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Реферат. Представлены результаты испытания экспериментальных образцов бруцеллезных антиге-
нов в качестве активатора при постановке стимулированного клеточного теста с нитросиним тетразо-
лием in vitro. В лабораторных условиях изготовлены экспериментальные образцы бруцеллезных препара-
тов из штаммов бруцелл с разной антигенной структурой. Экспериментальные исследования проведены 
на иммунизированных R-штаммом бруцелл морских свинках. Определены активность и специфичность 
исследуемых образцов, а также оптимальная концентрация, обладающая достаточным активирующим 
потенциалом на нейтрофилы крови иммунизированных морских свинок. На первом этапе исследований 
отмечено, что дезинтеграты бруцелл и корпускулярные антигены в концентрациях соответственно 50 и 
100 мкг/мл обеспечивали специфичность реакции и не вызывали неспецифической активации нейтрофиль-
ных гранулоцитов в НСТ-тесте с кровью интактных животных. В дальнейшем была изучена динамика 
иммунного ответа иммунизированных морских свинок в НСТ-тесте с применением экспериментальных 
образцов бруцеллезных антигенов в оптимальных концентрациях. Отбор биоматериала для исследо-
ваний осуществляли до иммунизации и на 7-, 14-, 21-, 28-, 42-, 55-, 69, 125-е сутки после иммунизации. 
Рассчитан коэффициент стимуляции как отношение индуцированного уровня клеточной активности к 
спонтанному. Установлено, что максимальный уровень специфической активации нейтрофилов в НСТ-
тесте отмечается преимущественно на 28-е сутки, что совпадает с пиком синтеза агглютинирующих 
и комплементсвязывающих антител в серологических реакциях. Полученные в результате эксперимента 
данные позволяют сделать вывод о возможности применения экспериментальных образцов бруцеллезных 
антигенов в качестве стимулятора при постановке НСТ-теста с целью проведения достоверного кон-
троля клеточной перестройки организма в период формирования иммунного ответа.
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Abstract. The results of testing experimental samples of brucellosis antigens as an operator when performing 
a stimulated activated cell test with nitroblue tetrazolium in vitro are presented. Experimental samples of brucellosis 
preparations from Brucella strains with different antigenic structures were used in laboratory conditions. 
Experimental studies were carried out on guinea pigs immunized with Brucella’s R-strain. The activity and 
specificity of additional samples and the optimal concentration providing the stimulating potential of neutrophils 
in the blood of immunized guinea pigs were determined. At the first stages of the study, it was noted that Brucella 
disintegrates. Corpuscular antigens in concentrations were 50 and 100 μg/ml, and this did not cause nonspecific 
activation of neutrophil granulocytes in the NBT test with the blood of intact animals. Subsequently, we studied the 
immune response dynamics of immunized guinea pigs in the NBT test using experimental samples of brucellosis 
antigens in optimal concentrations. The biomaterial selection for research was carried out before immunization 
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and on the 7th, 14th, 21st, 28th, 42nd, 55th, 69th, and 125th day after vaccination. The stimulation coefficient 
was calculated as the ratio of the induced level of cellular activity to the spontaneous one. It was found that the 
maximum level of specific activation of neutrophils in the NBT test is characteristic exclusively on the 28th day, 
corresponding to the peak synthesis of agglutinating and complement-fixing antibodies in serological reactions. 
The data obtained from the experiment allow us to conclude that it is possible to use experimental samples of 
brucellosis antigens as a stimulant when performing an NBT test with the Foundation for determining the immune 
control of cellular restructuring of the body during the formation of the response.

Бруцеллез – наиболее распространенный 
бактериальный зооноз во всем мире. По данным 
Россельхознадзора, более половины случаев 
бруцеллеза в мире регистрируется в странах 
Восточного Средиземноморья. Неблагополучие 
по бруцеллезу сохраняется на территории Аф-
риканского континента, государств Восточной 
Европы и Центральной Азии, Китая, Индии, 
Бангладеша, Пакистана, Европейского союза, 
Центральной и Южной Америки, Соединенных 
Штатов Америки. В Российской Федерации 
бруцеллез широко распространен на юге евро-
пейской части. В последние годы наметилась 
тенденция к снижению количества ежегодно 
выявляемых эпизоотических очагов бруцеллеза, 
однако риск распространения бруцеллеза среди 
животных в стране остается высоким [1–4].

Широкое распространение и несвоевремен-
ная постановка диагноза связаны с этиопато-
логической особенностью бруцеллеза, которая 
обусловливается способностью возбудителя 
инфекции «уклоняться» от иммунного ответа 
хозяина, что приводит к хроническому тече-
нию заболевания с длительной персистенцией 
патогена в организме хозяина [5–8]. 

В последние годы в ветеринарную лабо-
раторную практику активно внедряются ди-
агностические тесты, основанные на клеточ-
ных реакциях in vitro с антигенной нагрузкой, 
позволяющие выявить изменения в структуре 
иммунокомпетентных клеток. Однако для пол-
ноценной оценки клеточного иммунитета при 
различных заболеваниях необходимы специ-
фические антигены [9–11].

Для разработки диагностически инфор-
мативных методик постановки антиген-сти-
мулированных клеточных тестов in vitro не-
обходим тщательный подбор специфического 
стимулирующего антигена, обеспечивающего 
специфичность реакции и обладающего доста-
точным активирующим потенциалом [12, 13].

В доступной литературе имеются сообще-
ния об изучении функциональной активности 
нейтрофильных гранулоцитов у животных, 
иммунизированных бруцеллами, с применением 
в качестве антигенной нагрузки (стимулятора) 
корпускулярных антигенов, изготовленных из 
вакцинных штаммов бруцелл, но информации 
о концентрации, специфичности и активности 
данных антигенов нами обнаружено не было 
[14, 15]. На базе ВНИИБТЖ изготовлены экс-
периментальные образцы бруцеллезных анти-
генов для постановки клеточных тестов in vitro 
с использованием вакцинных штаммов бруцелл 
с разной антигенной структурой.

Цель исследований – определить актив-
ность и специфичность нескольких экспери-
ментальных образцов бруцеллезных антигенов 
и оценить возможность их использования при 
оценке функциональной активности нейтро-
фильных гранулоцитов у морских свинок, им-
мунизированных R–штаммом бруцелл. 

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

В лабораторных условиях изготовлены че-
тыре экспериментальных образца бруцеллезных 
антигенов (DR, DS, CR, CS) на основе S– и R–вак-
цинных штаммов бруцелл из биоресурсной 
коллекции отдела ветеринарии (ВНИИБТЖ) 
ФГБНУ «Омский АНЦ». Антигены DR и DS по-
лучены методом ультразвуковой дезинтеграции, 
CR и CS– корпускулярные антигены.

Стандартизацию концентрации антигенов 
осуществляли по содержанию белка с помощью 
полуавтоматического биохимического ветери-
нарного анализатора EMP–168 Vet (производи-
тель Emperor, Китай) с использованием набора 
реагентов для определения белка HOSPITEX 
DIAGNOSTICS. 

Активность и специфичность изготовлен-
ных экспериментальных образцов бруцеллез-
ных антигенов оценивали в реакции агглюти-
нации (РА) и реакции связывания комплемента 
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(РСК) с применением сыворотки негативной 
сухой, сыворотки бруцеллезной сухой произ-
водства ФКП «Щелковский биокомбинат» и 
экспериментальными сериями R–бруцеллезной 
сыворотки.

Исследования выполняли на самцах мор-
ских свинок линии агути (масса 400–450 г, 
возраст 4–5 месяцев) в соответствии с законо-
дательством РФ и Директивой европейского 
парламента и совета Европейского союза по 
охране животных, используемых в научных 
целях.

Были сформированы две группы животных, 
опытную группу (5 голов) иммунизировали B. 
abortus 16/4 в дозе 1 млрд КОЕ/мл подкожно, 
контрольные животные (5 голов) – интактные. 
У всех особей до иммунизации и на 7-, 14-, 21-, 
28-, 42-, 55-, 69-,125-е сутки после иммунизации 
производили отбор периферической крови для 
постановки НСТ-теста (спонтанного и стиму-
лированного), а также серологических реакций.

Функциональное состояние нейтрофилов 
крови у опытных морских свинок в разные 
сроки после иммунизации оценивали с помо-
щью фотометрического способа постановки 
теста с нитросиним тетразолием (НСТ) без 
обработки антигеном (спонтанный вариант) и с 
обработкой экспериментальными бруцеллезны-
ми препаратами (стимулированный вариант) с 
последующим расчетом в соответствии со стан-
дартной методикой коэффициента стимуляции 
(КС). Фиксацию результатов осуществляли с 
помощью многоканального иммунохимическо-
го анализатора FluorofotSTDLess-486-M при 
длине волны 492 нм и учитывали в условных 
единицах оптической плотности (у. ед. оп. пл.).

Для характеристики функционального ре-
зерва нейтрофилов был рассчитан коэффициент 
стимуляции как отношение индуцированного 
уровня клеточной активности к спонтанному.

Сыворотку крови морских свинок иссле-
довали согласно ГОСТ 34105–2017 Живот-
ные. Лабораторная диагностика бруцеллеза. 
Серологические методы и Наставлению по 
диагностике бруцеллеза животных № 13-5-
02/0850 от 29.09.2003 с экспериментальными 
образцами R–бруцеллезных антигенов.

Статистическую обработку цифрового 
материала проводили с помощью программы 
Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ 
ОБСУЖДЕНИЕ

На начальном этапе исследований с целью 
определения специфического титра экспери-
ментальных образцов бруцеллезных антигенов 
нами была осуществлена проверка их агглюти-
нирующей и комплементсвязывающей актив-
ности, которая составила для РА 1 : 100, а для 
РСК – 1 : 75.Затем нами была проанализиро-
вана возможность использования полученных 
образцов в качестве антиген-стимулированной 
клеточной реакции in vitro для оценки форми-
рования противобруцеллезного иммунитета.

Для решения поставленной задачи были 
приготовлены разные концентрации (25, 50, 
100 и 200 мкг/мл) экспериментальных образцов 
DR, DS, CR, CS антигенов и определена их спец-
ифическая активность in vitro в НСТ–тесте с 
кровью морских свинок, иммунизированных 
Brucella abortus 16/4.

Проведенные исследования показали, что 
наиболее выраженная специфическая активация 
после иммунизации морских свинок для дезин-
тегратов бруцелл отмечалась при стимуляции 
клеточной взвеси нейтрофилов антигеном в 
концентрации 50 мкг/мл, тогда как для корпу-
скулярных – 100 мкг/мл (таблица). Дальней-
шее увеличение их концентрации, напротив, 
способствовало снижению стимулированной 
НСТ–активности.

Следует отметить, что при идентичном 
исследовании проб крови от интактных мор-
ских свинок с использованием оптимальных 
концентраций антигенов мы не наблюдали 
усиления кислород-продуцирующей актив-
ности нейтрофилов в НСТ-тесте при стиму-
ляции как корпускулярными антигенами, так 
и дезинтегратами бруцелл. Так, спонтанная 
НСТ активность у таких животных составила 
в среднем 0,304±0,062, индуцированная DR 
и DS – 0,314±0,034; 0,319±0,069. и СR и CS – 
0,299±0,066 и 0,294±0,048 соответственно. 
Следовательно, сконструированные нами экс-
периментальные образцы при использовании в 
качестве антиген-стимулированной клеточной 
реакции in vitro не проявляли неспецифического 
активирования нейтрофильных гранулоцитов.
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Таблица 
Влияние разных концентраций экспериментальных серий антигенов на функциональную активность 

нейтрофилов в НСТ–тесте у морских свинок, иммунизированных Brucella abortus 16/4 (M±m)
The influence of different concentrations of experimental series of antigens on the functional activity of neutro-

phils in the NBT test in guinea pigs immunized with Brucella abortus 16/4 (M±m)

Антиген
Стимулированный НСТ–тест, у.ед. оп.пл.

Концентрация стимулятора, мкг/мл
25 50 100 200

DR 0,557±0,140 0,732±0,179 0,634±0,106 0,535±0,105
DS 0,416±0,025 0,633±0,151 0,563±0,093 0,541±0,086
CR 0,431±0,084 0,618±0,092 0,708±0,092 0,557±0,140
СS 0,405±0,069 0,561±0,114 0,672±0,111 0,548±0,076

Примечание. D – дезинтеграт бруцелл; С – корпускулярный антиген.
Note. D – Brucella disintegrate; C – corpuscular antigen.

На следующем этапе для изучения дина-
мики иммунного ответа у иммунизированных 
морских свинок была проведена оценка функци-
онального состояния нейтрофилов в НСТ-тесте. 
В качестве индукторов (стимуляторов) исполь-
зовали экспериментальные образцы бруцел-
лезных антигенов в концентрациях, которые 
по результатам предыдущего эксперимента 
вызывали наиболее выраженную специфиче-
скую активацию.

Перед иммунизацией, как отмечено выше, 
спонтанная тетразолиевая активность в среднем 
по группе составила 0,304, индуцированная – 
от 0,294 до 0,319 в зависимости от внесенного 
стимулятора, при этом КС варьировал от 0,97 
до 1,05.

На 7-е сутки после иммунизации функ-
ционально-метаболическая деятельность 
нейтрофилов без антигенной нагрузки суще-
ственно усиливалась относительно показателей 
интактных морских свинок (соответственно 
0,531±0,022 и 0,304±0,062; р˂0,01). Помимо 
этого, параметры спонтанного НСТ–теста в 
значительной степени были выше стимулиро-
ванного экспериментальными бруцеллезными 
препаратами. Так, наиболее низкий уровень 
индуцированной тетразолиевой активности 
мы наблюдали при использовании в реакции 
корпускулярных антигенов СRи СS: 0,158±0,019 
и 0,160±0,018, при этом КС в среднем составил 
0,29. При внесении дезинтегратов бруцелл DR и 
DS кислород–продуцирующая активность ней-
трофилов была несколько выше: 0,407±0,114; 
0,456±0,034 и, как следствие, более высоким 

также был коэффициент стимуляции – 0,40 и 
0,45 соответственно.

Дальнейшее усиление спонтанной НСТ–
теста активности происходило на 14-е сутки 
– до 0,862±0,133 против 0,304±0,062 (р˂0,01) 
до сенсибилизации. В отличие от более ран-
них сроков исследований мы наблюдали так-
же интенсификацию показателей НСТ-теста, 
индуцированного экспериментальными спец-
ифическими антигенами. Так, относительно 
интактных животных происходило увеличе-
ние кислород-продуцирующей деятельности 
нейтрофилов при обработке клеточной взвеси 
антигенами СR в среднем до 0,708±0,092 про-
тив 0,299±0,066 (р˂0,05) и СS – до 0,672±0,111 
против 0,294±0,048 (р˂0,05), а также DR до 
0,732±0,179 против 0,314±0,034 (р˂0,05) и DS 
– до 0,633±0,151 против 0,319±0,069. Наиболее 
высокий КС зарегистрирован при стимуляции 
антигенами, изготовленными из R–штаммов: 
DR – 0,849 и СR – 0,821.

Несмотря на тенденцию к снижению уровня 
функционального состояния нейтрофилов на 
21-е сутки после иммунизации по сравнению 
с 14-ми сутками, генерация окислительного 
взрыва фагоцитами по-прежнему оставалась на 
более высоком уровне относительно интактных 
морских свинок, о чем свидетельствовало повы-
шение показателей тетразолиевой активности, 
особенно при постановке НСТ–теста в спон-
танном варианте (соответственно 0,446±0,021 
и 0,304±0,062; р˂0,05).

На 28–е сутки после введения B. abortus 
16/4 вновь отмечена выраженная активизация 
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внутриклеточного метаболизма нейтрофилов, 
которая сопровождалась увеличением как спон-
танной – в 2,19 раза (р˂0,01), так и индуци-
рованной антигенами активности – DR в 2,35 
раза (р˂0,001), DS – в 2,59 (р˂0,05), а также 
СR – в 2,67 (р˂0,01) и СS – в 2,28 раза (р˂0,05). 
В отличие от исследований, проведенных на 
7–21-е сутки после иммунизации, уровень ге-
нерации кислородных радикалов в нейтрофи-
лах после их обработки экспериментальными 
специфическими антигенами был выше, чем 
в клетках, не инкубированных с изучаемыми 
препаратами. Самые минимальные значения 
КС составили 1,004±0,125 при использовании 
в качестве стимулятора СS.

В последующем, на 42-е, 55-е и особенно 
на 69-е сутки наблюдения, сохранился более 
высокий уровень спонтанной и индуцирован-
ной тетразолиевой активности нейтрофилов по 
сравнению с интактными морскими свинками. 
Если КС на 42-е сутки в среднем по группам 
варьировал от 0,90 до 1,09, то к 69–м суткам 

снижался при использовании в качестве сти-
муляторов DR, DS, а также СS антигенов.

На 125-е сутки от начала эксперимента ин-
дивидуальные значения спонтанной активности 
нейтрофилов у морских свинок варьировали в 
широких пределах (от 0,289 до 0,779) и в сред-
нем составили 0,534±0,102 против 0,304±0,062 
у интактных животных. Стимулированная тет-
разолиевая активность нейтрофилов, напротив, 
недостоверно уменьшалась, за исключением 
случая, когда в качестве стимулятора исполь-
зовали дезинтеграт DR, при внесении которого 
наблюдали некоторую тенденцию к усилению 
генерации кислородных радикалов. Вследствие 
этих изменений также происходило снижение 
КС в 1,25–1,57 раза по сравнению с неимму-
низированными особями.

Анализ КС в динамике, представленный на 
рисунке, отчетливо показывает, что пик специ-
фической активации нейтрофилов в НСТ–тесте 
наблюдается преимущественно на 28-е сутки.

Динамика изменений коэффициентов стимуляции в НСТ–тесте в разные сроки после иммунизации 
морских свинок

Dynamics of changes in stimulation coefficients in the NBT test at different times after immunization of guinea pigs

Необходимо отметить, что иммунный от-
вет на введение штамма B. abortus 16/4 также 
сопровождался выработкой специфических 
агглютинирующих и комплементсвязываю-
щих антител с 14-х по 69-е сутки после имму-
низации, при этом максимум их синтеза в РА 
наблюдали на 21–28-е сутки, в РСК – на 28-е 

сутки, что совпадало с пиком специфической 
активации нейтрофилов.

ВЫВОДЫ
1. Изготовленные экспериментальные об-

разцы дезинтегратов бруцелл обладают вы-
раженной стимуляцией взвеси нейтрофилов 
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в тесте с нитросиним тетразолием в концен-
трации 50 мкг/мл, корпускулярные антигены 
– 100 мкг/мл.

2. Анализ полученных результатов позво-
ляет заключить, что экспериментальные об-

разцы бруцеллезных антигенов способствуют 
проведению достоверного контроля клеточной 
перестройки организма в период формирования 
иммунного ответа. 
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