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Резюме
Актуальность. В настоящее время одним из актуальных направлений исследований является раз-
работка новых антигенных препаратов для специфической диагностики и профилактики бруцеллёза, 
поскольку индикация возбудителя и профилактика заболевания осложняется способностью бруцелл к 
диссоциации, а используемые для специфической профилактики бруцеллёза живые вакцины обладают 
остаточной вирулентностью. В качестве таких перспективных антигенов могут быть использова-
ны термоэкстракты (ТЭ), полученные из Brucella abortus И-206 в L- и S-форме. Известно, что ТЭ в L- и 
S-форме обладают иммуногенными свойствами, а также модулирующим действием на пролиферацию 
иммунокомпетентных клеток, морфологические изменения в иммунокомпетентных органах экспери-
ментальных животных. 
Цель работы: изучение влияния термоэкстрактов Brucella abortus в L- и S-формах на функциональное 
состояние клеток экспериментальных животных.
Материалы и методы. Исследование проводили на 100 сертифицированных белых мышах. В качестве 
объектов исследования использовали ТЭ B. abortus И-206 в L- и S-формах. Оценку влияния антигенных пре-
паратов на функциональное состояние фагоцитов лабораторных животных в условиях in vitro проводили 
на перитонеальных макрофагах. Определяли суммарную активность ферментов дыхательной цепи в 
НСТ-тесте и супероксиддисмутазы. Контролем служили клетки интактных животных. В качестве поло-
жительного контроля использовали коммерческий антигенный препарат ЛПС Escherichia coli. Содержание 
циклических нуклеотидов в гомогенатах иммунокомпетентных органов определяли с помощью ИФА.
Результаты. В данном исследовании представлены материалы по изучению действия ТЭ на бактери-
цидную активность фагоцитов и уровень циклических нуклеотидов в иммунокомпетентных органах. 
Установлено, что ТЭ активируют кислородзависимые бактерицидные системы фагоцитов. При изучении 
действия ТЭ на содержание циклических нуклеотидов в иммунокомпетентных органах белых мышей 
выявлено увеличение их концентрации, свидетельствующее о повышении функциональной активности 
клеток. 
Заключение. Полученные данные позволяют обосновать необходимость дальнейшего детального иссле-
дования иммуногенных свойств ТЭ B. abortus в L- или S-форме на организм экспериментальных животных.
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Abstract
Currently, one of the topical areas of research is the development of new antigen preparations for the specific diagnosis 
and prevention of brucellosis, since indication of the pathogen and prevention of the disease is complicated by the ability 
of brucella to dissociate, and live vaccines used for specific prevention of brucellosis have residual virulence. Thermal 
extracts (TE) obtained from Brucella abortus I-206 in the L- and S-form can be used as such promising antigens. It is 
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known that TE in the L- and S-forms have immunogenic properties, as well as a modulating effect on the proliferation 
of immunocompetent cells, morphological changes in the immunocompetent organs of experimental animals.
The aim of the work is to study the effect of Brucella abortus thermal extracts in L- and S-forms on the functional state 
of the cells of experimental animals.
Materials and methods. The study was performed on 100 certified white mice. As objects of study, we used the 
B. abortus I-206 TE in L- and S-forms. Evaluation of the effect of antigenic drugs on the functional state of phagocytes 
of laboratory animals in vitro was performed on peritoneal macrophages. The total activity of the respiratory chain 
enzymes in the NBT-test and superoxide dismutase was determined. Cells of intact animals served as controls. As a 
positive control, a commercial antigenic LPS preparation Escherichia coli was used. The content of cyclic nucleotides 
in homogenates of immunocompetent organs was determined using ELISA.
Results. This study presents materials on the study of the effect of TE on the bactericidal activity of phagocytes and 
the level of cyclic nucleotides in immunocompetent organs. It has been established that TEs activate oxygen-dependent 
bactericidal systems of phagocytes. When studying the effect of TE on the content of cyclic nucleotides in immunocom-
petent organs of white mice, an increase in their concentration was revealed, indicating an increase in the functional 
activity of the cells.
Conclusion. The obtained data make it possible to substantiate the need for a further detailed study of the immunogenic 
properties of B. abortus TE in the L- or S-form on the organism of experimental animals.
Key words: brucellosis, antigens, immunity, phagocytes
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ОБОСНОВАНИЕ

Разработка новых антигенных препаратов для спец-
ифической диагностики и профилактики бруцеллёза 
остаётся актуальной, поскольку индикация возбудителя 
и профилактика заболевания осложняется способностью 
бруцелл к диссоциации (полной замене антигенного 
спектра микроба или исчезновению клеточной стенки). 
А используемые для специфической профилактики 
бруцеллёза живые вакцины обладают остаточной виру-
лентностью и способны трансформироваться. 

Важными этапами в развитии иммунного ответа яв-
ляются поглощение и процессинг антигена макрофагом. 
Кроме того, макрофаги играют основную роль в борьбе 
с внутриклеточными патогенами, к которым относится 
возбудитель бруцеллёза. Стимуляция выработки проме-
жуточных форм кислорода является важным индикатив-
ным показателем бактерицидной активности этого типа 
клеток иммунной системы, а способность нейтрализовать 
реактивные радикалы кислорода, используя в этих целях 
супероксиддисмутазу, может рассматриваться как защита 
самих фагоцитов от разрушения. 

Все физиологические процессы, в том числе и имму-
ногенез, находятся под нейроэндокринным контролем. 
Ключевую роль в передаче и амплификации сигналов 
гормонов и нейромедиаторов, не способных проникать в 
клетку, играет система циклических нуклеотидов, которая 
участвует во многих физиологических процессах, в том 
числе иммунных. Антиген-индуцированные изменения 
в содержании циклических нуклеотидов (ЦН) некоторые 
исследователи используют в качестве интегрального 
показателя, позволяющего прогнозировать развитие 
иммунных и патологических процессов. 

Накопление гуанозин-3,5-циклического монофосфа-
та (ц-ГМФ) в клетках, в том числе и иммунных, как прави-
ло, связывают с пролиферацией, а аденозин 3,5-цикличе-
ского монофосфата (ц-АМФ) – с дифференцировкой [1]. 

ЦН принимают участие в регуляции функционирова-
ния фагоцитирующих клеток, в том числе их поглотитель-
ной способности [2]. Вместе с тем показано, что ц-АМФ 
оказывает позитивный эффект на созревание и диффе-
ренцировку макрофагов, а также на их цитотоксическую 
активность [3], уровень которой связан с механизмами 
регуляции иммунологической реактивности [4]. 

Большой интерес в связи с этим представляет из-
учение иммуногенных и реактогенных свойств слабо-
вирулентных бруцелл в L-форме, с целью возможного их 
использования для конструирования новых диагности-
ческих и вакцинных препаратов. 

Цель работы – изучение влияния термоэкстрактов 
Brucella abortus в L- и S-формах на функциональное со-
стояние клеток экспериментальных животных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводили на 100 сертифицирован-
ных белых мышах массой 15–20 г и 30 морских свинках 
(НПО «Вектор», Новосибирск), содержавшихся в стан-
дартных условиях. 

В качестве объектов исследования использовали два 
препарата термоэкстрактов (ТЭ), полученных из штамма 
B. abortus И-206 в L- и S-формах. 

Оценку влияния антигенных препаратов на функци-
ональное состояние фагоцитов лабораторных животных 
в условиях in vitro проводили на перитонеальных макро-
фагах (ПМ). Фагоциты (2×107/мл), полученные общепри-
нятым методом [5], примировали ТЭ в дозе 1 мг/мл (по 
белку) в течение 30 мин при 37 °С с последующим опреде-
лением суммарной активности ферментов дыхательной 
цепи (НСТ тест) [6] в нашей модификации и активности 
супероксиддисмутазы (СОД) [7]. Контролем служили 
клетки интактных животных. В качестве положительного 
контроля использовали коммерческий антигенный пре-
парат ЛПС Escherichia coli. 

Анализ полученных результатов осуществляли стан-
дартными статистическими методами с использованием 
пакета программ (Stat Soft, USA) STATISTICA 6, Microsoft 
Excel 2003 и выражали как индекс стимуляции (ИС) в 
процентах (%) в виде средней арифметической из вы-
борки (М), стандартного отклонения (s). Для переменных, 
имеющих распределение близкое к нормальному, приме-
няли t-критерий параметрической статистики Стьюдента. 
Результаты считали достоверными, если вероятность 
ошибки не превышала 0,05 (p < 0,05) [8]. Эксперименты 
проводили в двух повторах.

Для выявления содержания циклических нуклео-
тидов в иммунокомпетентных органах белых мышей 
подопытным животным подкожно вводили препараты 
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ТЭ B. abortus И-206 в S- (группа 1) и L-формах (группа 2) 
в ранее установленной иммунизирующей дозе 20  мкг 
по белку в 0,2  мл забуференного физиологического 
раствора (ЗФР) pH 7,2. Контролем служили белые мыши, 
получившие ЗФР в объёме 0,2 мл (группа 3). Животных 
выводили из эксперимента в соответствии с Правилами 
проведения работ с использованием экспериментальных 
животных и Европейской конвенцией по защите по-
звоночных животных, используемых в экспериментах и 
других научных целях ETS N 123 (Страсбург, 1986). Забор 
материала (гомогенаты тимуса и селезёнки) осуществля-
ли на 1-е, 3-и, 7-е, 14-е и 21-е сутки после иммунизации. 
Содержание циклических нуклеотидов в гомогенатах 
иммунокомпетентных органов определяли с помощью 
ИФА (тест наборов R&D SYSTEMS, США). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее нами было установлено, что показатели аб-
солютного и относительного содержания лейкоцитов 
и их основных популяций (моноциты, гранулоциты, 
лимфоциты) у экспериментальных животных, иммуни-
зированных ТЭ B. abortus И-206, находились в пределах 
физиологической нормы. Вместе с тем, при анализе 
динамики содержания субпопуляций лимфоцитов отме-
чено повышение Т-лимфоцитов за счёт Т-хелперов на 3-и 
сутки и снижение В-лимфоцитов на 7-е сутки в среднем 

в 1,5 раза по сравнению с группой мышей, иммунизиро-
ванных B. abortus 19 ВА [9, 10]. 

При изучении влияния термоэкстрактов B.  abortus 
И-206 в S- и L-формах на функциональное состояние 
фагоцитов лабораторных животных установлено, что ТЭ 
активируют кислородзависимые бактерицидные системы 
(КЗМ) ПМ. Так, индекс стимуляции ПМ, примированных ТЭ 
в S-форме фагоцитов, составлял 62,8 ± 3,1 %, а в случае 
применения ТЭ в L-форме – 58,3 ± 4,8 %, что в среднем в 
1,7 раза больше, чем в контроле (34,0 ± 2,4 %). Вместе с тем, 
суммарная активность КЗМ фагоцитов, в частности фермен-
тов дыхательной цепи в НСТ-тесте, показала, что различия 
сравниваемых величин (активация КЗМ фагоцитов ТЭ в 
S-форме и ТЭ в L-форме) статистически не были значимы 
(р < 0,05). Кроме того, при изучении функциональной актив-
ности антиоксидантной системы (АОС) в условиях in vitro 
статистически значимые различия между антигенными 
препаратами по степени воздействия на активность СОД 
также не зарегистрированы. Тем не менее, у фагоцитов, 
примированных ТЭ в S- и L-формах, выявлена тенденция 
к снижению активности СОД по сравнению с контролем, 
что может свидетельствовать о накоплении токсических 
кислородных радикалов в клетках под действием ТЭ в ис-
следуемой дозе в незначительных количествах.

Экспериментальные препараты ТЭ и инактивиро-
ванная вакцина B.  abortus 19 BA по-разному влияли на 
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Рис.  1.  Влияние термоэкстрактов Brucella abortus И-206 на содержание циклических нуклеотидов. а – содержание цГМФ в тимусе; 
б – содержание цГМФ в селезёнке; в – содержание цАМФ в тимусе; г – содержание цАМФ селезёнке. 1 – Контроль; 2 – S-форма; 
3 – L-форма; 4 – B. abortus 19 BA. По оси абсцисс обозначен срок наблюдения (сутки). По оси ординат обозначена концентрация 
циклических нуклеотидов (пмоль/г). 

Fig. 1.  Effect of thermal extracts of B. abortus I-206 on the content of cyclic nucleotides. а – the content of cGMP in the thymus; б – the content of cGMP 
in the spleen; в – the content of cAMP in the thymus; г – the content of cAMP in the spleen. 1 – Control; 2 – S-form; 3 – L-form; 4 – B. abortus 19 BA. 
The abscissa axis indicates the period of observation (day). The ordinate shows the concentration of cyclic nucleotides (pmole/g).
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динамику содержания ЦН в иммунокомпетентных орга-
нах белых мышей (рис. 1). 

На 3-и сутки после иммунизации содержание ЦН во 
всех вариантах не превышало или незначительно пре-
вышало контрольное значение. Иммунизация мышей ТЭ 
B. abortus И-206 в S-форме приводила к увеличению кон-
центрации ц-ГМФ в тимусе на 7-е сутки и последующему 
снижению к 14-м  суткам (рис.  1а). Подобная динамика 
соответствует представлению о роли ц-ГМФ в активации 
пролиферации. Действие ТЭ бруцелл в L-форме на нако-
пление ЦН кардинально отличалось от действия на этот 
процесс ТЭ бруцелл в S-форме. В тимусе этой группы на 
7-е сутки уровень ц-ГМФ, так же как в первом варианте, 
существенно повышался, но в отличие от него оставался 
на таком же высоком уровне и на 14-е сутки. 

Руководствуясь сведениями о коррелятивной взаи-
мосвязи накопления ц-ГМФ с активацией пролиферации, 
можно предположить, что высокий уровень посредника 
на 7-е и 14-е сутки в тимусе животных, привитых ТЭ, полу-
ченных из L-формы B. abortus И-206, свидетельствует о 
высокой пролиферативной активности на протяжении 
всего срока исследования. 

Уровень ц-АМФ в тимусе указанной выше группы на 
7-е сутки снижался по сравнению с контрольным значе-
нием, а к 14-м суткам возрастал (рис. 1в). 

По данным ряда авторов, смещение равновесия ЦН в 
иммунокомпетентных органах в сторону ц-ГМФ свидетель-
ствует об активации пролиферации, а в сторону ц-АМФ – 
об активации дифференцировки иммунных клеток. 

По-видимому, повышение уровня ц-ГМФ в тимусе 
животных, иммунизированных ТЭ B.  abortus И-206 в 
S-форме, на 7-е сутки свидетельствует об активации 
пролиферации, а повышение уровня ц-АМФ на 14-е 
сутки – об активации созревания клеток. Вместе с тем, 
выявлены особенности в продолжительности и интенсив-
ности плазмоцитарной реакции у животных, иммунизи-
рованных экспериментальными препаратами, которые 
свидетельствуют о более выраженной пролиферации 
антителообразующих клеток при введении ТЭ в S-форме 
[9]. О разнонаправленном действии экстрактов бруцелл 
в S- и L-формах также свидетельствуют результаты ис-
следований активности перекисного окисления липидов 
и антиоксидантной защиты. Так, ТЭ в L-форме в меньшей 
степени, чем ТЭ в S-форме влиял на накопление мало-
нового диальдегида, свидетельствующее об его незна-
чительной реактогенности, связанной с наличием в ТЭ в 
составе S-форме липополисахарида [11]. 

В селезёнке мышей, привитых ТЭ B. abortus И-206 в 
S-форме (группа 1) обнаружена схожая с тимусом динами-
ка содержания ц-ГМФ (рис. 1б). В группе 2 на 7-е сутки уро-
вень ц-ГМФ оставался в пределах контрольного значения, 
но на 14-е сутки он достоверно возрастал, в отличие от 
группы 1, где максимальная концентрация ц-ГМФ была 
определена в более ранний срок. Вероятно, в селезёнке 
препарат B.  abortus И-206 в L-форме активировал про-
лиферацию в более поздние сроки, чем ТЭ в S-форме. 

Наряду со стимулирующим действием на накопление 
ц-ГМФ в тимусе, ТЭ в L-форме оказывал ингибирующее 
действие на накопление ц-АМФ в органе (рис.  1г). В 
отличие от тимуса, уровень ц-АМФ в селезёнке повы-
шался не на 14-е, а на 7-е сутки. Возможно, повышение 
концентрации ц-АМФ в селезёнке экспериментальных 
животных группы 2 на 7-е сутки связано с более ранней 

реакцией органа на препарат. Обнаруженный эффект, 
на наш взгляд, связан с низкой активностью процессов, 
определяющих созревание и дифференцировку клеток в 
изученный период вакцинального процесса. Кроме того, 
проведённое нами морфологическое исследование над-
почечников и сравнительный анализ периферической 
крови белых мышей, иммунизированных ТЭ B.  abortus 
И-206 в L- и S-форме, показал, что термоэкстракты 
B. abortus И-206 в S- и L-формах не вызывают аллергиза-
цию организма и развитие поствакцинальных осложне-
ний у экспериментальных животных [10]. 

На основании полученных данных, изменение со-
отношения ц-ГМФ и ц-АМФ в динамике вакцинального 
процесса играет прогностическую роль и может рас-
сматриваться в качестве интегрального показателя 
иммунного статуса. 

Таким образом, выявленный в ходе исследования 
фазовый характер изменения уровня ЦН в процессе 
иммуногенеза свидетельствует об их участии не только 
в активации, но и в регуляции иммунореактивности 
организма экспериментальных животных. Вместе с тем, 
однозначную интерпретацию описанных выше феноме-
нов можно сделать только после более детального иссле-
дования, включающего изучение динамики медиаторов 
широкого спектра. Кроме того, важно учитывать возмож-
ность патологических реакций, в развитии которых тоже 
может принимать участие система ЦН как эндогенного, 
так и экзогенного происхождения. 

О возможности применения ТЭ для идентификации 
и дифференциации возбудителя бруцеллёза могут сви-
детельствовать данные о получении высокоактивных и 
специфичных кроличьих сывороток к ТЭ B. abortus И-206 
в L- и S-формах. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведённых экспериментов отмечена 
тенденция активирующего воздействия на иммунные 
процессы термоэкстрактов B. abortus И-206. 

Полученные результаты свидетельствуют о перспек-
тивности дальнейшего исследования воздействия ТЭ 
B. abortus И-206 в L- и S-форме на организм эксперимен-
тальных животных. 
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