаратам, так как неадек-
ватное использование антибактериальных 
препаратов – главная причина развития анти-
биотикорезистентности. 

Использование микробиологических ме-
тодов изоляции для выявления характери-
стики возбудителя паратуберкулеза позволит 
своевременно планировать и проводить эф-
фективные противоэпизоотические меропри-

ятия, что даст возможность предотвратить 
неконтролируемое распространение данного 
заболевания среди животных [7–9]. Лекар-
ственная устойчивость патогена к антибакте-
риальным препаратам при паратуберкулезе – 
серьезная проблема, поэтому эффективные 
схемы борьбы с паратуберкулезом должны 
быть направлены также на выявление чув-
ствительности возбудителя инфекции к про-
тивомикробным препаратам с целью преодо-
ления резистентности к уже существующим 
лекарственным средствам.

Цель работы – представить результаты ми-
кробиологических исследований и изучить 
чувствительность к антибактериальным пре-
паратам культур M. avium subsp. paratubercu-
losis (MAP).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Исследования стандартизированного  
штамма M. paratuberculosis (Централь-
но-Любинский) и трех клинических штам-
мов микобактерий, выделенных из биологи-
ческого материала животных, проведены в 
2021–2023  гг. в Институте эксперименталь-
ной ветеринарии Сибири и Дальнего Восто-
ка СФНЦА РАН. Предпосевную обработку 
биоматериала проводили в соответствии с 
ГОСТ 26073–84 (СТ СЭВ 3459–81) с после-
дующим посевом полученного осадка на 
яичные питательные среды Левенштейна – 
Йенсена и Финн-2 с микобактином. Мико-
бактин – ростовой фактор, представляющий 
собой вытяжку из Mycobacterium  phlei, со-
держащий вещества, необходимые для пита-
ния и размножения M. paratuberculosis на ис-
кусственных питательных средах. Использо-
вание двух питательных сред одновременно 
повышает процент высеваемости микобакте-
рий из патологического материала4.

Выделенные культуры изучали бактерио-
скопическим методом путем окраски мазков 
по Цилю – Нильсену и оценивали культураль-
но-морфологические свойства. Проводили 
биохимические тесты: отмечали рост коло-

3World Organization for Animal Health (OIE).Manual of diagnostic tests and vaccines for terrestrial animals; 7th ed. Vol. 2. 
Paris: OIE; 2012 (Version adopted in May 2014). Chapter 3.1.15, Paratuberculosis (Johne's disease). 2019. P. 544–559.

4Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. М.: Гриф и К, 2012. Ч. 1. 944 с.
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ний культур при 30, 37 и 42 °C, на среде с са-
лицилатом натрия и 5%-м хлоридом натрия, 
редукцию нитратов, определяли амидазную, 
каталазную и арилсульфатазную активность, 
гидролиз твин-80. Определение нитратре-
дуктазной активности проводили по методу 
Тсукамура, каталазной активности – по ме-
тодике G. Weyne (1962), гидролиз твин-80 – 
по модифицированному методу G.  Weyne 
(1964), амидазную активность микобактерий 
паратуберкулеза – по методу Такэ5. 

Определение чувствительности к антибак-
териальным препаратам осуществляли дис-
кодиффузионным методом в соответствии с 
«Методическими указаниям по определению 
чувствительности микроорганизмов к анти-
бактериальным препаратам» (2004), иссле-
дования проводили в трех повторностях. Го-
товили инокуляты исследуемых патогенов по 
стандарту мутности McFarland 0,5 (500 млн 
микробных тел в 1  мл суспензии), которые 
вносили по 1,0  мл на поверхность чашки 
Петри с яичной питательной средой Левен-
штейна – Йенсена с микобактином, равно-
мерно распределяя по всей поверхности сре-
ды. Плотность суспензии измеряли на ден-
ситометре – детекторе мутности суспензий 
DEN-1В. После инокуляции на поверхность 
питательной среды наносили диски с 11 ан-
тибактериальными препаратами: стрептоми-
цином, рифампицином, амикацином, кана-
мицином, офлоксацином, левофлоксацином, 
кларитромицином, имипинемом, моксифлок-
сацином, ципрофлоксацином, линезолидом. 
Посевы инкубировали при 37  ºC в течение 
4 нед. Просмотр посевов проводили каждый 
день, отмечая появление колоний микобак-
терий и зон задержки роста. Биологический 
метод осуществляли путем инфицирования 
нелинейных белых мышей суспензией иссле-
дуемых культур внутривенно в 4 опытных и 
4 контрольных группах, в каждой из которых 
находилось по 5 мышей средней массой 23 г. 
Для их инфицирования использовали 1,0 мл 
суспензии, содержащей 1  мг бактериальной 
массы культур патогенов, растворенных в 

1  мл физиологического раствора. Мышей 
инфицировали однократно, внутривенно в 
хвостовую вену. Длительность опыта соста-
вила 120 сут, по истечении которых провели 
плановую эвтаназию с вскрытием и взяти-
ем биоматериала (легкие, печень, селезенка, 
слизистая оболочка тонкой кишки). Органы 
обрабатывали методом А.П.  Аликаевой6 с 
посевом полученных суспензий на яичные 
питательные среды Левенштейна – Йенсена 
и Финн-2 с микобактином. Появления роста 
колоний учитывали через каждые 2 дня в те-
чение первой недели, затем – один раз в не-
делю. 

Интенсивность роста культур учитыва-
ли по 4-балльной системе, предложенной 
Г.Н.  Першиным  (Приказ 558 МЗ СССР от 
08.06.1978. М., 1978).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Стандартизированный штамм Централь-
но-Любинский выделен из тонкой кишки 
крупного рогатого скота с характерными для 
паратуберкулезного энтерита изменениями: 
выраженной складчатостью и утолщением 
слизистой оболочки. Первичный рост куль-
туры на яичных средах Левенштейна – Йен-
сена и Финн-2 с микобактином отмечен на  
8–10-е сутки; колонии бежевого цвета, от-
дельные друг от друга с углублением в центре, 
шероховатой консистенции (R форма). Рост 
при 30 °С отсутствовал, при 37 °C наблюдали 
обильный рост, при 42 °С рост был скудным. 
Отмечали появление роста на питательной 
среде, содержащей салицилат натрия. Устой-
чивость к 5%-й NaCl отсутствовала. Гидролиз 
твин-80 положительный (6-й день). Амидаз-
ная и арилсульфатазная активность, а также 
редукция нитратов были отрицательными, ка-
талазная активность – незначительной.

Клинические штаммы выделены из регио-
нарных лимфатических узлов тонкой кишки 
свиньи с наличием казеозных очагов, тонкой 
кишки крупного рогатого скота с характер-
ными для паратуберкулезного энтерита па-
тологическими изменениями в виде выра-

5Новые методы исследования возбудителей антропозоонозов. Туберкулез: метод. рекомендации. М.: РАСХН, 2003. 50 с.
6Животные и птица сельскохозяйственные. Методы лабораторной диагностики туберкулеза: ГОСТ 26072–89 (СТ СЭВ 

3457–81). М.: Изд-во стандартов, 1989. 13 с.
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женной складчатости и утолщения слизистой 
оболочки и из внутренних органов вороны. 
Идентификацию колоний культур бактерий 
проводили на основе культурально-морфоло-
гических и биохимических свойств согласно 
«Определителю бактерий Берджи» (2000). 
При пассажах на яичных средах Левенштей-
на – Йенсена и Финн-2 с микобактином по-
явление роста патогенов отмечали на 5–8-е 
сутки. Колонии имели светло-бежевый цвет, 
были отдельными друг от друга и сливши-
мися между собой, шероховатой и слизистой 
консистенции (R и S форма). При 30 °C рост 
колоний отсутствовал, при 37 °C был интен-
сивным, при 42 °C – скудным. Появление 
роста на питательной среде, содержащей 
салицилат натрия, отмечено на 10–11-е сут-
ки. Устойчивость к 5%-й NaCl отсутствова-
ла. Гидролиз твин-80 положительный (5–6-й 
день). Амидазная, арилсульфатазная актив-
ность и редукция нитратов отрицательные. 
Каталазная активность слабо выражена. На 
основании проведенных диагностических 
тестов изолированные штаммы отнесены к 
3-й группе микобактерий по классификации 
Раньона.

Бактериоскопическое исследование куль-
тур клинических штаммов показало наличие 
в мазках, окрашенных по Цилю – Нильсе-
ну, кислотоустойчивых зернистых палочек, 
расположенных кучками в виде «палисад-
ника», что является характерным признаком 
M. avium subsp paratuberculosis.

Сокращение сроков появления роста коло-
ний исследуемых патогенов паратуберкулеза 
при повторных пассажах на плотные яичные 
питательные среды происходит вследствие 
их адаптации к благоприятным условиям 
культивирования. Данные условия приводят 
к изменению количества миколовых кислот 
на поверхности бактериальных клеток, вы-
зывающих изменение толщины и проница-
емости их мембраны, что, в свою очередь, 
приводит к изменению гидрофобности кле-
точной стенки и к увеличению поступления 
питательных веществ в клетку, влияющих 

на скорость и интенсивность роста культур. 
После третьего и последующих пассажей на 
плотных яичных питательных средах R-суб-
культуры патогенов возбудителя паратубер-
кулеза приобретали способность к росту на 
картофельной среде Павловского даже без 
фактора роста микобактина [10].

При фенотипическом исследовании чув-
ствительности стандартизированного M. para- 
tuberculosis (Центрально-Любинский) и трех 
клинических штаммов к антибактериальным 
препаратам выявлено, что изученные патоге-
ны обладают чувствительностью ко всем ис-
пользованным в исследованиях антибактери-
альным препаратам: стрептомицину, рифам-
пицину, амикацину, канамицину, офлоксацину, 
левофлоксацину, кларитромицину, имипине-
му, моксифлоксацину, ципрофлоксацину и ли-
незолиду (см. таблицу). Зона задержки роста 
бактериальной культуры стандартизирован-
ного штамма M.  paratuberculosis  (Централь-
но-Любинский)  вокруг дисков с лекарствен-
ными средствами на плотной питательной 
среде Левенштейна – Йенсена с микобакти-
ном составила от 9,2 ± 0,6 до 30,2 ± 0,1 мм, 
клинического штамма 2608 – от 12,2 ± 0,3 до 
25,2 ± 0,2 мм, клинического штамма 905 – от 
10,1  ±  0,1 до 22,6  ±  0,6  мм и клинического 
штамма 6107 – от 10,6 ± 0,6 до 30,2 ± 0,1 мм.

Проведенные биологические исследова-
ния показали, что у мышей в опытных груп-
пах масса тела была меньше, чем в контроль-
ных. На вскрытии у мышей, зараженных 
паратуберкулезными патогенами, выявлено 
увеличение легких, селезенки и печени, сли-
зистая оболочка тонкой кишки не изменена, 
единичные гнойные очаги на печени, селе-
зенке и брыжейке,  печень имела мрамор-
ную окраску. Интенсивность роста культур 
из биоматериала (легкие, печень, селезенка) 
составила 2(++) – 3(+++) – 4(++++) балла, из 
слизистой оболочки тонкой кишки – 0(+/–) 
балла. Бактериоскопическое исследование 
мазков колоний культур исследуемых патоге-
нов, выделенных из внутренних органов мы-
шей опытных групп, окрашенных по Цилю – 
Нильсену, выявило единичные кислото- 
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устойчивые зернистые палочки, расположен-
ные группами или в виде «палисадника», что 
характерно для возбудителя паратуберкулеза.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Микробиологические исследования куль-
тур клинических штаммов паратуберкулез-
ных микобактерий, выделенных на террито-
рии Западной Сибири, позволили получить 
научную информацию об их культураль-
но-морфологических, биохимических и био-
логических свойствах, которые совпадают с 
аналогичными показателями стандартизи-
рованного штамма M.  avium  subsp.  paratu-
berculosis  (MAP), что позволяет отнести их 
к микобактериям паратуберкулеза. Биологи-
ческий метод исследования на лабораторных 
животных выявил восприимчивость нели-
нейных белых мышей к исследуемым куль-
турам и возможность воспроизведения на 
них экспериментальной паратуберкулезной 
инфекции. Изучение чувствительности к ан-
тибактериальным препаратам исследован-
ных стандартизированного и клинических 
штаммов показало их восприимчивость ко 
всем использованным в исследовании анти-
бактериальным препаратам.
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Антибиотикочувствительность, выявленная у стандартизированного и клинических штаммов 
M. avium subsp. paratuberculosis (MAP)
Antibiotic sensitivity detected in standardized and clinical strains of M. avium subsp. paratuberculosis 
(MAP)

Антибактериальный 
препарат

Микроорганизм

Стандартизированный 
штамм

Клинический штамм
2608

Клинический штамм
905

Клинический штамм
6107

Стрептомицин 15,1 ± 0,4* 19,4 ± 0,6* 19,4 ± 0,6* 12,6 ± 0,3*
Рифампицин 14,1 ± 0,3* 18,2 ± 0,5* 18,2 ± 0,5* 12,7 ± 0,7*
Амикацин 20,4 ± 0,5* 18,1 ± 0,7* 18,1 ± 0,7* 15,4 ± 0,6*
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*Статистическая достоверная разница p < 0,05.
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