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Резюме
Обоснование. Совершенствование методологии иммунологического мониторинга в природных очагах 
чумы Российской Федерации и сопредельных территорий для повышения эффективности эпидемиоло-
гического надзора за чумой является актуальным направлением исследований. Отсутствие корреляции 
продукции специфических антител к капсульному антигену (F1) чумного микроба с другими показателями 
состояния реактивности клеточной защиты указывает на необходимость поиска новых информативных 
и доступных маркеров оценки противочумного иммунитета.
Цель исследования: оценить возможность применения искусственного антигенного комплекса на основе 
F1 и клеточных оболочек (КО) чумного микроба в антигенспецифических тестах in vitro у вакцинирован-
ных против чумы людей.
Методы. В исследовании приняли участие 153 добровольца, проживающих на энзоотичной по чуме 
территории (с. Хандагайты Овюрского кожууна Республики Тыва и с. Кош-Агач Кош-Агачского района 
Республики Алтай). Исследование включало определение спонтанной и митогениндуцированной продук-
ции цитокинов (IFN-γ, IL-4, TNF-α) клетками крови, титров специфических антител IgG к капсульному 
антигену F1 чумного микроба и концентраций основных классов иммуноглобулинов (IgM, IgG, IgA и IgE) 
в сыворотке крови, а также иммунофенотипирование лимфоцитов крови (CD3, CD4, CD8, CD16, CD19).
Результаты. Сравнительная оценка уровня цитокинов (TNF-α, IFN-γ и IL-4) в спонтанной/индуцирован-
ной F1 + КО Y. pestis пробах выявила статистически значимое повышение продукции цитокинов TNF-α 
и IFN-γ в индуцированных антигеном пробах по сравнению со спонтанными (р < 0,01).
Заключение. Таким образом, показана возможность применения искусственного антигенного комплекса 
на основе F1 и КО чумного микроба для оценки продукции цитокинов в антигенспецифических клеточных 
тестах in vitro, что обосновывает необходимость дальнейших исследований.
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Abstract
Background. Improving the methodology of immunological monitoring in natural foci of plague in the Russian Fed-
eration and adjacent territories to increase the effectiveness of epidemiological surveillance of plague is an urgent 
line of research. The lack of correlation between the production of specific antibodies to the capsular antigen (F1) 
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of the plague microbe with other indicators of the state of cellular defense reactivity indicates the need to search for new 
informative and accessible markers for assessing anti-plague immunity.
Objective: to evaluate possibility of using the complex preparation (F1 and cell membranes) evaluate the possibilities 
of using an artificial antigenic complex based on F1 and cell membranes (CM) of the plague microbe in antigen-specific 
tests in vitro in people vaccinated against plague.
Methods. The study involved 153 volunteers living in the territory enzootic for plague (the village of Khandagayty of the 
Ovyur kozhuun of the Tyva Republic and the village of Kosh-Agach of the Kosh-Agach district of the Altai Republic). The 
study included the determination of spontaneous and mitogen-induced production of cytokines (IFN-γ, IL-4, TNF-α) 
by blood cells, titers of specific IgG antibodies to the capsular antigen F1 of the plague microbe and concentrations 
of the main classes of immunoglobulins (IgM, IgG, IgA and IgE) in blood serum, as well as immunophenotyping of blood 
lymphocytes (CD3, CD4, CD8, CD16, CD19).
Results. Comparative assessment of the level of cytokines (TNF-α, IFN-γ and IL-4) in spontaneous/induced F1+CM 
Y. pestis tests revealed a statistically significant increase in the production of cytokines TNF-α and IFN-γ in the antigen-
induced tests compared with spontaneous (p < 0.01).
Conclusion. Thus, the effectiveness of the use of artificial antigenic complex based on F1 and cell membranes of the plague 
microbe has been shown to assess the production of cytokines in antigen-specific cell tests in vitro, which justifies 
the need for further research.
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ВВЕДЕНИЕ

Чума остаётся одной из самых опасных инфекцион-
ных болезней. Современный период характеризуется 
повышением эпизоотической активности в ряде при-
родных очагов чумы [1, 2, 3], возрастанием вероятности 
распространения инфекции на энзоотичной террито-
рии и риска диссеминации чумы за её пределы [4, 5]. 
Всё это  обусловливает особое внимание к вопросам 
противодействия распространения и профилактики 
болезни.

На территории Российской Федерации расположены 
11  природных очагов чумы, большинство из  которых 
имеют трансграничный характер. В России для предот-
вращения угрозы распространения чумы на территории 
природных очагов инфекции разработан комплекс мер, 
включающий применение мероприятий по специфиче-
ской и неспецифической профилактике этой опасной 
болезни. Вакцинацию применяют в случае риска за-
ражения в природных очагах этой инфекции, в период 
регистрации локальных и разлитых эпизоотий и при про-
ведении мероприятий по локализации и ликвидации эпи-
демических очагов. Для специфической профилактики 
чумы в России и в ряде стран СНГ используют живую 
вакцину (ВЧЖ) на основе аттенуированного штамма 
Yersinia pestis  EV линии НИИЭГ (ФКУЗ «Ставропольский 
научно-исследовательский противочумный институт» 
Роспотребнадзора).

В период с 2000 по 2018  г. эпизоотии чумы реги-
стрировали в 5 из 11 природных очагов Российской 
Федерации [6]. В 2014 и 2016 гг. после длительного эпи-
демического благополучия были отмечены единичные 
случаи заболевания людей бубонной формой чумы. 
Заражения произошли на фоне эпизоотии в популяции 
серого сурка на территории Горно-Алтайского высоко-
горного природного очага [7, 8]. Экстраординарный 
случай заражения людей чумой в Кош-Агачском районе 
Республики Алтай послужил основанием для инициации 
масштабного исследования продолжительности и выра-
женности иммунологической перестройки в организме 
вакцинированных против чумы лиц с уточнением вре-
менных особенностей формирования реакций клеточ-
ного и гуморального ответов, получением объективных 

данных о безопасности использования вакцины, в том 
числе в условиях ежегодной вакцинации [9, 10].

Доказанное в исследованиях отсутствие корреляции 
продукции специфических антител к капсульному анти-
гену (F1) чумного микроба с другими показателями состоя-
ния реактивности клеточной защиты ещё раз указывает на 
необходимость поиска новых информативных и доступ-
ных маркеров оценки противочумного иммунитета [11].

Таким образом, разработка и внедрение в практику 
новых подходов к оценке эффективности иммунопрофи-
лактики чумы, основанных на применении антигенспе-
цифических клеточных тестов in vitro с использованием 
современного высокоточного аналитического оборудо-
вания, и широкая интеграция этих подходов в систему 
организации и проведения эпидемиологического над-
зора за чумой является актуальным направлением на-
учных исследований.

ЦЕЛЬ РАБОТЫ

Оценить возможность применения искусственного 
антигенного комплекса на основе F1 и клеточных обо-
лочек (КО) чумного микроба в антигенспецифических 
тестах in vitro у вакцинированных против чумы людей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В рамках исследований по совершенствованию мето-
дологии иммунологического мониторинга в природных 
очагах чумы Российской Федерации и сопредельных 
территорий для повышения эффективности эпидемиоло-
гического надзора за чумой, приняли участие 153 добро-
вольца (скрининговая группа без учёта пола, возраста), 
проживающих на энзоотичной по чуме территориях 
и неоднократно вакцинированных ЖЧВ, из которых 53 че-
ловека из с. Хандагайты Овюрского кожууна Республики 
Тыва (группа 1) и 100 из с. Кош-Агач Кош-Агачского рай-
она Республики Алтай (группа 2). Критерием включения 
в исследование служили возраст не моложе 18 лет, срок 
с момента вакцинации/ревакцинации не более 6 месяцев, 
а также непосредственное проживание на энзоотичной 
по чуме территории.

В работе с добровольцами соблюдались этические 
принципы, предъявляемые Хельсинкской декларацией 
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Всемирной медицинской ассоциации. Волонтёры дали 
письменное информированное согласие для участия 
в исследованиях. Протоколы утверждены локальным 
этическим комитетом ФКУЗ «Иркутский научно-исследо-
вательский противочумный институт Сибири и Дальнего 
Востока» Роспотребнадзора.

Исследование проводили согласно разработанным 
в РосНИПЧИ «Микроб» методическим рекомендациям 
«Оценка уровня иммунитета у лиц, вакцинированных 
(ревакцинированных) против чумы» (Саратов, 2015 г.). За-
бор клинического материала (крови) проводили с помо-
щью вакуумных систем для взятия крови (Vacutest Kima, 
Италия). Из крови выделяли сыворотку по стандартной 
методике. Для определения уровня продукции цитоки-
нов кровь предварительно смешивали с питательной 
средой RPMI 1640, содержащей 100 мкг/мл гентамицина, 
в соотношении 1:4. В опытные пробы вносили по 100 мкл 
раствора экспериментального антигенного препарата, 
состоящего из капсульного антигена (F1) и клеточных 
оболочек (КО) Yersinia pestis в соотношении 1:1 по сухому 
веществу (F1 + КО) [12] в концентрации 20 мкг на пробу 
(индуцированная проба), а в контрольные – забуферен-
ный физиологический раствор (ЗФР, спонтанная проба), 
и инкубировали 24 часа при температуре 37 °С.

Количественное определение уровня цитокинов 
в спонтанной/индуцированной антигенным препаратом 
пробах и основных классов иммуноглобулинов оценива-
ли методом твердофазного иммуноферментного анализа 
(ИФА) с использованием коммерческих тест-систем ЗАО 
«Вектор-Бест» (р. п. Кольцово, Новосибирская область) 
согласно инструкциям производителя. Концентрацию 
цитокинов выражали в  пг/мл, а иммуноглобулинов – 
в мг/мл (классы M, G и A) и МЕ/мл (класс Е). Для оценки 
титра специфических антител к капсульному антигену 
F1 чумного микроба использовали иммуноферментную 
тест-систему «ИФА-Ат-Ф1 Yersinia pestis» (ФКУЗ РосНИПЧИ 
«Микроб», г.  Саратов). Учёт оптической плотности осу-
ществляли на автоматическом ридере ELx 808 IU (BioTek 
Instruments Inc., США).

Фенотип лимфоцитов определяли с использованием 
сертифицированных моноклональных антител (МКАт, 
Becton Dickinson, США) в панели: CD3-PE-Cy7, CD4-PerCP, 
CD8-APC-Cy7, CD16-PE, CD19-FITC. Для чего готовили 
«коктейль» МКАт в соответствии с инструкцией произ-
водителя. В пробирку для цитофлуориметрического 
анализа добавляли 50  мкл крови с ЭДТА и 75  мкл кок-
тейля МКАт, перемешивали на вортексе и инкубировали 
при 4 °С в темноте в течение 30 мин. Лизис эритроцитов 
проводили с помощью BD FACSTM Lysing solution (Becton 
Dickinson, США) согласно инструкции. Затем образцы 

центрифугировали при 300 g в течение 5 мин с после-
дующим двукратным отмыванием ЗФР. По завершении 
процесса отмывания клеток осаждённые лейкоциты ре-
суспендировали в 450 мкл ЗФР. Анализ окрашенных МКАт 
образцов проводили на проточном цитофлуориметре 
BD FACSCanto™  II (Becton Dickinson, США) в программе 
BD Diva 6.0. В каждой пробе анализировалось не менее 
10 000 клеток. Для изучения клеточного звена опреде-
ляли субпопуляции лимфоцитов: Т-лимфоциты (CD3+), 
Т-хелперы (CD3+CD4+), цитотоксические Т-лимфоциты 
(CD3+CD8+), NK-клетки (CD3–CD16+) и В-лимфоциты (CD3–

CD19+). Рассчитывали иммунорегуляторный индекс (ИРИ) 
по формуле: CD3+CD4+/CD3+CD8+ у.е.

Статистическую обработку данных проводили с ис-
пользованием пакета прикладных программ «STATISTICA» 
версия 6.1 непараметрическим критериям Манна – Уит-
ни, так как сравниваемые выборки не соответствовали 
критериям нормальности, также отсутствовало равен-
ство дисперсий. Полученные данные выражали в виде 
медианы (Me) и диапазона квартильных отклонений 
(Q25–Q75). При этом различия считали статистически 
значимыми при уровне значимости р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При исследовании сывороток крови добровольцев 
скрининговой группы специфические антитела к капсуль-
ному антигену F1 чумного микроба обнаружены только 
у 28,3 %. При сравнительном анализе показателей основ-
ных классов иммуноглобулинов в сыворотке крови уста-
новлено, что концентрация IgE варьировала в пределах 
референсных значений (табл. 1). Следует отметить, что 
у 27 добровольцев (17,6 % от общего числа) наблюдались 
высокие концентрации IgG, превышающие референсные 
значения (более 16 мг/мл) в среднем в 1,5 раза. Анало-
гичные изменения выявлены у 43 человек (28 %) в случае 
IgM и у 36 (23,5 %) – IgA.

В ходе предварительных исследований нами было 
показано, что экспериментальный препарат F1  +  КО 
в дозах 6,3, 12,5 и 25 мкг способствует синтезу IL-8, IL-10 
и TNF-α клетками крови человека (p < 0,05). Кроме того, 
этот препарат в дозе 25 мкг увеличивает продукцию IL-2 
(p = 0,03). Также на примере клеток крови лабораторных 
животных была показана возможность применения 
F1 + КО в дозе 12,5 мкг для оценки выраженности спец-
ифического противочумного ответа [13].

Так, при оценке уровня цитокинов (TNF-α, IFN-γ и IL-
4) в спонтанной/индуцированной в дозе 20 мкг F1 + КО 
Y. pestis в пробах установлены статистически значимые 
различия (рис.  1), которые выявили повышение про-
дукции цитокинов TNF-α (67,4  раза) и IFN-γ (15,3  раза) 

Таблица 1
Основные классы иммуноглобулинов, Me (Q25–Q75)

Table 1
Main classes of immunoglobulins, Me (Q25 –Q75)

Показатель Исследуемая группа добровольцев Референсные значения

IgE общ. (МЕ/мл) 15,0 (5,0–40,0) 0–100

IgM (мг/мл) 1,9 (1,0–4,0) 0,4–2,3

IgG (мг/мл) 10,3 (7,0–18,6) 7,0–16,0

IgA (мг/мл) 3,3 (1,5–5,7) 0,7–4,0
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в индуцированных антигеном пробах по сравнению 
со спонтанными (р < 0,01). Концентрация IL-4 под влия-
нием F1+KO статистически значимо не изменилась.

В ходе изучения клеточного состава крови людей, 
проживающих на территории Тувинского и Горно-
Алтайского природных очагов чумы, было показано, 
что содержание Т-лимфоцитов и их субпопуляций 
(Т-хелперы и цитотоксические Т-лимфоциты), NK-клеток 
и В-лимфоцитов находилось в пределах физиологической 
нормы. В то же время у людей, проживающих в с. Кош-
Агач Кош-Агачского района Республики Алтай (группа 2), 
выявлены статистически значимо более высокие показа-
тели процентного содержания CD3+- и CD3+CD4+-клеток 
по сравнению с добровольцами из с. Хандагайты Овюр-
ского кожууна Республики Тыва (табл. 2).

Показано, что ИРИ у добровольцев группы 1 составил 
1,6 (1,2–2,0), а у группы 2 – 1,7 (1,3–2,1). Важно отметить, 
что показатели ИРИ у всех добровольцев не превышал 
референсных значений (показатели были в пределах 
от 1,0 до 2,6).

Таким образом, показана возможность применения 
искусственного антигенного комплекса на основе F1 и КО 
чумного микроба в антигенспецифических клеточных 
тестах in vitro по количественному определению концен-
трации биомаркерных цитокинов лимфоцитами крови 
условно здоровых и неоднократно вакцинированных 
ВЧЖ людей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные в ходе исследований данные позволяют 
рассматривать предложенный антиген как перспектив-

ный для оценки эффективности иммунопрофилактики 
чумы в антигенспецифических клеточных тестах in vitro, 
что обосновывает необходимость дальнейших иссле-
дований.
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Рис. 1. Спонтанная и индуцированная продукция цитокинов (TNF-α, IFN-γ и IL-4) у людей, вакцинированных ЖЧВ, Me (Q25–Q75): I – 
спонтанная продукция цитокина; II – индуцированная препаратом капсульного антигена и клеточных оболочек Y. pestis в дозе 
20 мкг на пробу; * – статистически значимо по сравнению со спонтанной продукцией цитокина (p < 0,01)

Fig. 1. Spontaneous and induced cytokine production (TNF-α, IFN-γ, and IL-4) in humans vaccinated with HPV, Me (Q25–Q75): I – spontaneous cytokine 
production; II – induced by the preparation of the capsular antigen and cell membranes of Y. pestis at a dose of 20 μg per sample; * – statistically 
significant in comparison with spontaneous cytokine production (p < 0.01)

Таблица 2
Динамика содержания натуральных киллеров, Т- и B-лимфоцитов в крови людей, вакцинированных ВЧЖ, Me (Q25–Q75)

Table 2
Dynamics of the content of natural killer cells, T- and B-lymphocytes in the blood of people vaccinated with LPV, Me (Q25–Q75)

Показатель, % Референсные значения Группа 1 Группа 2

CD3+ 58–76 70,8 (64,1–74,1) 75,8 (71,6–79,2)*

CD3+CD8+ 17–37 23,9 (19,6–29,2) 25,5 (22,0–29,9)

CD3+CD4+ 35–55 39,4 (33,7–42,3) 42,5 (39,3–45,7)**

CD3–CD16+ 6–26 14,2 (10,6–16,6) 11,3 (9,1–16,2)

CD19+ 8–19 9,1 (7,3–11,2) 9,4 (8,0–11,5)

Примечание. * – р < 0,01, ** – р < 0,001 – уровни статистической значимости по отношению к значениям показателя добровольцев группы 1.
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