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Представлена новая плотная питательная среда 
для культивирования микобактерий паратуберку-
леза, состоящая из органических и неорганических 
ингредиентов. В лабораторных условиях проведе-
ны исследования диагностической информатив-
ности и эффективности плотных питательных сред, 
используемых для культивирования микобактерий 
паратуберкулеза. В состав разработанной среды 
в качестве минерально-солевой основы введена 
вытяжка из золы древесины березы 3%-й концен-
трации и стимулятор роста биологического проис-
хождения – оксидат торфа. При конструировании 
испытуемой среды в качестве аналога использова-
ли яичную питательную среду Левенштейна-Йен-
сена с добавлением микобактина, который пред-
ставляет собой вытяжку из Mycobacterium phlei и 
содержит вещества, необходимые для питания и 
размножения Mycobacterium paratuberculosis на 
искусственных питательных средах. Проверку пи-
тательных сред на совместимость и растворимость 
компонентов проводили в дистиллированной воде 
в соответствии с общепринятыми методически-
ми рекомендациями. Длительность наблюдения 
составила от 60 до 90 дней. Приведено сравне-
ние сроков появления первичного и интенсивного 
роста микобактерий паратуберкулеза на опытной 
среде и контрольной среде Левенштейна-Йенсе-
на с микобактином. Колонии первичного и ин-
тенсивного роста стандартизированного штамма 
M. paratuberculosis и изолята M. paratuberculosis, 
выделенного из биоматериала крупного рогатого 
скота, на опытной яичной питательной среде по-
явились на 3–7 сут быстрее, чем на контрольной 
среде Левенштейна-Йенсена с микобактином. При 
посеве биоматериала (лимфатические узлы и ки-
шечник) от крупного рогатого скота первичный 
рост M. paratuberculosis на опытной среде отме-
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The paper presents a new solid growth medium for 
the cultivation of Mycobacterium paratuberculosis 
consisting of organic and inorganic ingredients. The 
study of diagnostic informative value and effective-
ness of solid growth media used for cultivation of 
Mycobacterium Paratuberculosis was carried out in 
the laboratory conditions. Extract from birch-wood 
ash of 3% concentration and a growth stimulant of 
biological origin, peat oxide, were introduced as a 
mineral salt bases into the developed medium. When 
constructing the test medium, Lоwenstein–Jensen 
egg growth medium with the addition of mycobac-
tin, which is an extract from Mycobacterium. phlei 
and contains substances necessary for the nutrition 
and reproduction of Mycobacterium paratubercu-
losis on artifi cial nutrient media, was used as an 
analogue. A test on compatibility and solubility of 
the components was done in distilled water in ac-
cordance with the generally accepted guidelines. 
The duration of observation ranged from 60 to 90 
days. A comparison was made between the time 
of appearance of the primary and intensive growth 
of mycobacteria of paratuberculosis on the experi-
mental medium and the Lоwenstein–Jensen control 
medium with mycobactin. Colonies of primary and 
intensive growth of standardized M. paratuberculo-
sis strain and M. paratuberculosis isolate obtained 
from the cattle biomaterial on experimental egg 
growth medium appeared 3-7 days faster than on 
Lоwenstein–Jensen control medium with myco-
bactin. When inoculating biomaterial from cattle 
(lymph nodes and intestine), the primary growth of 
M. paratuberculosis on the experimental medium 
was noted 7 days earlier than on the control one, 
and the intensive growth was 3 days earlier. The ex-
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ВВЕДЕНИЕ

Клинические симптомы и патологоана-
томическая картина паратуберкулеза впер-
вые были описаны в XIX в. Название болез-
ни Johne происходит из работ Н.А. Johne и 
L. Frothingham, которые в 1895 г. продемонст-
рировали связь между энтеритом крупного 
рогатого скота и наличием некислотоустой-
чивых микроорганизмов в участках слизис-
той оболочки кишечника. В 1906 г. O. Bang 
установил различие между туберкулезным 
и нетуберкулезным энтеритом и предложил, 
что последний можно назвать псевдотуберку-
лезным энтеритом. Идентификация этиоло-
гического агента приписывается F.W. Twort, 
которому в 1912 г. удалось культивировать и 
охарактеризовать микобактерии, которые в 
1914 г. были использованы, чтобы воспро-
извести экспериментальный энтерит. Пос-
ле полной характеристики Mycobacterium 
paratuberculosis в качестве отдельного вида 
внутри рода Mycobacterium, болезнь была 
переименована в паратуберкулез [1, 2].

Инфекции, вызванные Mycobacterium 
avium subsp. paratuberculosis (MAP), к груп-
пе которых относится паратуберкулезный 
энтерит, могут быть скрыты и не прояв-
ляться у животных в течение многих лет, 
но в какой-то момент у них начинают про-
являться клинические признаки инфекции. 
Инкубационный период при этом находится 
в обратной зависимости от объема инфици-
рования и может быть очень длительным. 
Паратуберкулез может иметь различные 
формы проявления болезни: от форм с вы-
сокой распространенностью и значительной 
смертностью к случаям с очень низкой рас-
пространенностью и невысокой заболевае-
мостью и смертностью. Постановка диагно-

за на паратуберкулез, преимущественно в 
латентной стадии инфекции, является про-
блемой, так как скрытое течение приводит 
к различной интерпретации имеющихся 
симптомов. Факторы, которые могут повли-
ять на скорость прогрессирования или вос-
становления от инфекции, пока невозможно 
установить [3–5]. Выделение возбудителя 
паратуберкулеза лабораторными метода-
ми – достаточно затруднительная задача, так 
как Mycobacterium paratuberculosis очень 
медленнорастущий привередливый микро-
организм: пролиферация многих штаммов 
требует присутствия специфического фак-
тора роста – микобактина. Формирование 
видимых колоний на твердых средах может 
потребовать до 4 месяцев, независимо от 
присутствия различных добавок. В то вре-
мя как зависимость от металлов для роста 
является общим признаком всех бактерий, 
особенность потребности в железе патоген-
ных микобактерий заключается в том, что 
для поглощения и утилизации этого метал-
ла необходим органический источник. При 
этом нельзя определить вид микобактерий с 
помощью только одного теста. Только пос-
ле проведения многократных испытаний со 
специфическими маркерами (факторы роста, 
ингибиторы роста, специфические фермен-
ты, липиды рестрикционного анализа ДНК, 
диапазон патогенности) выделенный из жи-
вотного источника микроорганизм, может 
классифицироваться как М. paratuberculosis 
[6, 7].

Для выявления больных животных ис-
пользуют разработанные в разные годы 
методы микробиологической диагностики. 
Однако ни один из них в отдельности на 
ранней стадии паратуберкулезного процес-

чен на 7 сут раньше, чем на контрольной, интен-
сивный рост – на 3-е суток. Опытная питательная 
среда дешевле и проще в процессе приготовления, 
чем контрольная среда Левенштейна-Йенсена с 
использованием микобактина, приготовление ко-
торого является достаточно трудоемким техноло-
гическим процессом. 

Ключевые слова: паратуберкулез, микобакте-
рии, питательные среды, первичный рост, интен-
сивный рост

perimental growth medium is cheaper and simpler 
to prepare than Lоwenstein–Jensen control medium 
with mycobactin, whose preparation is a rather la-
borious technological process. 

Keywords: paratuberculosis, mycobacteria, 
growth media, primary growth, intensive growth
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са не позволяет выявить инфицированных 
животных. Диагноз считают установленным 
при обнаружении в органах больных живот-
ных характерных для паратуберкулеза из-
менений или при выделении возбудителя из 
различного биологического материала. Дан-
ные причины приводят к сложностям при 
разработке усовершенствованных специфи-
ческих средств диагностики паратуберкуле-
за. Следовательно, дальнейшая разработка 
более совершенных методов диагностики 
этого заболевания остается актуальной на 
настоящий момент1 [8, 9].

Цель исследований – разработать яичную 
питательную среду, используя минерально-
солевую основу и стимулятор роста биоло-
гического происхождения, для культивиро-
вания микобактерий паратуберкулеза.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В лаборатории туберкулеза сельскохо-
зяйственных животных Института экспери-
ментальной ветеринарии Сибири и Дальне-
го Востока Сибирского федерального науч-
ного центра агробиотехнологий Российской 
академии наук (ИЭВС и ДВ СФНЦА РАН) 
проведены научные исследования по разра-
ботке новой яичной питательной среды для 
проведения культивирования микобактерий 
паратуберкулеза. Для достижения постав-
ленной задачи по повышению диагностичес-
кой информативности в составе разработан-
ной среды, в качестве минерально-солевой 
основы, которая является одним из важных 
составляющих питательных сред, была ис-
пользована вытяжка из золы древесины бе-
резы 3%-й концентрации и стимулятор рос-
та биологического происхождения – оксидат 
торфа. Использование вытяжки древесной 
золы было обусловлено тем, что при прове-
дении спектрального анализа в ее составе 
были обнаружены все элементы (калий, на-
трий, железо, цинк и другие), необходимые 

для питания микобактерий, в качестве ис-
точника углерода ввели глицерин [10]. 

Для достижения оптимальных сроков 
роста микобактерий на питательных средах 
необходимо введение дополнительных эле-
ментов – факторов роста, которыми могут 
быть добавки природного происхождения: 
экстракты и вытяжки2 [11]. При конструиро-
вании опытной среды таким фактором роста 
явился оксидат торфа, представляющий со-
бой комплекс из макро- и микроэлементов 
(железо, йод, кобальт, медь, кальций, маг-
ний, селен, цинк, натрий) и гуматов – про-
дуктов взаимодействия бурого угля с вод-
ным раствором щелочи. В результате обра-
зуются легкорастворимые в воде элементы, 
такие как гумат натрия или гумат калия, ко-
торые обладают физиологически активны-
ми свойствами, необходимыми для роста и 
развития микроорганизмов.

При конструировании испытуемой сре-
ды в качестве аналога использовали яичную 
питательную среду Левенштейна-Йенсена 
с добавлением микобактина, который пред-
ставляет собой вытяжку из M. phlei и содер-
жит вещества, необходимые для питания и 
размножения M. paratuberculosis на искус-
ственных питательных средах. Приготовле-
ние сред проводили с проверкой на совмес-
тимость компонентов и их растворимость в 
дистиллированной воде3.

С целью исследования диагностической 
информативности опытной среды в качестве 
контроля использовали среду Левенштейна-
Йенсена с микобактином, на которую прово-
дили посев 3-недельного эталонного штамма 
M. paratuberculosis (Центрально-Любинский) 
и изолята M. paratuberculosis. Изолят выдели-
ли из биологического материала (кишечник 
и лимфатические узлы) от 10 голов крупного 
рогатого скота (КРС), положительно реагиру-
ющих на внутрикожное введение ППД-тубер-
кулина для млекопитающих [12]. Биоматериал 
был обработан методом А.П. Аликаевой4.

1 Алиев А.П., Фадеева Н.Г. Выделение микобактерий паратуберкулеза из патологического материала // Способы и 
средства диагностики и борьбы с туберкулезом, бруцеллезом и паратуберкулезом сельскохозяйственных животных: бюл-
летень ВИЭВ. М., 1990. Вып. 73–74. С. 71–76.

2.Пригода А.С., Муратов В.С. Современное состояние и перспективы получения и использования питательных сред. 
М.: ВНИИ СЭНТИ, 1989. 55 с. 

3 Методические рекомендации по изготовлению и использованию питательных сред и растворов для микробиологи-
ческих целей, культивирования клеток и вирусов. М.: Медицина, 1986. 69 с.

4 Байрак В.А., Беляев В.М., Гительсон С.С. Практикум по ветеринарной микробиологии. М.: Колос, 1980. 216 с.
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Из культур микобактерий готовили сус-
пензию по стандарту мутности 500 млн кл./ мл 
и засевали в пробирки со средами по 1 мл. 
Для посевов использовали по 10 пробирок 
контрольной и опытных сред. 

Длительность наблюдения составила от 
60 до 90 дней. Для выявления роста мико-
бактерий пробирки с посевами просматри-
вали через каждые 2 дня в течение первых 
14 дней опыта, затем 1 раз в неделю.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Научные исследования по созданию плот-
ной питательной среды для культивирования 
микобактерий паратуберкулеза проводятся 
в лаборатории туберкулеза сельскохозяйст-
венных животных ИЭВС  и ДВ с 2007 г. При 
конструировании данной среды использо-
вали различные ингредиенты. В результате 
проведенных исследований был отобран 
вариант, в котором в качестве заменителя 
ростового фактора – микобактина, исполь-
зовали оксидат торфа с добавлением его в 
3%-ю вытяжку из золы древесины березы, 
оптимальная концентрация которой для 
роста микобактерий паратуберкулеза была 
установлена опытным путем. 

В процессе исследований по разработке 
состава плотной питательной среды исполь-
зовали вещества органического и неоргани-
ческого происхождения в различных кон-
центрациях и соотношениях (10 вариантов). 
В результате был сконструирован оконча-
тельный вариант, включающий следующие 
компоненты в указанном соотношении:

Приготовление среды. Куриные яйца 
(4–5 шт.) моют щеткой с мылом и обраба-
тывают спиртом. Стерильным пинцетом 
разбивают яйца и выливают в стерильную 
колбу с бусами. Колбу встряхивают несколь-
ко минут после добавления каждого яйца до 
образования однородной массы. Добавляют 
4 мл 2%-го раствора малахитовой зелени и 
вводят в качестве солевой основы 100 мл 
3%-й вытяжки древесной золы. В качестве 
биологически-активной добавки в питатель-
ную среду вводят оксидат торфа (Стимуля-
тор роста растений «Оксидат торфа Универ-
сальный» ТУ 88 БССР 135–88). Фильтруют 
через марлевый фильтр и помещают в ап-
парат для свертывания и инактивирования 
сыворотки АСИС при температуре 85 °С в 
течение 30 мин, предварительно разливая 
по 4–5 мл среды в пробирки.

Проведенные исследования по изуче-
нию диагностической информативности 
опытной яичной питательной среды и кон-
трольной питательной среды Левенштей-
на-Йенсена с использованием микобактина 
показали, что первичный рост эталонно-
го штамма M. paratuberculosis и изолята 
M. paratuberculosis, выделенного из биома-
териала КРС, на опытной среде проявил-
ся на 5-е сутки, на контрольной среде – на 
8-е сутки; интенсивный рост был отмечен на 
13-е и 20-е сутки соответственно.

При исследовании диагностической эф-
фективности опытной и контрольной сред 
первичный рост M. paratuberculosis при 
посеве биоматериала от КРС на опытной 
среде наблюдали на 13-е сутки, на контроль-
ной – на 20-е сутки, интенсивный рост был 
отмечен на 23-е и 26-е сутки соответственно 
(см. таблицу).

Яйца куриные 4–5 шт.

3%-я вытяжка древесной золы 100 мл
2%-й водный раствор малахитовой зелени 4 мл
Глицерин 2,0 г
Оксидат торфа 2,0 г

Рост колоний микобактерий паратуберкулеза, сут
Growth of mycobacteria colonies of paratuberculosis, days 

Питательные среды

Эталонный штамм 
M. paratuberculosis

Изолят 
M. paratuberculosis из 
биоматериала КРС

Биоматериал от КРС 

первичный интенсив-
ный первичный интенсив-

ный первичный интенсив-
ный

Левенштейна-Йенсена с микобактином 8 20 8 20 20 26
Опытная 5 13 5 13 13 23
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ВЫВОДЫ

1. Колонии первичного и интенсивного рос-
та эталонного штамма M. paratuberculosis и 
изолята M. paratuberculosis, выделенного из 
биоматериала крупного рогатого скота, на 
опытной яичной питательной среде появи-
лись на 3–7 сут быстрее, чем на контрольной 
среде Левенштейна-Йенсена с микобакти-
ном. При посеве биоматериала (лимфатичес-
кие узлы и кишечник) от крупного рогатого 
скота первичный рост M. paratuberculosis 
на опытной среде отмечен на 7 сут рань-
ше, чем на контрольной, а интенсивный 
рост – раньше на 3-е суток. Выявлено, что 
опытная яичная питательная среда облада-
ет большей диагностической информатив-
ностью и эффективностью для определения 
скорости первичного и интенсивного роста 
M. paratuberculosis, чем контрольная. Опыт-
ная питательная среда дешевле и проще в 
процессе приготовления, чем контрольная 
среда Левенштейна-Йенсена с использова-
нием микобактина, приготовление которого 
является достаточно трудоемким технологи-
ческим процессом.

2. В лаборатории туберкулеза сельскохо-
зяйственных животных ИЭВС и ДВ СФНЦА 
РАН сконструирована новая плотная пита-
тельная среда для культивирования мико-
бактерий паратуберкулеза, в состав которой 
входят куриные яйца, 3%-я вытяжка золы 
древесины березы, глицерин и оксидат тор-
фа, представляющий собой биологическую 
добавку. На данную среду получен патент 
«Питательная среда для культивирования 
микобактерий паратуберкулеза» № 2439146 
от 10 января 2012 г.
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