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Изучение в эксперименте 
иммунологической активности вакцины 
чумной живой, подвергнутой воздействию 
экстремальной температуры

 
Резюме

В исследовании проведена сравнительная оценка иммунологической активности препаратов вакцины чумной живой (ВЧЖ) при 

оптимальном режиме хранения и после воздействия экстремальной температуры 37 ± 1℃°С в течение 6 суток с последующим 

хранением при 4 ± 2 ℃°С. Полученные в ходе исследования данные свидетельствуют, что образец ВЧЖ, подвергнутый термовоз-

действию, не снизил способности проявлять иммунологическую активность в течение трехлетнего хранения (срок годности пре-

парата) и при вакцинации животных быстрее вызывал увеличение общего количества Т-лимфоцитов и проявление признаков 

гуморального иммунитета.

Вывод: можно прогнозировать более лабильные условия по транспортированию живой бактериальной вакцины без ущерба ее 

качественным характеристикам.

Ключевые слова: иммунизация, вакцина чумная живая, лабораторные животные, микробная клетка Y. pestis EV, метод про-

точной цитометрии, моноклональные антитела, субпопуляционный состав лимфоцитов, иммунологическая память
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Abstract

The study has resulted in the comparative estimate of the immunological activity of the preparations (LPV) with optimal storage mode 

and after exposure to extreme temperature (37 ±  1 °С) ℃ for 6 days, followed by storage at (4 ± 2 °С). Data obtained during the study 

indicate an identical immune response. After-heat LPV sample did not reduce the ability to exercise immunological activity during the 

three-year storage (shelf-life of the drug). When the animals vaccination in this group, total number of T-lymphocytes are increased and 

signs of humoral immunity are shown earlier. Thus, we can predict more labile conditions on the transportation of live bacterial vaccine 

without compromising its characteristics.

Key words: Immunization, live plague vaccine, laboratory animals, microbial cell Y. pestis EV, flow cytometry, monoclonal antibodies, 

subpopulations of lymphocytes, immunological memory

Введение
Профилактическая эффективность вакцины 

чумной живой (ВЧЖ) доказана многолетним опы-
том ее применения [1]. Функциональным началом 
препарата является живая микробная клетка.

Ключевую роль в вакцинном препарате выпол-
няют клетки производственного штамма Yersinia 
pestis EV линии НИИЭГ [2]. По мере накопления зна-
ний об иммунобиологических свойствах Y. pestis EV 
и внедрении современных технологий отечествен-
ными исследователями была доказана полная без-
опасность штамма при вакцинации людей [3].

Определяющее значение в создании противо-
чумного иммунитета принадлежит клеточным фак-
торам. Изменения клеточного состава лимфоидных 
фолликулов селезенки и лимфоузлов (увеличение 
бластоцитарной и плазмоцитарной активности, ги-
перплазия ретикулярной ткани, лимфоидная гипер-

плазия) свидетельствуют об усилении иммуноцито-
поэтических функций органов иммунной системы, 
что является важным показателем перестройки 
организма при иммунизации вакцинным препара-
том [4].

Для характеристики свойств иммуностимули-
рующих препаратов важна оценка интенсивности 
дегрануляции нейтрофилов – процесс, определя-
ющий высвобождение медиаторов, регулирующий 
активность клеточных рецепторов, а также актив-
ность продуцируемых различными клетками цито-
кинов [5].

Оценка цитоэнзимохимических показателей 
полиморфно-ядерных лейкоцитов при различных 
типах инфекционно-вакцинального процесса по 
активности миелопероксидазы (МПО) и содержа-
нию неферментных катионных белков (НКБ) может 
служить основанием для характеристики иммунной 
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активности организма в течение инфекционного 
процесса, а также позволяет оценить иммунную 
реакцию на введение вакцинного штамма [6]. 

Для характеристики отдельных звеньев им-
мунной системы применяются методы проточной 
цитометрии (МПЦ). Определение числа зрелых 
Т-лимфоцитов (CD3+) и их субпопуляций – хелперов 
(CD4+) и цитотоксических Т-лимфоцитов (CD8+) – 
играет важную роль в понимании механизмов за-
щиты от опасной инфекции [7].

Эффективность ВЧЖ определяет уровень ее 
иммунологической активности. Мы изучали изме-
нение иммунобиологических показателей крови у 
белых мышей, вакцинированных ВЧЖ, подвергну-
той термовоздействию. Выбор продолжительно-
сти температурного воздействия 37 ± 1 °С про-
диктован требованиями Фармакопейной статьи 
(ФСП) к производству ВЧЖ (термостабильность не 
может быть менее 4-х  суток) и поиском возмож-
ности более лабильных условий транспортировки 
вакцинного препарата, не снижающих его каче-
ства [8]. Поэтому срок температурного воздействия 
37 ± 1 °С в нашем эксперименте увеличен до  
6 суток. При этом принималось во внимание, что 
к транспортировке и хранению живых бактерий-
ных вакцин предъявляются требования «холодовой 
цепи» [9]. 

Цель работы – изучение в динамике субпо-
пуляционного состава лимфоцитов в крови белых 
мышей, иммунизированных ВЧЖ, хранившейся с 
соблюдением холодовой цепи, и ВЧЖ, подверг-
шейся воздействию высоких температур в течение 
6-ти суток.

Материалы и методы
В качестве биомодели для проведения экспе-

риментального исследования применялись нели-
нейные лабораторные мыши весом 18 – 20 г, вы-
деленные в две группы по 48 особей в каждой. 
Животные иммунизировались подкожно в дозе 
100 тыс. микробных клеток коммерческим препа-
ратом ВЧЖ (серия 5 – 10, 2010 г. выпуска), хра-
нившимся при температуре 4 ± 2 °С в условиях хо-
лодовой цепи в течение всего срока годности  (EV) 
и его аналогом (EV6), подвергнутым воздействию 
температуры 37 ± 1 °С в течение 6 суток с после-
дующим хранением до 3-х-лет при температуре 4 
± 2 °С. Забор крови проводился на 7-е, 14-е, 21-е, 
25-е, 30-е, 45-е, 60-е и 90-е сутки у 6 животных из 
обеих групп с последующим анализом на проточ-
ном цитометре FACSCalibur (Becton Dickinson, США) 
с помощью универсальной программы Cell Quest.

Для изучения клеточного звена иммунитета опреде-
ляли субпопуляционный состав лимфоцитов с исполь-
зованием моноклональных антител к антигенам лим-
фоцитов мыши: CD3+ (Т-лимфоциты), CD4+ (Т-хелперы), 
CD8+ (Т-цитотоксические), CD19+ (В-лимфоциты), 
CD44+ (клетки памяти) фирмы Invitrogen (США).

Фагоцитарную активность клеток перифери-
ческой крови выявляли с помощью теста, осно-

ванного на регистрации поглощения объектов 
фагоцитоза. Оценивалась активность всех типов 
фагоцитирующих клеток, потенциально способных 
к фагоцитозу: нейтрофилов, эозинофилов, моноци-
тов. В качестве объекта фагоцитоза использовали 
взвесь пекарских дрожжей в концентрации (10 х 8 
клеток в мл). Приготовленные мазки фиксировали 
метанолом и окрашивали по Романовскому-Гимзе. 
Результат оценивали подсчетом 200 клеток, спо-
собных к фагоцитозу.

В основе реакции НСТ-теста лежит восстанов-
ление в цитоплазме нейтрофилов нитросинего те-
тразолия до диформазана под влиянием суперок-
сидного аниона. Диформазан имеет вид черных 
гранул, количество которых меняется в зависимо-
сти от степени активации клетки. Окраску мазков 
проводили азуром-2 после фиксации их метано-
лом. Подсчет вели в 200 нейтрофилах крови.

При изучении уровня миелопероксидазы мазки 
крови фиксировали в спирт-формалиновом реак-
тиве. В качестве субстрата использовали бензи-
дин. Содержание миелопероксидазной активности 
в нейтрофильных гранулоцитах определяли также 
полуколичественным методом, рассчитывая сред-
ний цитохимический коэффициент по формуле, 
предложенной В.Е. Пигаревским [10].

Полученные данные обрабатывали методами 
вариационной статистики. Результаты выражали в 
виде средней выборочной  Х  и ошибки средней  m. 
Достоверность различий средних величин оцени-
вали с помощью непараметрического критерия 
Манна–Уитни (для независимых выборок). Разли-
чия считались достоверными при уровне значимо-
сти р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Долговременная (до 45 суток) сравнительная 

оценка иммунного ответа мышей на введение ЕV 
и ЕV6 (1 год хранения) не выявивила принципи-
альных отличий [11, 12]. Результаты дальнейшего 
длительного (90 суток) изучения действия вакцин-
ных препаратов (EV и EV6) через 2 года хранения 
в оптимальных условиях при 4 ± 2 °С приведены 
в таблице 1.

Представленные результаты МПЦ наглядно демон-
стрируют значительное количество В-лимфоцитов 
в крови белых мышей, иммунизированных EV6, 
– 47,5 ± 0,5% по сравнению с группой мышей, 
првитых EV. Общее количество Т-лимфоцитов 
(CD3) у привитых EV6 ниже по сравнению с дву-
мя другими анализируемыми группами, уровень 
Т-цитотоксических (CD8) выше в группе, вакцини-
рованных EV – 23,4 ± 2,6%. Экспериментальный 
вакцинный препарат (EV6) проявляет преимуще-
ственно признаки развития иммунитета по  гумо-
ральному типу.

Понять эти механизмы предстояло в расширен-
ном опыте с различными сроками исследования 
после иммунизации вакцинными образцами в за-
ключительный третий год хранения. Наблюдения 
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также осуществлялись в течение 3-х месяцев после 
иммунизации (рис. 1).

Представленные данные наглядно демонстриру-
ют, что процент лимфоцитов, экспрессирующих CD3 
в процессе развития иммунного ответа, поднима-
ется в обеих группах вакцинированных животных, 
особенно в группе EV6, где пик значения наблю-
дается уже на 14-е сутки – 84,2 ± 7,0%. В группе 
EV максимальный подъем регистрируется в более 
поздний период (60 суток) и составляет – 80,4 ± 
4,3%.

Информативными оказались данные по количе-
ству В-лимфоцитов (CD19) – абсолютный подъем 
содержания их в крови отмечался уже на 14 сутки у 
привитых EV6 – 44,1 ± 2,3% против – 17,6 ± 2,3% 
у иммунизированных EV; на 60-е сутки произошло 
статистически значимое снижение – до 7,3 ± 1,2% 

в группе привитых EV и у EV6 – до 21,5 ± 2,9%, 
которое сменилось подъемом на 90-е сутки соот-
ветственно до 43,4 ± 5,8% и 33,5 ± 3,8% (рис. 2).

На рисунке 2 виден статистически значимый 
подъем уровня экспрессии CD8 на 21-е сутки в 
группе привитых EV6 – 47,9 ± 3,7%, EV – 19,8 ± 
1,2%, и в дальнейшем экспрессия выше в группе 
привитых EV6, чем в группе привитых EV. 

Уровень CD4 в группе мышей, привитых EV, бо-
лее высок по сравнению с группой привитых EV6 
начиная с 14-х суток исследования и до его оконча-
ния, однако статистически значимых отличий меж-
ду двумя анализируемыми группами не выявлено 
на всем протяжении исследования.

Анализ течения отдаленных этапов поствак-
цинального периода свидетельствует о том, 
что количество лимфоцитов, экспрессирующих 

Таблица 1. 
Динамика содержания Т- и В-лимфоцитов в крови белых мышей в процессе иммунного ответа 
на EV и EV6 через 2 года их хранения

Лимфоциты
Сравнительные образцы исследования

после воздействия t 37 ± 1 °C℃ (EV6), % хранение при t 4 ± 2 ° С (EV), %

CD3 49,0 ± 0,0 58,5 ± 3,9

CD4 30,5 ± 4,5 31,4 ± 3,0

CD8 15,5 ± 2,5 23,4 ± 2,6

CD19 47,5 ± 0,5 28,4 ± 2,8

Рисунок 1. 
Динамика CD3 и CD19 в процессе иммунного ответа у белых мышей при вакцинации вариантами EV и EV6
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Рисунок 2. 
Динамика СД8 в процессе иммунного ответа у белых мышей при вакцинации EV и EV6

Рисунок 3. 
Содержание CD44-клеток памяти в отдаленные сроки после иммунизации EV и EV6
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CD44-рецепторы, имеет статистически значимое 
повышение уровня у иммунизированных особей 
обеих групп по сравнению с контролем. Количе-
ственные показатели несколько выше у привитых 
EV6 – 94,1 ± 1,8%, чем у привитых EV – 85,4 ± 4,1% 
(рис. 3).

Фагоцитарная и функциональная активность 
нейтрофилов у первой и второй групп представле-
на на рисунке 4.

На 21-е сутки наблюдается статистически зна-
чимое увеличение фагоцитарной активности ней-
трофилов в группе привитых EV6 – 53,0 ± 2,1% 
по сравнению с группой привитых EV – 35,5 ± 
1,5%, но на заключительном этапе исследования 
эти значения в группах меняются местами – соот-
ветственно 56,7 ± 3,8% и 71,5 ± 0,5%.

Сравнительная оценка функциональной актив-
ности нейтрофилов на 21 сутки эксперимента по-
казала статистически значимое повышение актив-
ности в группе иммунизированных EV6 (4,5 ± 0,5%) 
по сравнению с группой привитых EV (1,7 ± 0,3%). 
При исследовании показателей МПО и НКБ во все 
сроки наблюдения статистически значимых разли-

чий между группами животных, вакцинированных 
EV и EV6, не выявлено.

Выводы
1.	 Иммунобиологические показатели крови белых 

мышей свидетельствуют о том, что у EV6, несмо-
тря на 6-ти суточне нарушение холодовой цети, 
не снизилась способность проявлять иммуноло-
гическую активность в течение трехлетнего хра-
нения (срок годности препарата). 

2.	 У вакцинированных EV6 животных раньше уве-
личивается общее количество Т-лимфоцитов и 
быстрее проявляются признаки гуморального 
иммунитета, отмечается увеличение количества 
моноцитов, нейтрофилов на начальной стадии 
поствакцинального процесса по сравнению 
с мышами, привитыми EV.

3.	 Превышение при хранении и транспортировке 
ВЧЖ нижнего уровня термостабильности в 1,5 
раза в течение 6 суток не снизило ее иммуноло-
гической активности, что дает возможность для 
расширения условий транспортирования вак-
цинного препарата без ущерба его качеству.

Рисунок 4. 
Фагоцитарная и функциональная активность нейтрофилов в крови белых мышей в процессе иммунного ответа 
на введение EV и EV6
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ИНФОРМАЦИЯ ВОЗ

Постлицензионный опыт применения пероральной противохолерной вакцины: 
плановый обзор 

Резюме статьи S. Martin, A.-L. Lopez, A. Bellos, J. Deen, M. Ali, K. Alberti et al. «Post-licensure deployment of oral 

cholera vaccines: a systematic review»

Цель. Описать и проанализировать особенно-
сти кампаний по проведению пероральной вакци-
нации против холеры, включая места проведения, 
целевые группы населения, логистику, охват вак-
цинацией и стоимость доставки вакцины. 

Методы. Поиск был осуществлен в базах дан-
ных PubMed, на сайте ВОЗ и в Кокрановской без 
каких-либо ограничений по датам или языку. Были 
проведены беседы с сотрудниками органов здра-
воохранения, экспертами в данной области и в 
министерствах здравоохранения, а также прове-
ден целенаправленный поиск через поисковые 
системы в Интернете. 

Результаты. Всего было проанализировано 
33 документа. В одной стране, во Вьетнаме, пе-
роральная вакцинация против холеры является 
частью программы здравоохранения и с 1997 
по 2012 год там было введено приблизительно  
10,9 млн доз вакцины. 

Кроме того, более 3 млн доз двух перораль-
ных противохолерных вакцин, получивших положи-
тельную  оценку ВОЗ, было введено в ходе более  
16 кампаний по всему миру с 1997 по 2014 год. 
Эти кампании носили либо превентивный, либо ре-
активный характер и проводились в разных усло-
виях, например в лагерях беженцев или в местах 
природных катастроф. По приблизительным под-
счетам, по две дозы получили 46 – 88% лиц целе-
вых групп. Приблизительная стоимость доставки в 
расчете на одного прошедшего полную иммуниза-
цию человека варьировалась в пределах от 0,11 
до 3,99 доллара США. 

Вывод. Опыт проведения кампаний перораль-
ной вакцинации против холеры продолжает нака-
пливаться, и официальные лица органов здравоох-
ранения имеют воозможность им воспользоваться. 

Источник: Bull World Health Organ 2014;92: 
881–893. Doi: 10.2471/BLT.14.139949 




