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Для специфической иммунопрофилактики 
чумы в странах СНГ, в том числе в Казахстане, ис-
пользуется живая чумная вакцина на основе штам-
ма Yersinia pestis EV линии НИИЭГ (ЖЧВ) [4, 5]. 
Адаптивный (антиген специфический) иммунный 
ответ на вакцинацию включает два периода свое-

го развития: «начальный» и «эффекторный» [1]. 
Начало антигенспецифического иммунного ответа 
при вакцинации характеризуется формированием 
лимфоцитов, имеющих рецепторы к антигену возбу-
дителя (ЛфР) [1]. Этот период иммунного ответа на 
ЖЧВ практически не изучен. Наиболее часто такие 
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лимфоциты выявляют адгезивным тестом – связы-
ванием лимфоцитами инертного носителя с сорби-
рованным антигеном возбудителя/иммуногена [1]. 
Адгезивный тест оценки содержания ЛфР успешно 
использован при различных инфекционных заболе-
ваниях и при иммунизации людей и животных раз-
личными вакцинами [2].

Цель настоящего исследования – разработка ре-
агента для оценки содержания ЛфР к F1 у людей и 
животных, вакцинированных ЖЧВ.

Материалы и методы 

Использовали штаммы микроорганизмов Yersina 
pestis, EV, Y. pestis 3123, Y. pestis К1, Y. enterocolitica 
серовара О9 Н-383, Y. pseudotuberculosis серовара O1 
2841, полученные из Республиканской коллекции 
и депозитария особо опасных микроорганизмов с 
музеем живых культур Казахского научного центра 
карантинных и зоонозных инфекций им. М.Ай ким-
баева (КНЦКЗИ), а также живую чумную вакцину, 
полученную на основе штамма Y. pestis EV линии 
НИИЭГ (производства КНЦКЗИ). 

Капсульный антиген Y. pestis F1 получали по ме-
тоду E.E.Baker [8] с использованием Y. pestis штамма 
К1, выращенного при 37 °С в течение 48–72 ч на ага-
ре Хоттингера с добавлением 1 % хлористого каль-
ция и 0,5 % гемолизированной крови. Получение 
использованного капсульного антигена F1 регла-
ментировано Стандартом предприятия (КНЦКЗИ) – 
СТ 24340-1910-ГП-25-2011. Активность F1 антигена 
проверяли в РНГА с диагностикумом эритроцитар-
ным чумным иммуноглобулиновым производства 
КНЦКЗИ. Чистоту полученного антигена опреде-
ляли с использованием «Western blot» со стандарт-
ной анти-F1-сывороткой (сыворотка чумная агглю-
тинирующая лошадиная производства «Микроб», 
Саратов, РФ). Полученный антиген представляет 
собой белок с молекулярным весом 17000 Da, с воз-
можным присутствием незначительных количеств 
белков с молекулярным весом 34000 и 68000 Da.

В качестве сорбента, связывающего F1, при-
менили фиксированные ацетальдегидом эритро-
циты быка, спонтанно не связывающиеся с лим-
фоцитами человека, кролика и морских свинок [3]. 
Сенсибилизацию эритроцитов F1 осуществляли 
при помощи риванола [7]. Выделение лимфоцитов 
из крови проводили в градиенте плотности фиколл-
верографин 1,077. 

ЛфР определяли методом адгезии реагента на 
выделенных лимфоцитах при соотношении 1,2·108 

корпускул реагента на 2·106 лимфоцитов. В контро-
ле вместо реагентов специфичности F1 использо-
вали те же эритроциты, не нагруженные F1. После 
экспозиции выполняли по 7 повторов определений 
ЛфР специфичности F1 и лимфоцитов, связавших 
контрольный реагент. Рецепторы к F1 у лимфоцита 
считали выявленными, если он связывал не менее 3 
корпускул реагента. При этом ЛфР в пробе лимфо-

цитов считали выявленными, если их содержание, 
определенное с тем или иным опытным реагентом, 
достоверно (Р≤0,05) превышало содержание в той же 
пробе лимфоцитов, связавших контрольный реагент. 
По этим данным определяли среднее содержание 
ЛфР в биопробе лимфоцитов. На протяжении всего 
опыта использовали одну и ту же серию каждого ре-
агента. Содержание ЛфР и лимфоцитов, связавших 
контрольный реагент, в суспензии лимфоцитов выра-
жали впроцентах. Учет реакции проводили визуаль-
ным методом с использованием светового микроско-
па «Zeiss» со встроенной подсветкой с иммерсионной 
системой, при увеличении в 1000 раз (окуляр – ×10, 
объектив – ×100).

Специфичность разработанного реагента оцени-
вали по ингибиции его связывания с лимфоцитами 
гомо- и гетерологичными антигенами по следующей 
схеме: в пробирку, содержащую 20 мкл исследуемой 
взвеси лимфоцитов в концентрации 4·106 м.к./мл, до-
бавляли равный объем ингибирующего антигена (в 
контроле – 0,85 % раствор NaCl). Смесь выдержива-
ли 30 мин при 37 ° С. После этого в пробирку вно-
сили F1 реагент и определяли содержание ЛфР, как 
описано выше. В качестве гомологичного антигена 
использовали убитую формалином взвесь Y. pestis 
штамма EV, содержащую 2·109 м.к./мл, в качестве 
гетерологичных – аналогично приготовленные взве-
си штаммов: дефектного по F1 антигену штамма 
Y. pestis 3123, штаммов Y. enterocolitica серовара О9 
Н-383, Y. pseudotuberculosis O1 2841, а также липопо-
лисахарид (ЛПС) Y. pestis штамма К1. 

В работе использованы 10 взрослых самцов кро-
ликов массой 2–2,5 кг. 8 кроликов были иммунизи-
рованы внутривенным введением ЖЧВ (3·108 м.к.) в 
0,5 мл 0,85 % раствора натрия хлорида и 2 кролика – 
инактивированной формальдегидом этой же вакци-
ной в той же концентрации. Кровь для исследования 
была взята из краевой вены уха в пробирку с гепари-
ном (~4 мл). Лимфоциты, выделенные у двух кроли-
ков на 15-е сутки после вакцинации, использовали в 
опытах по определению оптимальной сенсибилизи-
рующей дозы антигена.

Лимфоциты от 2 кроликов, иммунизированных 
ЖЧВ, и 2 кроликов, иммунизированных инактиви-
рованной формальдегидом вакциной, выделенные 
на 4-е и 7-е сутки после вакцинации, использовали в 
опытах по изучению специфичности ЛфР.

Динамику ЛфР изучали на 4 кроликах и 5 здо-
ровых взрослых людях, иммунизированных ЖЧВ. 
Содержание ЛфР у каждого кролика определяли до 
и через 2, 4, 7, 14, 21, 28, 35 и 42 сут после имму-
низации. Работа с животными проводилась с учетом 
«Правил проведения работ с экспериментальными 
животными». Протоколы проведения опытов (№ 6–8) 
были рассмотрены и одобрены на заседании биоэти-
ческой комиссии КНЦКЗИ.

Вакцинацию людей проводили в соответствии 
с утвержденной инструкцией по применению ЖЧВ, 
скарификацией. 1 доза вакцины содержала 3·109 м.к. 



Проблемы особо опасных инфекций. 2016, вып. 2

104 Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]

Y. pestis EV линии НИИЭГ. Кровь для исследования 
брали из локтевой вены до вакцинации и через 2, 6, 
9, 13, 20, 27, 34, 48 и 62 сут после вакцинации. Все 
вакцинированные люди относились к декретируемо-
му контингенту лиц, подлежащих вакцинации про-
тив чумы, и дали добровольное информированное 
согласие на использование данных их обследования 
в научных публикациях. 

В работе применяли статистические методы 
частных сравнений серий. Результат считали значи-
мым при Р≤0,05. 

Результаты и обсуждение

Выбор оптимальной сенсибилизирующей дозы. 
Для выбора дозы F1, обеспечивающей оптималь-
ную чувствительность реагентов, фиксированные 
эритроциты сенсибилизировали растворами, содер-
жащими F1 в концентрациях от 3,9 до 1000,0 мкг/
мл. Приготовленные экспериментальные серии реа-
гентов тестировали на лимфоцитах кроликов, выде-
ленных из их крови через 15 сут после иммунизации 
ЖЧВ. Реагенты всех 9 экспериментальных серий 
и одной контрольной (эритроциты, не нагружен-
ные антигеном) тестировали параллельно с одной 
и той же пробой лимфоцитов, выделенных из кро-
ви каждого из двух иммунизированных кроликов. 
Оптимальной сенсибилизирующей дозой считали ту 
дозу антигена, использование которой обеспечивало 
способность реагента выявлять в пробе лимфоцитов 
иммунизированных кроликов максимальное количе-
ство ЛфР. Такой дозой оказалась концентрация анти-
гена 250 мкг/мл. В дальнейших исследованиях при 
получении реагента использовали вышеуказанную 
дозу антигена.

Оценка специфичности разработанного реаген-
та. На основании экспериментальных результатов 
рассчитывали степень ингибиции (СИ) – относи-
тельный показатель снижения за счет экспозиции с 
антигеном количества ЛфР в суспензии лимфоцитов

СИ = -100 – (исхЛфР – эксЛфР)/исхЛфР∙100,
где исхЛфР – исходное, до экспозиции с анти-

геном, содержание ЛфР в анализируемой пробе, 
эксЛфР – выявленное в пробе после экспозиции с 
ингибитором содержание ЛфР.

Как видно из табл. 1, при использовании гомо-
логичного антигена (инактивированной формали-

ном взвеси Y. pestis EV) наблюдалось выраженное 
(Р<0,05) снижение количества ЛфР к F1 ( от 24 до 
86 % от исходного уровня), причем при исследо-
вании лимфоцитов кроликов, иммунизированных 
инактивированной вакциной, это снижение было 
относительно (Р<0,05) большим, чем при исследо-
вании лимфоцитов кроликов, иммунизированных 
живой вакциной. Что, по-видимому, связано с до-
стоверно (Р<0,05) более низким содержанием ЛфР 
к F1 при иммунизации вакциной, инактивирован-
ной формалином. Чем меньше исходное до инги-
биции содержание ЛфР в суспензии, тем активнее, 
при прочих равных условиях, ингибиция выявления 
ЛфР. При использовании гетерологичных антигенов 
незначительное снижение (Р<0,05) содержания ЛфР 
к F1 отмечено лишь в двух случаях: при использова-
нии дефектного по F1 штамма Y. pestis 3123, и ЛПС 
Y. pestis. В остальных случаях достоверной ингиби-
ции образования ЛфР не было.

Динамика содержания ЛфР у иммунизирован-
ных кроликов. Результаты приведены на рисунке. У 
всех 4 кроликов ЛфР обнаруживались со вторых по 
35-е сутки после иммунизации. Максимум их содер-
жания (12,8±0,14 %) был отмечен на 21-е сутки по-
сле иммунизации, с 42 сут после иммунизации ЛфР 
в периферической крови уже не было.

Динамика содержания ЛфР у вакцинированных 
людей (предварительные данные). 

Результаты обследования вакцинированных лю-
дей приведены в табл. 2, из которой видно, что до 
вакцинации ЛФР к F1 не обнаружены ни у одного из 

Таблица 1

Оценка специфичности лимфоцитов с рецепторами к F1

Иммунизация  
вакциной EV

Сроки  
исследования**

Содержание 
ЛфР, %***

Степень ингибиции (в %) при использовании***

Y. pestis EV Y. enterocolitica Y. pseudotuberculosis Y. pestis 3123 ЛПС Y. pestis

Живая 4 3,21±0,15 23,6±3,6 7,1±4,9 5,4±5,2 5,2±4,5 6,5±5,0
7 5,29±0,16 36,6±1,8 -3,2±2,2 -2,0±2,6 *7,6±2,5 *7,6±2,5

Инактивированная 
формалином

4 2,21±0,11 85,7±5,5 5,4±2,8 4,8±3,2 -1,2±4,4 7,1±3,8
7 3,93±0,13 61,9±3,1 8,9±5,0 8,9±3,3 3,2±2,2 1,4±1,4

*Р<0,05. **Количество дней после вакцинации. ***Средняя арифметическая и ее средняя квадратическая ошибка.

Зависимость содержания ЛфР от срока иммунизации кроликов
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5 обследованных людей, хотя трое из них были вак-
цинированы ранее. После вакцинации ЛФР к F1 вы-
явлены у всех вакцинированных людей. Обнаружено 
различие в динамике ЛфР у людей, вакцинирован-
ных первый раз и повторно. При первичной вакцина-
ции ЛфР на 2-е сутки после вакцинации обнаружены 
только у одного из вакцинированных (4,0 %), а при 
повторной вакцинации – у всех трех человек. Их со-
держание было достоверно (Р<0,05) более высоким 
(от 6 до 18 %). Не исключено, что у ревакцинирован-
ных ЛфР появляются в периферической крови уже 
в первые сутки после иммунизации. Максимальное 
содержание ЛфР у повторно вакцинированных было 
значимо (Р<0,05) большим (от 16 до 19 %), чем у 
первично вакцинированных (от 9 до 14 %). У двух 
из трех людей, вакцинированных вторично, и обоих 
лиц, вакцинированных первично, ЛфР обнаружива-
лись до 13 сут после вакцинации. При этом содержа-
ние ЛфР у первично вакцинированных людей было 
больше, чем у повторно вакцинированных. На 20-е и 
в последующие сутки после вакцинации ЛфР в пери-
ферической крови не определялись.

Для получения реагента, обеспечивающего вы-
явление ЛфР, характеризующих начальную стадию 
иммунного ответа, был выбран капсульный антиген 
F1 Y. pestis. Этот антиген присутствует в большинстве 
вакцин для профилактики чумы, в составе микроб-
ных клеток или в виде рекомбинантного белка [6, 9, 
10]. Следовательно, данный реагент можно будет ис-
пользовать для оценки начальной стадии поствакци-
нального ответа не только при использовании ЖЧВ. 
Исследования по ингибиции взаимодействия разра-
ботанного реагента с лимфоцитами показали его вы-
сокую специфичность по отношению к использован-
ному антигену (F1). Лишь в двух случаях из двадцати 
(табл. 1) была выявлена небольшая ингибиция гете-
рологичными препаратами: взвесью дефектного по 
F1 штамма Y. pestis и ЛПС Y. pestis. Очевидно, что в 
этих двух продуктах сохраняются следовые количе-
ства F1. Принципиально важно, что степень ингиби-
ции гомологичным антигеном взаимодействия ЛфР с 
разработанным реагентом всегда существенно более 
высокая, чем гетерологичными.

Изучение динамики ЛфР у кроликов и людей, 
вакцинированных ЖЧВ, показало, что ЛфР к F1 в 

периферической крови появляются очень рано, осо-
бенно при повторной вакцинации, уже на 2-е сутки 
после вакцинации. Эти данные соответствуют сро-
кам выявления ЛфР на других моделях вакцинации и 
при различных заболеваниях [2]. При обследовании 
вакцинированных людей отмечено различие в дина-
мике и содержании ЛфР при первичной и повторной 
вакцинации. Хотя, учитывая малочисленность об-
следованных групп, исследование будет продолже-
но. Применение разработанного реагента позволит в 
дальнейшем изучить влияние начального периода на 
эффекторный период адаптивного иммунного ответа 
на ЖЧВ и ее протективную активность.

Таким образом, разработан реагент для опреде-
ления лимфоцитов с рецепторами к капсульному ан-
тигену F1 Yersina pestis. Применение разработанного 
реагента в реакции адгезии позволяет определять та-
кие лимфоциты после иммунизации живой и инакти-
вированной чумной вакциной. В опытах ингибиции 
гомологичным и рядом гетерологичных антигенов 
показана специфичность выявления лимфоцитов с 
рецепторами к F1 реагенту. У вакцинированных жи-
вой чумной вакциной кроликов и людей ЛфР к F1 об-
наружены в периферической крови уже на 2-е сутки 
после иммунизации.
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