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В современной науке вопросы, свя-
занные с изучением механизмов взаимо-
действия низкоиммуногенных антигенов 
с клетками иммунной системы, остаются 
малоизученными.В большой степени это 
связано с антигенами, выделяемыми воз-
будителями хронических инфекций, т.к. в 
ряде случаев они могут обладать токсич-
ным эффектом.

Роль белков-метаболитов, выделяемых 
микобактериями при переходе их в дор-
мантное состояние в организме животно-
го, до сих пор недостаточно изучена. Зна-

чение этих белков как для микроорганиз-
ма, так и для развития патогенетического 
процесса при взаимодействии микро- и ма-
кроорганизма, не вполне ясно.

Туберкулин является диагностическим 
препаратом, широко применяемым при 
диагностике туберкулеза в качестве кож-
ного теста [12,14]. Но многие вопросы, свя-
занные с механизмами воздействия тубер-
кулина на организм животных и человека, 
остаются открытыми. Поэтому получение 
антител на туберкулин и изучение с их по-
мощью взаимодействия туберкулина с им-
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мунокомпетентными клетками является 
важной задачей современной ветеринарии 
и медицины.

Получение специфических антител на 
туберкулин связано с определенной слож-
ностью, так как в его состав входит целый 
набор белков с молекулярной массой от 9 
до 65 кДа[7,13]. Кроме того белок с молеку-
лярной массой 9.7 кДа, входящий в состав 
туберкулина, способен вызывать ингиби-
рование миграции макрофагов и частич-
ное угнетение бласттрансформациилим-
фоцитов морских свинок и тем самым тор-
мозить выработку антител [10].

В данной работе были поставлены за-
дачи изучения механизмов взаимодействия 
туберкулина с клеткамиорганов ретикуло-
эндотелиальной системы лабораторных 
животных.

Материалы и методы
В качестве микробного антигена 

применяли препарат туберкулинаPPD 
(PurifiedProteinDerivate) (БИОК, Россия). 
Использование туберкулина в качестве 
антигена для наших исследований связано 
с его низкой иммуногенностью и хорошей 
изученностью антигенного состава [8]. Ан-
тигенную фракцию туберкулина получа-
ли методом высаливаливания сульфатом 
аммония. Затем методом гельфильтраци-
ипроводили дальнейшую очистку выде-
ленных белковых фракций с молекуляр-
ной массойот 10 до 26 кДа, чистоту кото-
рых проверяли SDS-электрофорезом в 
20% ПААГ.

Конъюгирование туберкулина с флю-
оресцеинизотиоцианатом (ФИТЦ) прово-
дили по общепринятой методике [3].

Выделение и культивирование перито-
неальных макрофагов и клеток селезен-
ки проводилось по стандартным методи-
кам[2].

Исследуемые суспензии перитонеаль-
ных клеток и клеток селезенки разводили 
до конечной концентрации 1.0х109 кл/мл. К 
100 мкл полученных суспензийстерильно-
добавляли туберкулин, меченный ФИТЦ, 
и культивировали (37°С 0.5% СО2) в тече-
ние 48 ч.После инкубации готовили влаж-
ные препараты для микроскопии.

При изучении влияния туберкулина 
на дыхательную активность клетокв ка-
честве контроля использовались 100 мкл 
клеточных суспензий в 1 мл питательной 
среды. В качестве опыта использовались 
100 мкл клеточных суспензий с туберкули-
ном (7.5 мкг/мл) в 1 мл питательной средыс 
антигеном. Итоговая концентрация кле-

ток составила 2х107 клеток в 1 мл.
Определение дыхательной активно-

сти проводили по способности клеток вос-
станавливать нитротетразолевыйсиний до 
формазана по общепринятому методу [4]. 
Измерение количества восстановленно-
го формазана проводили на программиру-
емом фотометре BS3000P при длине вол-
ны 490 нм.

Микроскопические исследования про-
водили на микроскопе LeicaDM 2500 в ре-
жиме темного поля и флуоресценции и на 
конфокальноммикроскопеLeica TCS-SP5 
(LeicaMicrosistems, Германия). Для воз-
буждения флуоресценции использовались 
аргоновый лазер, излучающий на длинах 
волн 458 и 543 нм и гелий-неоновый лазер, 
излучающий на длине волны 633 нм.

Коллоидное золото (КЗ) со средним 
диаметром частиц (15 нм) получали, ис-
пользуя реакцию восстановления золотох-
лористоводородной кислоты цитратом на-
трия. Средний размер частиц КЗ контро-
лировали спектрофотометрически[6,9]. 

Приготовление конъюгатов коллоид-
ного золота с туберкулином осуществляли 
по методу, предложенному Дыкманом Л.А. 
и соавторами [1].

Определения бактерицидной активно-
сти фагоцитирующих клеток проводили 
по следующей методике.В суспензии фа-
гоцитов (1×106кл/мл), вносили туберкулин. 
Клетки культивировались при 37С в тече-
ние трех часов, после чего в каждую про-
бу вносили суспензию живых бактерий E. 
coliБ-5 из расчета 25 КОЕ на один фаго-
цит. Пробы инкубировали при +4С в тече-
ние 30 мин. После инкубации и центрифу-
гирования (1000g, 10 мин) клетки дважды 
отмывали раствором Хенкса. Из каждого-
образца проводили высев на плотную пи-
тательную среду для определения степени 
адгезии микроорганизмов.

Результаты и обсуждение
В результате проведенных исследова-

ний нами были получены следующие дан-
ные (рис. 1, 2).Туберкулин вызывает резкое 
угнетение дыхания перитонеальных ма-
крофагов (ПК).Концентрация восстанов-
ленного формазана вПКв опыте составля-
ла 0.25±0.05 мкг/мл, что значительно ниже, 
чем у контрольного образца (2.9±0.05 мкг/
мл). На нефагоцитирующие клетки селе-
зенки туберкулин не оказывал цитоток-
сического действия, концентрация восста-
новленного формазана в опыте и контро-
ле составила 3.7±0 мкг/мл и 3.74±0.045 мкг/
мл, соответственно.
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Рис.1. Концентрация формазана в перитонеальных клетках в тесте с нитротетрозолевым синим 

(P≤0,05) 
 

 
Рис.2. Концентрация формазана в клетках селезенки в тесте с нитротетразолевым синим 

 
Рис. 3.Клетки селезенки, культивированные в присутствие туберкулина меченного ФИТЦ 

(зеленое свечение) 

 
Рис.4.Перитонеальные клетки, культивированные в присутствие туберкулина меченного ФИТЦ 

(зеленое свечение) 
На следующем этапе исследований 

предстояло выяснить, происходит ли про-
никновение туберкулина в исследуемые 
нами клетки или он остается на мембран-
ных рецепторах.Нами изучалось взаимо-
действия туберкулина, меченого ФИТЦ, с 

перитонеальнымиилимфоидными клетка-
ми (рис. 3, 4).

Флуоресцентное свечение отмечалось 
как в лимфоидных, так и в перитонеаль-
ных клетках,т.е. туберкулин взаимодей-
ствовал с обоими пулами клеток иммун-
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ной системы животных.
Вопрос о возможном проникновении 

туберкулина в клетки изучалсянами при 
помощи конфокальной микроскопии (рис. 
5, 6).

На рис. 5 и 6 показано, что туберку-
лин, меченный ФИТЦ, проникал как в ПК, 

так и в лимфоциты, однако интенсивность 
флуоресценции в лимфоидных клетках 
была более низкой по сравнению с перито-
неальными.Что может опосредованно го-
ворить о менее интенсивном проникнове-
нии туберкулина меченного ФИТЦ в лим-
фоидные клетки.

 

 
Рис. 5. Конфокальная микроскопия клеток селезенки, культивированных с туберкулином, 

меченным ФИТЦ (зеленое свечение) 

 

 
Рис.6. Конфокальная микроскопия перитонеальныхклеток, культивированных с туберкулином, 

меченным ФИТЦ (зеленое свечение) 

Туберкулин, вероятно, проникает в фа-
гоцитирующие инефагоцитирующиеклет-
ки при помощи различных механизмов. 
Мы провели конъюгированиеКЗ с тубер-
кулином и изучили эффект проникновения 
данного комплекса в фагоцитирующие и 
лимфоидные клетки(рис. 7, 8). Так как зо-
лотая частица имеет размер 15 нм, онамо-
жет проникать в макрофагипри помощи 
фагоцитоза, а в нефагоцитирующие клет-
ки при помощи эндоцитоза[11, 5].

Цитотоксический эффект комплекса 
туберкулин – коллоидное золото на фаго-
цитыне отмечался; концентрация восста-
новленного формазана составляла в этом 
случае 3.1±0.02 мкг/мл, что указывалода-
же на некоторый стимулирующий эффект. 

Проникновение конъюгатов коллоид-
ного золота с туберкулином в клетки се-
лезенки вызывало угнетение их дыхания, 
концентрация восстановленного формаза-

на составляла 1.9±0.06 мкг/мл.
Анализируя полученные результаты, 

мы можем сделать следующие предполо-
жения. Полученные нами данные, могут 
быть, связаны с тем, что туберкулин, по-
падая в фагосому вместе с КЗ, подвергает-
ся протеолизу и теряет свои токсические 
свойства. Внефагоцитирующие клетки се-
лезенки конъюгаты коллоидного золота 
с туберкулином проникают при помощи 
других мембранных рецепторных струк-
тур, и в большем количестве, тем самым 
вызывая угнетение их дыхательной актив-
ности. 

Следующим этапом нашей работы бы-
ло изучение адсорбционной активности ПК 
крысы после их взаимодействия с туберку-
лином.На рис. 9 показано, что при куль-
тивировании ПК с туберкулином,помимо 
снижения клеточного дыхания, наблюда-
лосьтакже снижение адгезивной активно-
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Рис. 7. Концентрация формазана в перитонеальных клетках в тесте с нитротетразолевым 

синим 

 

 
Рис. 8. Концентрация формазана в клетках селезенки в тесте с нитротетразолевым синим 

(P≤0,05) 

 
Рис. 9. Адсорбция клеток штамма E. coli Б-5 на перитонеальные клетки, КОЕ на одну 

перитонеальную клетку (P≤0,05) 
 

сти; концентрация микроорганизмов на 
один фагоцит составляла 3.11±0.16.

В заключение хочется отметить, что, 
судя по полученным данным, туберкулин 
обладает ярко выраженным цитотоксиче-
ским эффектом в отношении иммунных 

клеток крови. Этоможет быть связано с 
тем,что туберкулин является эндотокси-
ном выделяемым микобактерией для пода-
вления защитной системы организма с це-
лью дальнейшей персистенции. 
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Резюме: В современной науке вопросы, связанные с изучением механизмов взаимодействия 
низкоиммуногенных антигенов с клетками иммунной системы, остаются малоизученными. В 
большой степени это связано с антигенами, выделяемыми возбудителями хронических инфек-
ций, т.к. в ряде случаев они могут обладать токсичным эффектом. В работе рассматривалось 
взаимодействие туберкулина с клетками ретикулоэндотелиальной системы животных. Было 
установлено, что туберкулин в большей степени воздействует на фагоцитирующиеклетки им-
мунной системы.Это может быть связано с тем, что туберкулин является эндотоксином выде-
ляемым микобактерией для подавления защитной системы организма с целью дальнейшей пер-
систенции. 

SUMMARY    
n modern science issues related to the study of mechanisms of interaction of antigens with nizkoimmunogennyh 
cells of the immune system remain poorly understood. To a large extent this is due to antigens secreted by pathogens 
of chronic infections, as in some cases they may have a toxic effect. We examined the interaction of tuberculin with 
cells of the reticuloendothelial system of animals. We found out that the tuberculin largely affects the phagocytic cells 
of the immune system. This may be due to the fact that the tuberculin is available by mycobacterium endotoxin to 
suppress the body›s defense system to further persistence.

Keywords: tuberculin, colloidal gold, macrophages, lymphocytes, infiltration
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ПРОТИВОВИРУСНАЯ АКТИВНОСТЬ 
ПРЕПАРАТОВ В ОПЫТАХ IN VITRO И IN VIVO В 
ОТНОШЕНИИ ВИРУСА  РИНОТРАХЕИТА КОШЕК
Ключевые слова: ринотрахеит кошек, инфекционное заболевание, противовирусные препараты

Введение
Ринотрахеит кошек - инфекционное 

заболевание кошек вирусной этиологии, 
широко распространенное во всем мире. 
Возбудитель болезни, FeHV-1, относит-
ся к подсемейству Alphaherpesvirinae, ро-
ду Varicellovirus. Вызывает у взрослых жи-
вотных преимущественно поражения ор-
ганов респираторного тракта и глаз, у мо-
лодых – острую респираторную  инфек-
цию, часто с летальным исходом [5…7, 10]. 

 Вирус может формировать состояние 
латенции, при котором переболевшие жи-
вотные, остаются пожизненными виру-
соносителями. В некоторых питомниках 
по выращиванию кошек до 97% живот-
ных могут иметь специфические антите-
ла к FeHV-1, что свидетельствует об энзо-
отическом характере инфекции. При та-
ком типе течения болезнь сопровождает-
ся периодическими рецидивами с выделе-
нием вируса во внешнюю среду. Однако у 
неимунных животных  ринотрахеит проте-
кает значительно тяжелее с вовлечением 
в инфекционный процесс до 100% живот-
ных [9, 11].  

При энзоотическом течении, а также 

при систематической профилактической 
вакцинации животных, болезнь проявля-
ется в виде слабого респираторного син-
дрома, а также в виде субклинической или 
инаппарантной инфекции.  

Впервые болезнь описана  в США как 
«синдром поражения верхних дыхатель-
ных путей» у котят [8]. В России выделение 
вируса с установлением его этиологиче-
ской роли было осуществлено в 1995 г. [4], 
затем в 2000 г. в Сибири во время вспыш-
ки заболевания в питомнике домашних ко-
шек [1].

Разведение высокопородных, племен-
ных животных сопровождается их посто-
янным экспортом и импортом, что значи-
тельно усугубляет эпизоотическую ситуа-
цию по инфекционным болезням.

Распространению возбудителя инфек-
ции среди популяции домашних кошек 
также способствуют концентрация живот-
ных в питомниках по их разведению, пере-
группировки, выставки, вязки и другие ме-
роприятия, сопровождающиеся стресса-
ми, при которых происходит реактивация 
вируса из латентного состояния, сопрово-
ждающаяся его репликацией и экскреци-
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