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РЕЗЮМЕ
Введение. Бруцеллез остается одной из наиболее распространенных инфекций в группе особо опасных зоонозов. Устойчивость к патогенным микро-
организмам рода Brucella зависит от полноценного клеточно-опосредованного иммунитета, включающего в себя активацию бактерицидных механизмов 
фагоцитов. Несмотря на неоднократно доказанную роль нейтрофилов в борьбе со многими бактериальными патогенами, функции этих иммунокомпе-
тентных клеток при бруцеллезе оставались неизученными в течение продолжительного времени. 
Цель исследования. Изучение функционально-метаболической активности нейтрофилов у молодняка крупного рогатого скота, сенсибилизированного 
неагглютиногенным штаммом бруцелл. 
Материалы и методы. У молодняка крупного рогатого скота, иммунизированного против бруцеллеза вакциной из неагглютиногенного штамма Brucella 
abortus RB-51, оценивали функционально-метаболическое состояние нейтрофилов на 7, 14, 21, 28, 35-е сут после иммунизации в тесте с нитросиним 
тетразолием, а также по уровню ферментной активности миелопероксидазы и содержанию неферментных катионных белков. Измерения показателей 
проводили фотометрическим способом в спонтанном и стимулированном вариантах постановки с последующим расчетом коэффициентов стимуля-
ции. В качестве стимуляторов реакции применяли дезинтеграты бруцелл и корпускулярные антигены, изготовленные из вакцинных штаммов бруцелл 
с разной антигенной структурой. 
Результаты. Было установлено, что при иммунизации молодняка крупного рогатого скота неагглютиногенным штаммом бруцелл функционально-
метаболический статус нейтрофилов характеризуется усилением активности нейтрофилов в тесте с нитросиним тетразолием на 7-е и 35-е сут исследо-
вания, отсутствием выраженных изменений в показателях ферментной активности миелопероксидазы, а также снижением количества неферментных 
катионных белков на 7–14-е сут после вакцинации. 
Заключение. Наиболее выраженное увеличение коэффициентов стимуляции отмечается при применении в качестве стимулятора реакции дезинте-
гратов бруцелл. При оценке кислородзависимого метаболизма нейтрофилов в тесте с нитросиним тетразолием максимальные значения коэффициентов 
стимуляции отмечали на 28-е сут после вакцинации, при оценке кислороднезависимого метаболизма – на 14-е сут.
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Functional and metabolic activity of neutrophils in young cattle 
sensitized with a non-agglutinogenic strain of Brucella
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ABSTRACT
Introduction. Brucellosis remains one of the most common highly dangerous zoonotic infections. Resistance to the pathogenic microorganisms of the genus 
Brucella depends on the appropriate cell-mediated immunity, which includes the activation of the bactericidal mechanisms of phagocytes. Despite the repeatedly 
proven role of neutrophils in the fight against many bacterial pathogens, the functions of these immunocompetent cells in the setting of brucellosis have long 
remained unstudied.
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изменений в органах и системах, выявляемых с помо-
щью традиционных методов исследований. В научной 
литературе описаны особенности функционирования 
систем нейтрофилов в опытах на лабораторных и дру-
гих животных [19, 20, 21]. 

На сегодняшний день особый научный интерес 
представляет проблема клеточно-опосредованного 
противобруцеллезного иммунитета у продуктивных 
животных. Исследование клеточных реакций in vitro 
в ответ на стимуляцию изготовленными в ФГБНУ «Ом-
ский аграрный научный центр» (ФГБНУ  «Ом-
ский АНЦ») бруцеллезными антигенами можно счи-
тать информативным и объективным подходом при 
анализе иммунологической перестройки организма 
на ранних сроках после вакцинации, что очень важно 
при оценке эффективности иммунобиологических  
препаратов. 

Цель исследования – изучить функционально- 
метаболическую активность нейтрофилов у молодняка 
крупного рогатого скота, сенсибилизированного неаг-
глютиногенным штаммом бруцелл. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Работа выполнена в отделе ветеринарии ФГБНУ «Ом-

ский АНЦ».
Материалом для исследования служила гепари-

низированная периферическая кровь крупного рога-
того скота. Отбор проб осуществляли до вакцинации 
и на 7, 14, 21, 28, 35-е сут после вакцинации.

Штаммы бактерий. Для изготовления антиге-
нов использовали штаммы бруцелл, находящиеся 
в  биоресурсной коллекции отдела ветеринарии 
ФГБНУ « Омский АНЦ»: Brucella abortus 16/4 в стабиль-
ной R-форме и Brucella abortus 19 в S-форме.

ВВЕДЕНИЕ
Бруцеллез крупного рогатого скота, несмотря на 

применяемую в животноводстве научно обоснованную 
систему противобруцеллезных мероприятий, остается 
эндемичным для большинства территорий Российской 
Федерации и представляет опасность для животновод-
ческих предприятий [1, 2]. 

В настоящее время одной из основных составля-
ющих системы противобруцеллезных мероприятий 
является специфическая профилактика [3, 4, 5, 6], глав-
ная цель которой заключается в  воспроизведении 
у  сельскохозяйственных животных бессимптомной 
или латентной инфекции в сочетании с нестерильным 
иммунитетом, переходящим в постинфекционный сте-
рильный [7, 8, 9].

Устойчивость макроорганизма к патогенным микро-
организмам рода Brucella на первых этапах развития 
инфекционного процесса определяется активностью 
клеточных факторов защиты, а именно активацией бак-
терицидных механизмов фагоцитов [10, 11, 12]. Основ-
ными фагоцитирующими клетками, осуществляющими 
противобруцеллезную защиту, являются полиморфно-
ядерные нейтрофилы. Функционально-метаболиче-
ский статус нейтрофилов определяет выраженность 
воспалительной реакции, развивающейся в ответ на 
проникновение в организм инфекционных возбуди-
телей [13, 14, 15]. Бактерицидные свойства нейтрофи-
лов обеспечиваются гидролитическими ферментами, 
катионными белками, активными формами кислоро-
да [16, 17, 18]. 

Исследования ферментативных и неферментатив-
ных систем нейтрофилов позволяют обнаружить из-
менения в организме на ранних стадиях развития ин-
фекционного процесса, до появления более глубоких 

Objective. The study aimed to examine the functional and metabolic activity of neutrophils in young cattle sensitized with a non-agglutinogenic strain of Brucella.
Materials and methods. The functional and metabolic state of neutrophils in young cattle immunized against brucellosis with a vaccine produced from the 
non-agglutinogenic RB-51 strain of Brucella abortus was assessed on days 7, 14, 21, 28, 35 after immunization using nitroblue tetrazolium (NBT) test, as well as 
based on the level of the enzymatic activity of myeloperoxidase and the content of non-enzymatic cationic proteins. The measurements were made photometrically 
in the spontaneous and stimulated variants of the test, with subsequent calculation of stimulation coefficients. Disintegrated and corpuscular antigens prepared 
from Brucella vaccine strains with different antigen structures were used as reaction stimulants.
Results. It was found that the functional and metabolic status of neutrophils in young cattle immunized with the non-agglutinogenic strain of Brucella is char-
acterized by increased neutrophil activity in the NBT test on days 7 and 35 of the experiment, by the absence of significant changes in the enzymatic activity of 
myeloperoxidase and a decrease in the content of non-enzymatic cationic proteins on days 7–14 after vaccination.
Conclusion. The most pronounced increase in stimulation coefficients was observed when using disintegrated Brucella antigens as a reaction stimulant.  
The highest stimulation coefficients were registered on day 28 after vaccination during the assessment of the oxygen-dependent metabolism of neutrophils with 
the NBT test and on day 14 during the assessment of the oxygen-independent metabolism.
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На начальном этапе исследований была проведена 
оценка функционально-метаболического состояния 
нейтрофилов при помощи НСТ-теста, ферментной 
активности миелопероксидазы и содержания нефер-
ментных катионных белков в разные сроки после сен-
сибилизации животных неагглютиногенным штаммом 
бруцелл.

Установлено, что уровень спонтанной тетразо-
лиевой активности нейтрофилов после повышения 
к  7-м  сут от начала эксперимента имел некоторую 
тенденцию к снижению, достигая минимума к 28-м сут, 
после чего вновь увеличивался, но не достигал досто-
верной разницы относительно фоновых значений.

При внесении в клеточную взвесь фагоцитов как 
корпускулярных (СS, CR), так и дезинтегрированных 
(DS,  DR) антигенов также наблюдали усиленную ге-
нерацию кислородных радикалов в нейтрофильных 
гранулоцитах к 7-м сут, которая, в зависимости от ис-
пользуемого антигена, возвращалась к  исходному 
уровню (до введения вакцины) на 14–28-е сут от на-
чала эксперимента. Следует отметить, что на 35-е сут 
отмечали повторное увеличение значений индуциро-
ванной НСТ-активности. Так, при стимуляции антиге-
нами CS и DS регистрировали статистически значимое 
увеличение показателей в 2,1 (р < 0,05) и 1,9 (р < 0,05) 
раза соответственно относительно показателей 
до  вакцинации.

С 14-х сут после вакцинации отмечали увеличение 
коэффициента стимуляции НСТ при использовании 
в качестве индукторов корпускулярных антигенов CS, CR 
и дезинтеграта DS, тогда как стимулирующее действие 
антигена DR проявлялось с 21-х сут. Следует также от-
метить, что максимальных значений коэффициент сти-
муляции достигал на 28-е сут от начала эксперимента, 
особенно при взаимодействии фагоцитов с дезинтегра-
тами DS и DR, где этот параметр относительно значений, 
зарегистрированных до сенсибилизации бруцеллами, 
возрос соответственно в  1,6 и  2,3  раза. В  последую-
щем отмечали снижение коэффициентов стимуляции 
НСТ, однако при применении антигена CS коэффициент 
оставался на том же уровне (табл. 1).

Данные проведенного исследования подтверждают 
ранее полученные нами результаты. Так, у морских сви-
нок, иммунизированных неагглютиногенным штаммом 
бруцелл, максимальные значения коэффициентов сти-
муляции при определении тетразолиевой активности 
нейтрофилов отмечали на 28-е сут после иммуниза-
ции [26].

Спонтанная и стимулированная ферментная актив-
ность миелопероксидазы, которая также характери-
зует кислородпродуцирующую способность нейтро-
филов, в ходе динамических исследований не имела 
статистически значимых изменений. Значения коэффи-
циентов стимуляции достигали максимума на 21-е сут 
от начала эксперимента, за исключением тех случаев, 
когда в качестве антигена в пробы крови вносили де-
зинтеграт DS (табл. 2).

Катионные белки нейтрофилов – другой показатель, 
который, в отличие от двух предыдущих, характеризо-
вал анаэробный метаболизм фагоцитов, в ходе дина-
мических исследований имел некоторые особенности 
изменений, которые не наблюдали при изучении те-
тразолиевой и ферментной активности нейтрофилов. 
Так, спонтанная активность антимикробных пептидов, 
которая в начале эксперимента составила (2,15 ± 0,48), 

Для иммунизации молодняка применяли вакцину 
против бруцеллеза крупного рогатого скота из неагглю-
тиногенного штамма B. abortus RB-51 производства США.

Животные. Эксперимент проводили на 4–5-месяч-
ных телках (n = 50) красной степной породы, находя-
щихся на выгульном содержании и сбалансированном 
рационе.

Антигены изготовлены в условиях научной лабора-
тории по модифицированным методикам Н. П. Ивано-
ва [22].

CS  – корпускулярный антиген, изготовленный из 
штамма B. abortus 19.

CR  – корпускулярный антиген, изготовленный из 
штамма B. abortus 16/4.

DS – антиген, изготовленный методом ультразвуко-
вой дезинтеграции (дезинтеграт) из  штамма B.  abor-
tus 19.

DR – антиген, изготовленный методом ультразвуко-
вой дезинтеграции (дезинтеграт) из  штамма B.  abor-
tus 16/4.

Функционально-метаболическое состояние нейтро-
филов оценивали в  тесте с  нитросиним тетразолием 
(НСТ-тест) по модифицированной методике [23], а так-
же по  количеству катионных белков и  миелоперок-
сидазы по  модифицированной методике, описанной 
Н. М. Хитрик [24]. Измерения проводили фотометриче-
ским методом в спонтанном (без обработки антигеном) 
и стимулированном (с обработкой антигеном) вариантах 
постановки. Результаты реакции фиксировали с помо-
щью многоканального иммунохимического анализатора 
Fluorofot STD-Less-486-M (Россия) и выражали в услов-
ных единицах оптической плотности с последующим 
подсчетом коэффициента стимуляции по  формуле

Коэффициент стимуляции = 

показатель 
стимулированной пробы

показатель  
спонтанной пробы

 .

В качестве стимуляторов реакций использовали де-
зинтеграты бруцелл (DR и DS) и корпускулярные анти-
гены (CR и CS).

Математическую обработку полученных цифро-
вых данных осуществляли с  помощью стандартных 
методов вариационной статистики с  определением 
средних арифметических (M) и расчета ошибок сред-
них арифметических (m). С целью оценки достоверно-
сти различий (p) использовали t-критерий Стьюдента. 
Также применяли метод нормированного отклонения 
с автоматическим определением показателей с помо-
щью специальной программы для  ПК  [25] в соответ-
ствии с формулой 

t = 
M2 – M1

Sd1

,

где t – нормированное отклонение;
 М – среднее опытной (М2) и контрольной (М1)
 групп;
 Sd – стандартное отклонение контрольной группы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Исследование проведено в благополучном по бру-

целлезу сельскохозяйственном предприятии с регу-
лярным применением вакцины против бруцеллеза 
крупного рогатого скота из неагглютиногенного штам-
ма B. abortus RB-51. 
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трофилов регистрировали с 21-х сут после введения 
молодняку крупного рогатого скота неагглютиногенно-
го штамма бруцелл.

В более поздний срок наблюдали спад активности 
катионных белков нейтрофилов в случаях использова-
ния дезинтегрированных DS- и DR-антигенов. В частно-
сти, на 28-е сут от начала эксперимента относительно 
исходных значений антимикробная деятельность фа-
гоцитов была снижена соответственно в 1,73 (p < 0,05) 
и 2,24 раза (p < 0,05), а на 35-е – в 2,46 (p < 0,05) и 3,4 
раза (p < 0,05).

На 14-е сут после сенсибилизации животных 
бруцеллами коэффициент стимуляции достигал 

достигла минимума уже на 14-е сут после сенсибили-
зации животных бруцеллами (1,03 ± 0,03), а затем по-
сле кратковременного незначительного повышения 
на 28-е сут до (1,23 ± 0,19) вновь снизилась на 35-е сут 
и составила (1,07 ± 0,11).

При обработке проб крови корпускулярным анти-
геном из S-штамма активность катионных белков 
к 14-м сут от начала эксперимента по сравнению с фо-
новыми значениями снижалась в  1,3  раза (p  <  0,05), 
затем на 28-е сут – в 1,78 раза (p < 0,05) и на 35-е сут – 
в 1,67 раза (p < 0,05), тогда как при применении антиге-
на, изготовленного из R-штамма бруцелл, достоверное 
уменьшение кислороднезависимого метаболизма ней-

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | БОЛЕЗНИ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА ORIGINAL ARTICLES | BOVINE DISEASES

Таблица 1
Динамика коэффициентов стимуляции при определении тетразолиевой активности нейтрофильных гранулоцитов  
у молодняка крупного рогатого скота в разные сроки после вакцинации, M ± m
Table 1 
Stimulation coefficient dynamics in tests for tetrazolium activity of neutrophil granulocytes  
in young cattle at different time points after vaccination, M ± m

Антиген
Срок после вакцинации, сут

до введения 7 14 21 28 35

CS 0,63 ± 0,17 0,65 ± 0,02 1,00 ± 0,28 1,05 ± 0,06 1,00 ± 0,08 1,03 ± 0,24

CR 0,72 ± 0,31 0,75 ± 0,13 0,89 ± 0,10 0,85 ± 0,10 1,04 ± 0,14 0,80 ± 0,11

DS 0,82 ± 0,44 0,71 ± 0,09 0,85 ± 0,22 0,87 ± 0,09 1,33 ± 0,19 0,80 ± 0,16

DR 0,78 ± 0,25 0,70 ± 0,07 0,72 ± 0,14 1,18 ± 0,33 1,80 ± 0,32 0,73 ± 0,13

Таблица 2
Динамика коэффициентов стимуляции при определении ферментной активности миелопероксидазы  
нейтрофильных гранулоцитов у молодняка крупного рогатого скота в разные сроки после вакцинации, M ± m
Table 2 
Stimulation coefficient dynamics in tests for enzymatic activity of myeloperoxidase of neutrophil granulocytes  
in young cattle at different time points after vaccination, M ± m

Антиген
Срок после вакцинации, сут

до введения 7 14 21 28 35

CS 0,87 ± 0,13 0,99 ± 0,02 0,99 ± 0,01 1,02 ± 0,01 0,99 ± 0,01 1,00 ± 0,01

CR 1,00 ± 0,02 0,99 ± 0,02 0,97 ± 0,01 1,03 ± 0,01 0,95 ± 0,01 0,97 ± 0,01

DS 1,01 ± 0,03 1,00 ± 0,01 1,00 ± 0,004 0,98 ± 0,02 0,85 ± 0,10 0,99 ± 0,01

DR 0,96 ± 0,02 0,98 ± 0,02 0,97 ± 0,01 1,03 ± 0,01 0,94 ± 0,01 0,96 ± 0,01

Таблица 3
Динамика коэффициентов стимуляции при оценке неферментных катионных белков нейтрофилов  
у молодняка крупного рогатого скота в разные сроки после вакцинации, M ± m
Table 3 
Stimulation coefficient dynamics in tests for non-enzymatic cationic proteins of neutrophils  
in young cattle at different time points after vaccination, M ± m

Антиген
Срок после вакцинации, сут

до введения 7 14 21 28 35

CS 0,89 ± 0,18 1,22 ± 0,21 1,30 ± 0,10 1,49 ± 0,31 0,86 ± 0,12 0,96 ± 0,13

CR 1,24 ± 0,14 1,25 ± 0,27 1,80 ± 0,26 1,03 ± 0,03a 1,10 ± 0,26 1,38 ± 0,16

DS 1,43 ± 0,18 1,45 ± 0,35 2,20 ± 0,19a 1,41 ± 0,24 1,40 ± 0,20 1,16 ± 0,19

DR 1,28 ± 0,18 1,31 ± 0,28 2,15 ± 0,11a 1,52 ± 0,29 0,96 ± 0,12 0,74 ± 0,06a

a p < 0,05.
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эксперимента при использовании корпускулярного 
антигена CS и на 28-е сут при стимуляции дезинтегра-
том DR, тогда как при оценке ферментной активности 
миелопероксидазы только на 21-е сут при индукции 
дезинтегрированным антигеном DR (t = +1,69). 

В отличие от параметров кислородзависимого ме-
таболизма при определении катионных белков, вы-
полняющих свою функцию в анаэробных условиях, 
специфическую сенсибилизацию фиксировали в более 
ранние сроки. Так, при использовании СS-антигена от-
клонение от среднего уровня за пределы +1,0 сигмы 
наблюдали с 7-х по 21-е сут, а CR-, DS- и DR-антигенов 
только на 14-е сут. Необходимо отметить, что дезинте-
грированные антигены индуцировали более выражен-
ную специфическую сенсибилизацию (от +2,42 и выше).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании проведенных исследований можно 

прийти к заключению, что функционально-метаболи-
ческая активность нейтрофилов у молодняка крупного 
рогатого скота, иммунизированного B. abortus RB-51, ха-
рактеризуется усилением спонтанной и стимулирован-
ной тетразолиевой активности нейтрофилов независи-
мо от применяемого антигена на 7-е и 35-е сут после 
вакцинации в 1,1–2,4 раза, снижением концентрации 
катионных белков с 7–14-х сут от начала эксперимента 
в 1,2–2,1 раза при отсутствии выраженных изменений 
в содержании миелопероксидазы. 

Выраженное увеличение коэффициентов стимуля-
ции в 1,5–2,3 раза наблюдали при применении дезин-
тегрированных антигенов. По результатам математиче-
ской обработки методом нормированного отклонения 
максимальные значения коэффициентов стимуляции 
отмечали при оценке аэробного метаболизма нейтро-
филов (НСТ-тест) на  28-е  сут после инокуляции вак-
цинного штамма при внесении DR-антигена (t = +2,38), 
а при анализе анаэробного метаболизма (катионные 
белки) – на 14-е сут с применением DS- и DR-антигенов 
(соответственно t = +2,42 и +2,76), что свидетельство-
вало о выраженной специфической сенсибилизации 
нейтрофилов к бруцеллам.
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 максимального уровня, особенно это касалось дезин-
тегратов DS и DR, при применении которых увеличение 
относительно фоновых значений было наиболее выра-
женным, соответственно в 1,54 (p < 0,05) и 1,68 (p < 0,05) 
раза. В последующие сроки исследования происходи-
ло снижение этого коэффициента (табл. 3).

Динамика коэффициентов стимуляции при оцен-
ке неферментных катионных белков нейтрофилов 
у молодняка крупного рогатого скота подтверждает 
результаты, полученные нами при проведении экспе-
римента на морских свинках, иммунизированных не-
агглютиногенным штаммом бруцелл, по результатам 
которого наиболее выраженную активность нефер-
ментные катионные белки нейтрофилов проявляли 
на 14-е сут после введения иммунобиологического 
препарата [27].

На следующем этапе исследований с помощью спе-
циальной компьютерной программы была проведена 
статистическая обработка коэффициентов стимуляции 
НСТ-теста, миелопероксидазы и катионных белков с по-
мощью метода нормированного отклонения для уста-
новления степени их трансформации относительно 
среднего уровня в разные сроки исследований. В тех 
случаях, когда отклонение от среднего уровня выхо-
дило за пределы +1,0 сигмы, отмечали статистически 
достоверную разницу, что указывало на выраженную 
специфическую сенсибилизацию нейтрофилов к бру-
целлам. Результаты представлены в таблице 4.

Как показывают полученные данные, при постанов-
ке НСТ-теста выраженная специфическая сенсибили-
зация была зарегистрирована на 14–35-е сут от начала 
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Таблица 4
Определение специфической сенсибилизации нейтрофилов к бруцеллам 
по анализу коэффициентов стимуляции НСТ-теста, миелопероксидазы 
и катионных белков
Table 4 
Determination of specific sensitization of neutrophils to Brucella by analysis 
of stimulation coefficients of NBT test, myeloperoxidase and cationic proteins

Антиген
Срок исследования, сут

7 14 21 28 35

НСТ-тест

CS +0,05 +1,21 +1,39 +1,21 +1,30

CR +0,52 +0,30 +0,24 +0,60 +0,13

DS –0,14 +0,41 +0,61 +0,67 –0,20

DR –0,19 –0,14 +0,93 +2,38 –0,10

миелопероксидаза

CS +0,50 +0,53 +0,67 +0,50 +0,54

CR –0,30 –0,72 +0,96 –1,47 –0,90

DS –0,17 –0,29 –0,53 –2,78 –0,44

DR +0,40 +0,22 +1,69 –0,66 –0,07

катионные белки

CS +1,06 +1,32 +1,93 –0,10 +0,21

CR +0,05 +2,23 –1,47 –0,56 +0,55

DS +0,06 +2,42 –0,07 –0,09 –0,85

DR +0,09 +2,76 +0,76 –1,01 –1,69
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