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Резюме

Актуальность. Для профилактики чумы  в России используют вакцину чумную живую на основе вакцинного штамма Yersinia 

pestis EV НИИЭГ, вызывающую развитие иммунитета длительностью до 1 года, что обусловливает необходимость проведения 

ежегодной ревакцинации прививаемого контингента. Разработка новых способов усиления иммуногенности вакцинного 

штамма Y. pestis EV НИИЭГ является актуальной задачей. Цель – изучение влияния иммуноадъюванта азоксимера бромида 

(полиоксидония, ПО) на иммунобиологические свойства Y. pestis EV НИИЭГ в условиях культивирования. Материалы и мето-

ды. Y. pestis EV НИИЭГ выращивали при 28 °С в течение 48 ч на LB агаре рН 7,2 (Sigma-Aldrich, USA) как с ПО, так и без. Снятие 

масс-спектров экстрактов клеток Y. pestis EV НИИЭГ проводили на масс-спектрометре MicroflexТМ LT (Bruker Daltonics, Гер-

мания). Протективные свойства оценивали в условиях моделирования чумной инфекции по интегральному показателю ImD
50

 

на морских свинках и мышах  BALB\c при заражении вирулентными штаммами основного подвида  Y. pestis 231, Y. pestis  

Р–13268 Вьетнам. Иммуногенность – по уровню антител к F1 чумного микроба методом ТИФА. Результаты и обсуждение. 

Внесение ПО в среду культивирования вызывает достоверное повышение иммуногенности вакцинного штамма Y. pestis EV 

НИИЭГ, сопровождающееся ростом продукции антител к капсульному антигену F1 чумного микроба и выраженным усилением 

защитного действия вакцинного штамма Y. pestis EV линии НИИЭГ при моделировании бубонной формы чумы на двух видах 

экспериментальных животных– мышах линии BALB\c и морских свинках. Зарегистрировано значимое (р < 0,05) уменьшение 

величины ImD
50

 для культур вакцинного штамма Y. pestis EV линии НИИЭГ, выращенных на среде с добавлением ПО, по срав-

нению с ImD
50

 для Y. pestis EV НИИЭГ в стандартных  условиях культивирования. Выводы. Выявлены изменения количествен-

ных и  качественных характеристик на  масс-спектрах Y. pestis EV НИИЭГ, выращенного на  среде с ПО, сопровождавшиеся 

повышением его иммуногенной и протективной активности. Морфологические исследования подтверждают отсутствие влия-

ния ПО на безвредность вакцинного штамма.

Ключевые слова: азоксимера бромид (полиоксидоний), Y. pestis EV НИИЭГ, иммуногенность, протективность
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Abstract

Background. The live-attenuated vaccine based on the Yersinia pestis strain EV line NIIEG is still used in Russia, providing 

protective efficacy against plague.  Nevertheless, there is an urgent need for developing new ways to increase the immunogenicity 

of the Y. pestis EV NIIEG vaccine strain. In this study, the ability of direct action of immunoadjuvant azoximer bromide (polyoxidonium, 

PO) on the  immunobiological properties of vaccine strain Y. pestis EV NIIEG during cultivation on a dense nutrient medium was 
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evaluated. Materials & Methods. Y.pestis EV NIIEG, cultivated at 28 °С for 48 h on LB agar, Miller pH 7.2 ± 0.1 (Sigma-Aldrich, 

USA) with the  addition of PO and without. MALDI-TOF mass-spectrometry was deployed for the  obtainment of mass-spectra 

of ribosomal proteins from Y. pestis EV NIIEG cells on the MicroflexTM LT mass spectrometer (Bruker Daltonics, Germany). Protective 

efficacy was evaluated under subcutaneously challenge guinea pigs and mice BALB's with 400 LD
50

 doses of  the Y. pestis 231, 

Y. pestis P-13268 Vietnam (MLD=5 CFU). Antibody titers to F1 in serum were determined using an ELISA. Results. The addition 

of the therapeutic concentration of PO in the cultivation medium induced a significant increase in the immunogenicity of Y. pestis EV 

NIIEG that resulted in enhancement of serum antibody levels against Y. pestis F1 antigen and several times the growth of protective 

efficacy in the bubonic plague model on two types of experimental animals. ImD
50

 of the vaccine strain Y. pestis EV NIIEG, cultivated 

with PO, was significantly (p < 0,05) lower in comparison to ImD
50

 for Y. pestis EV NIIEG in standard cultivation conditions. One year 

of storage at a temperature of 4 °С did not alter the protective properties of the vaccine strain Y. pestis EV NIIEG, cultivated with 

PO. Conclusions. Morphological studies confirmed the absence of  influence PO introduction into the cultivation environment on 

the safety of the vaccine strain. MALDI-TOF MS profile of the Y. pestis EV NIIEG, cultivated with PO, had peaks characteristic features. 

The mass peak at m/z 3,061 was significantly down-regulated and new mass peaks at m/z 2,759, m/z 3,533 were determined. 

These changes are accompanied by the increase of Y. pestis EV NIIEG immunogenicity.

Keywords: azoximer bromide (polyoxidonium), cultivation Y. pestis EV NIIEG, immunogenic and protective properties 
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Введение
Чума  – особо опасная инфекционная болезнь 

с природной очаговостью, возбудитель кото­
рой Yersinia pestis относится к микроорганизмам 
I  группы патогенности. На территории Российской 
Федерации действуют 11 природных очагов чумы, 
в 7 из которых циркулируют высоковирулентные 
и  эпидемически значимые штаммы. Ситуация 
также осложняется ежегодным выявлением но­
вых случаев чумы среди населения сопредельных 
с Россией государств (Казахстан, Монголия, Китай) 
[1–3]. Для профилактики чумы предусмотрено про­
ведение комплекса многоплановых профилактиче­
ских мероприятий, включая вакцинацию, которая 
внесена в Календарь профилактических прививок 
по эпидемическим показаниям [4]. За рубежом от­
сутствуют лицензированные вакцины для специ­
фической профилактики чумы [5,6]. В России для 
этого используют вакцину чумную живую (ВЧЖ), ко­
торая формирует напряженный иммунитет продол­
жительностью 6–12 месяцев, что обусловливает 
необходимость проведения ежегодной ревакци­
нации прививаемого контингента [4]. Обострение 
эпидемической ситуации в 2015–2016 гг. в Горно-
Алтайском высокогорном природном очаге чумы, 
вызванное единичными случаями бубонной формы 
чумы среди людей, в том числе и  у вакциниро­
ванных [7], заставляет интенсифицировать поиск 
возможных путей повышения иммуногенных и про­
тективных свойств ВЧЖ.

Действие вакцины основано на приживлении 
и размножении в макроорганизме клеток вакцин­
ного штамма Y. pestis EV линии НИИЭГ, сопрово­
ждающемся формированием иммунного ответа на 
целый ряд антигенов чумного микроба и  развити­
ем специфической резистентности к чуме. В  этой 
связи разработка новых способов усиления имму­
ногенности вакцинного штамма Y. pestis EV НИИЭГ, 

включая прямое воздействие иммуноадъювантов 
на его биологические свойства, является актуаль­
ной задачей.

В России синтезирован и  внедрен в прак­
тику не имеющий аналогов за рубежом адъ­
ювант-иммуноактиватор азоксимера бромид 
(полиоксидоний) с  молекулярной массой 80 kD. 
Данный препарат представляет собой водорас­
творимое N-оксидированное производное поли­
этиленпиперазина с  наличием на поверхности 
молекулы большого количества различных ак­
тивных групп, которые могут взаимодействовать 
с белками поверхностных структур бактериальных 
клеток [8]. Известно, что полиоксидоний (ПО) об­
ладает выраженным иммуномодулирующим и  ан­
тигенусиливающим эффектом [9]. Введение ПО 
в схему вакцинации против чумы усиливало за­
щитное действие вакцинного штамма Y. pestis EV 
НИИЭГ в условиях моделирования бубонной и ле­
гочной форм чумы штаммами Y. pestis основного 
и  неосновного подвидов из различных природ­
ных очагов [10]. В  настоящее время отсутствуют 
сведения о прямом действии адъювантов с  им­
муноактивирующим действием на биологические 
свойства возбудителей особо опасных заболе­
ваний бактериальной этиологии и  на вакцинные 
штаммы. 

Цель работы  – изучение влияния азоксимера 
бромида (полиоксидония) на иммуногенные и про­
тективные свойства вакцинного штамма чумного 
микроба Y. pestis EV НИИЭГ в условиях культивиро­
вания на плотной питательной среде.

Материалы и методы
Работа проводилась в соответствии с  СП 

1.3.3118-13 «Безопасность работы с  микроорга­
низмами I–II групп патогенности (опасности)» [11]. 
Вакцинный штамм Y. pestis EV линии НИИЭГ (Pgm–, 
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pYT+, pYV+, pYP+) и  вирулентные штаммы основно­
го подвида Y. pestis 231 (Pgm+, pYT+, pYV+, pYP+), 
LD

50 
при подкожном введении для белых мышей 

5 м. кл., LD
50

 для морских свинок 10 м. кл.; Y. pestis  
Р –13268 (Pgm+, pYT+, pYV+, pYP+) Вьетнам, LD

50
 для 

белых мышей 5 м. кл, получены из Государственной 
коллекции патогенных бактерий РосНИПЧИ 
«Микроб». В  экспериментах использовали мышей 
линии BALB/c массой (18 ± 2) г и  морских свинок 
массой (300 ± 50) г, полученных из отдела экс­
периментальных животных с  виварием РосНИПЧИ 
«Микроб» (г. Саратов). Манипуляции с  животными, 
а также выведение их из эксперимента осущест­
вляли в соответствии с  Европейской конвенцией 
по защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментальных и  других научных целей 
[12]. Протокол исследований одобрен Комиссией 
по биоэтике при ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб».

Y. pestis EV НИИЭГ выращивали при 28 °С в тече­
ние 48 ч на питательной среде LB agar, Miller рН 7,2 ± 
0,1 (Sigma-Aldrich, USA) как с добавлением ПО в ко­
нечной концентрации 60 мкг/мл, что соответству­
ет его терапевтической концентрации при разовом 
введении человеку, так и без внесения в среду ПО.

Иммуногенность Y. pestis EV НИИЭГ в  условиях 
культивирования с  ПО и  без оценивали по уровню 
антител (АТ) к капсульному антигену F1 чумного ми­
кроба в  сыворотке крови на 21-е сутки после им­
мунизации подкожно мышей BALB\c дозой 2,5х104 
колониеобразующих единиц (КОЕ), морских свинок 
дозами 103 и  5х103 КОЕ. Определение АТ проводили 
методом ТИФА с  применением тест-системы «ИФА-
АТ-Ф1 YERSINIA PESTIS» рег. уд. № ФСР 2012/13946 – 
101012 (ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб»). Учет оптической 
плотности осуществляли на микропланшетном фото­
метре Stat Fax-3200 (USA) при длине волны 405 нм.

Защитное действие вакцинного штамма 
Y.  pestis EV НИИЭГ при культивировании с  ПО 
и  без определяли в  условиях моделирования чум­
ной инфекции по интегральному показателю ImD

50
 

на  морских свинках и  мышах линии BALB\c при 
заражении вирулентными штаммами основного 

подвида Y. pestis 231, Y. pestis Р–13268 Вьетнам. 
Y. pestis EV НИИЭГ вводили подкожно соответству­
ющим группам мышей BALB\c в  дозах 2х102, 103, 
5х103 и  2,5х104  КОЕ, морским свинкам  – 4х101, 
2х102, 103, 5х103 КОЕ. Заражение осуществляли 
подкожно дозой 400 LD

50
 на 21-е сутки после вак­

цинации [13]. За инфицированными животными 
наблюдали в  течение 20 суток. Величину ImD

50
  – 

количество живых микробных клеток, выраженное 
в колониеобразующих единицах и способных защи­
тить через 21 сутки 50% взятых в  опыт животных 
от заражения вирулентными штаммами Y. pestis 
дозой 400 LD

50
, расcчитывали по методу Кербера 

в модификации И. П. Ашмарина [14].
Для гистологического исследования морфологиче­

ский материал фиксировали в 10% водном нейтраль­
ном растворе формалина («НеваРеагент», Россия) 
с дальнейшей обработкой по стандартной схеме [15]. 
Препараты, окрашенные гематоксилином и эозином 
(Merck, Германия), анализировали на  микроскопе 
OLYMPUS CX 41 (Olympus, Япония) при увеличении 
Х 100-400 и  цифровой камере VZ-C31S (VideoZavr, 
Россия) в программе VideoZavr (версия 1.5).

Снятие масс-спектров экстрактов клеток 
Y.  pestis EV НИИЭГ, выращенных на  среде с  ПО 
и  без, проводили в  автоматическом режиме 
на  масс-спектрометре MicroflexТМ LT (Bruker 
Daltonics, Германия). Экстракцию белков осу­
ществляли в  соответствии с  МР 4.2.0089-14  [16]. 
В  качестве матрицы применяли насыщенный 
раствор α-циано-4-гидроксикоричной кислоты. 
Анализируемый диапазон масса/заряд (m/z) со­
ставлял 2000–20000 Да. Для получения одиноч­
ного масс-спектра использовали 40 импульсов 
азотного лазера (частота 60 Гц). Сравнение пиков 
белковых масс-спектров проводили в  программе 
общего доступа mMass [http://www.mmass.org]. 
Идентификацию пептидов по значению m/z осу­
ществляли с использованием международной базы 
белков UniProt [http://www.uniprot.org/].

Статистическую обработку данных проводили 
с  использованием стандартного пакета программ 

Таблица 1. Титры антител к капсульному антигену F1 чумного микроба в сыворотке крови мышей BALB\c, 
вакцинированных штаммом Y. pestis EV линии НИИЭГ, культивированном с добавлением азоксимера бромида 
и без него
Table 1. Antybody titers to F1 Y. pestis capsule antigen in serum BALB\c mice vaccinated with Y. pestis EV NIIEG cul-
tured with and without addition of azoximer bromide

Иммунизирующий штамм, доза (КОЕ)
Immunized strain, dose (CFU)

Количество животных
Number of animals

Реципрокные значения среднегеометрического 
титра

Geometric mean reciprocal titers

M ± m

Y. pestis EV НИИЭГ
(LB agar)
2,5 x 104

Y. pestis EV НИИЭГ
( LB agar+ PO)
2,5 x 104

0,9% раствор натрия хлорида PBS

10

10

10

76 ± 35,43

136 ± 36,6 *

< 40

Примечание:*р < 0,05 по отношению к группе сравнения, иммунизированной Y. pestis EV НИИЭГ.
Note:*p < 0.05 in comparison with vaccinated mice Y. pestis EV NIIEG without PO
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Microsoft Office Excel 2016. Взаимосвязь между 
переменными определяли с  помощью рангового 
корреляционного анализа по Спирмену. Данные 
представляли в виде М ± m, где М – среднее зна­
чение, m  – средняя квадратическая ошибка сред­
ней арифметической. Значимость различий между 
группами оценивали с использованием непараме­
трического критерия Манна–Уитни. Различия меж­
ду группами наблюдения считали статистически 
значимыми при p < 0,05.

 
Результаты и обсуждение
Как известно, ПО характеризуется быстрым 

всасыванием и высокой скоростью распределения 

по всем органам и  тканям организма, проника­
ет через гематоэнцефалический и  гематоофталь­
мический барьеры. Биодоступность препарата 
составляет более 90% при парентеральном вве­
дении, а максимальная концентрация в крови до­
стигается через 40 минут. Период полувыведения 
ПО для разного возраста – от 36 до 65 часов [17]. 
Также ПО способен блокировать растворимые 
токсические вещества и микрочастицы, выводить 
из организма токсины, соли тяжелых металлов, 
ингибировать перекисное окисление липидов как 
за счет перехвата свободных радикалов, так и по­
средством элиминации каталитически активных 
ионов Fe2+ [18].

Таблица 2. Влияние азоксимера бромида в условиях культивирования на защитное действие вакцинного штамма 
чумного микроба Y. pestis EV НИИЭГ
Table 2. The influence of azoximer bromide under cultivation on the protective efficacy of vaccine strain Y. pestis EV line 
NIIEG

Таблица 3. Протективные свойства вакцинного штамма Y. pestis EV НИИЭГ, выращенного с добавлением 
азоксимера бромида, после 1 года хранения при 4 °С
Table 3. The protective properties of the vaccine strain Y. pestis EV line NIIEG, grown with the addition of azoximer bro-
mide after 1 year of storage (4 °С)

Заражающий 
штамм.

Доза
Challenge 

strain.
Dose

Иммунизирующий штамм
Immunizing strain

Y. pestis EV НИИЭГ
( LB agar, Miller рН 7,2)

Y. pestis EV НИИЭГ
( LB agar, Miller рН 7,2 + PO)

Иммуни-
зирующая 
доза (КОЕ)
Immunizing 
dose (CFU)

Число 
животных

(выжившие/ 
общее кол-во)  

Number 
of animals 
(survived/ 
inoculated

ImD50
КОЕ

(CFU)

Иммуни-
зирующая 
доза (КОЕ)
Immunizing 

dose
(CFU)

Число ж-х
(выжив-шие/

общее кол-во)
Number 

of animals 
(survived/ 
inoculated

ImD50
КОЕ

(CFU)

Y. pestis 231
400 LD

50

Y. pestis 13268 
(Вьетнам)
400 LD

50

2x102

1x103

5x103

2,5x104

2x102

1x103

5x103

2,5x104

0/10
0/10
1/10
3/10

0/10
0/10
2/10
4/10

2,9 х 104

(29000 КОЕ)

2,1 х 104

(21000 КОЕ)

2x102

1x103

5x103

2,5x104

2x102

1x103

5x103

2,5x104

4/10
4/10
2/10

10/10

6/10
8/10
4/10

10/10

0,22 х104*

(2231 КОЕ)

0,06 х104*

(616 КОЕ)

Примечание:*р < 0,05 при сравнении с вакцинированными Y. pestis EV НИИЭГ, выращенным на LB agar, Miller рН 7,2 ± 0,1 без ПО; 
Note:*р < 0.05 in comparison with vaccinated mice Y. pestis EV NIIEG without PO

Иммунизирующий
штамм,

доза (КОЕ)
Immunizing strain,

dose (CFU)

Заражающий
штамм 

Y. pestis 231,
доза 

Challenge strain
Y. pestis 231, 

dose

Без хранения
No storage

1 год при 4 ºС
After 1 year of storage (4 ºС) 

Число животных
(павшие/

общее  кол-во)
Number of animals 
(Dead/ inoculated

% выживших 
Survival

(%)

Число животных
(павшие/

общее кол-во)
Number of animals 
(Dead/ inoculated

% выживших 
Survival (%)

Y. pestis EV НИИЭГ
( LB agar + PO)
1x105 КОЕ (CFU)

0,9% раствор  
натрия хлорида
PBS

0,9% раствор  
натрия хлорида
PBS

400 LD
50

400 LD
50

10 LD
50

0/8

10/10

10/10

100 %

0

0

0/8

–

–

100 %

–

–
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Одновременное внутривенное введение ВЧЖ 
и  ПО кроликам и морским свинкам индуцировало 
выявление антител к капсульному антигену чум­
ного микроба FI в  более ранние сроки и  повыша­
ло протективную активность данной вакцины [19]. 
Эффективность сочетанного применения ПО и ВЧЖ 
может быть обусловлена не только его иммуности­
мулирующим действием, но и  непосредственным 
воздействием на  размножающиеся в  вакцини­
рованном организме клетки вакцинного штамма 
Y. pestis EV НИИЭГ.

В настоящем исследовании проведено изуче­
ние возможности прямого действия ПО на  биоло­
гические свойства Y. pestis EV НИИЭГ в  условиях 
культивирования на  плотной питательной среде. 
Выбор питательной среды LB agar, Miller рН 7,2 ± 
0,1 обусловлен сравнительно близким по данным 
транскриптомного анализа характером роста чум­
ного микроба в  плазме крови человека [20], что 
позволяет более адекватно экстраполировать ре­
зультаты исследований на  процессы иммунопато­
генеза в организме людей при чуме.

Характеристики антигенной активности культур 
Y. pestis EV НИИЭГ, выращенных на  LB агаре с  ПО 
и без, при вакцинации мышей BALB\c представле­
ны в  таблице 1. Установлено, что уровень антител 
к капсульному антигену чумного микроба F1 в  1,7 
раза выше в группе животных, иммунизированных 

вакцинным штаммом Y. pestis EV НИИЭГ, выра­
щенным на  питательной среде с  ПО. Аналогичные 
по вектору достоверные изменения титров анти­
тел к F1 чумного микроба наблюдались у другого 
вида биомодельных животных  – морских свинок. 
Зарегистрировано 4-кратное повышение титров 
антител к F1 чумного микроба в  группе живот­
ных, иммунизированных Y. pestis EV НИИЭГ, вы­
ращенным на среде с ПО, по сравнению с уровнем 
антител, детектируемым у морских свинок, имму­
низированных вакцинным штаммом Y. pestis EV 
НИИЭГ, выращенным в  стандартных условиях. 
Реципрокные значения среднегеометрическо­
го титров антител к F1 чумного микроба в  сыво­
ротке крови морских свинок, вакцинированных 
1000 КОЕ и 5000 КОЕ Y. pestis EV НИИЭГ, выращен­
ным на LB agar с добавлением ПО и без составили 
266,6 ± 75,4; 640 ± 0,1 и 66,7 ± 18,8; 133,3 ± 37,1 
соответственно при p < 0,05. Выявлена высокая 
степень прямой связи между наличием ПО в среде 
культивирования и уровнем АТ к капсульному анти­
гену чумного микроба F1 (r = 1,0, р < 0,05).

Нами проведена оценка влияния азоксимера 
бромида на  протективные свойства вакцинно­
го штамма Y. pestis EV НИИЭГ по интегральному 
показателю ImD

50
  при моделировании бубонной 

формы чумы на двух видах экспериментальных жи­
вотных – мышах линии BALB\c и морских свинках. 

Рисунок 1. Мыши BALB\c на 7 сутки после вакцинации штаммом Y. pestis EV НИИЭГ, выращенным с добавлением 
азоксимера бромида, в дозе 2,5x104 КОЕ. А – лимфатический узел, активация паракортикальной зоны; В – 
селезенка, гиперплазия Т-зон. Окр. Гематоксилин-Эозин. Ув. х100
Figure 1. Mice BALB\c on 7 day after vaccination with 2,5 x 104 CFU of Y. pestis EV NIIEG, cultivated on LB agar with 
the addition of azoximer bromide (PO). A – lymph node, activation of the paracortic zone. B – spleen, T-zone hyperpla-
sia. Stained with hematoxylin and eosin. Original magnification, x100 (main images). Data are representative of three 
experiments
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Рисунок 2. MALDI-TOF MS профили белковых экстрактов Y. pestis EV НИИЭГ, полученных с добавлением 
азоксимера бромида
Figure 2. MALDI-TOF MS profiles of protein extracts Y. pestis EV NIIEG obtained with the addition of azoximer bromide



Э
п

и
де

м
и

ол
ог

и
я 

и
 В

а
кц

и
н

оп
р

оф
и

ла
кт

и
ка

. Т
ом

 2
0

, №
 6

/E
p

id
em

io
lo

gy
 a

n
d

 V
a

cc
in

a
l P

re
ve

n
ti

on
. V

ol
. 2

0
, N

o 
6

18

Оригинальные статьи 

Original Articles

Установлено, что введение ПО в  состав среды 
культивирования приводило к достоверному по­
вышению защитного действия вакцинного штам­
ма Y. pestis EV НИИЭГ у мышей BALB\c (табл. 2). 
Регистрировалось значимое (р < 0,05) уменьшение 
величины ImD

50
  для культур вакцинного штамма 

Y. pestis EV НИИЭГ, выращенных на среде с добав­
лением ПО, по сравнению с  ImD

50
  для Y.  pestis EV 

НИИЭГ в  стандартных условиях культивирования. 
Отмечалось снижение ImD

50
  в  13 раз при зара­

жения высоковирулентным штаммом Y.  pestis 
231, применяющимся в  качестве заражающего 
тест-штамма при контроле вакцины чумной жи­
вой, и  в  30  раз при инфицировании штаммом ос­
новного подвида Y. pestis Р –13268 (Вьетнам). 
Введение ПО в  состав среды культивирования 
приводило также к достоверному повышению за­
щитного действия Y. pestis EV НИИЭГ при модели­
ровании бубонной формы чумы у морских свинках. 
Наблюдалось значимое (р < 0,05) уменьшение 
величины ImD

50
  для вакцинного штамма Y. pestis 

EV НИИЭГ, выращенного на  среде с  добавлением 
ПО, по сравнению с  ImD

50
  для Y. pestis EV НИИЭГ 

в стандартных условиях культивирования (151 КОЕ 
и  448  КОЕ соответственно). Длительное хранение 
(1 год) при температуре 4 °С не влияло на протек­
тивные свойства вакцинного штамма Y. pestis EV 
НИИЭГ, выращенного на  среде с  добавлением ПО 
(табл. 3).

Морфологические исследования органов мышей 
BALB\c, иммунизированных Y. pestis EV НИИЭГ, вы­
ращенным на среде с добавлением ПО и без, в дозах 
5х103 и 2,5х104 КОЕ, не выявили грубых изменений. 
При гистологическом исследовании на  фоне отсут­
ствия признаков повреждения тканей регистриро­
вали гиперпластические процессы в  лимфоидных 
органах, причем у  животных, иммунизированных Y. 
pestis EV НИИЭГ, выращенном на среде с ПО, выра­
женная активация лимфатических структур начина­
лась уже с 7-х суток. Отмечалась более выраженная 
активация паракортикальных зон в  лимфатических 
узлах и раннее формирование активных Т-зон в се­
лезенке (рис. 1).

Сравнительный анализ масс-спектрометричес­
ких профилей Y. pestis EV НИИЭГ, выращенных 
на среде с ПО и без, показал, что основное количе­
ство зафиксированных пиков локализовано в  ин­
тервале значений масс 2400–12000  Дa (рис.  2). 
На всех масс-спектрах встречались гомологичные 

сигналы, отличающиеся по абсолютной интенсив­
ности (m/z ± 5 Дa): 2459, 2823, 3592, 3691, 4347, 
4829, 5424, 5475, 6042, 6238, 6411. Введение 
ПО в среду культивирования приводило к резкому 
снижению интенсивности пика (m/z  3061), харак­
терного для штаммов Y. pestis основного подвида, 
имеющих плазмиду pYP (pPst) [21,22], исчезнове­
нию отдельных сигналов (m/z 3760, 6585) и появ­
лению новых (m/z 2759, 3533). Пик со значением 
m/z 2759 соответствует пептиду, состоящему из 
23 аминокислотных остатков, который идентифи­
цируется в  базе данных UniProtKB как фрагмент 
гипотетической цинк-связывающей дегидрогена­
зы, сигнал m/z 3533 - как не охарактеризованный 
белок, состоящий  из  34  аминокислотных остат­
ков, показанный для Y. pestis biovar Orientalis str. 
PEXU2. Изменения количественных и  качествен­
ных характеристик на  масс-спектрах Y. pestis EV 
НИИЭГ, выращенного на  среде с  ПО, сопровожда­
лись повышением его иммуногенной и  протектив­
ной активности. 

Таким образом, в  данной работе эксперимен­
тально обоснована возможность использования 
азоксимера бромида для повышения иммуноген­
ной и  протективной активности вакцинного штам­
ма чумного микроба. Показано, что внесение ПО 
в  среду культивирования вызывает значимое по­
вышение иммуногенности вакцинного штамма 
Y.  pestis EV НИИЭГ, характеризующееся ростом 
продукции антител к капсульному антигену F1 чум­
ного микроба и выраженным усилением защитного 
действия вакцинного штамма Y. pestis EV линии 
НИИЭГ при моделировании бубонной формы чумы 
на  двух видах экспериментальных животных  – 
мышах линии BALB\c и  морских свинках при от­
сутствии негативного влияния на  безвредность 
вакцинного штамма. Разработанный подход позво­
ляет получить культуру вакцинного штамма чумного 
микроба, обладающего высокой иммуногенностью, 
без использования живого организма (анимали­
зации), клеточных культур. Вопрос о молекулярных 
механизмах этого воздействия является предме­
том дальнейших исследований.

Исследование выполнено при поддержке бюд-
жетного финансирования в  рамках темы НИР 
№ АААА-А16-118011590103-А.

The research was carried out with the support 
of budgetary funding within the framework of  research 
project No. АААА-А16-118011590103-А.
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