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Резюме

Актуальность. Чума – это опасное природно-очаговое бактериальное заболевание, включенное в перечень болезней, 

подлежащих санитарной охране территории на национальном и международном уровнях, и способное формировать 

чрезвычайную ситуацию в общественном здравоохранении. В 2014–2016 гг. в Республике Алтай зарегистрировано 

3 случая бубонной чумы среди местных жителей, что послужило поводом для проведения комплекса профилактических 

мероприятий.

В настоящей работе представлены результаты комплексного исследования иммунного статуса людей, вакцинированных (ревак-

цинированных) против чумы, проживающих и осуществляющих свою трудовую деятельность на территории Горно-Алтайского 

высокогорного природного очага.

Материалы и методы. Исследование полученного от 60 добровольцев клинического материала включало определение функ-

циональной активности фагоцитирующих клеток в НСТ-тесте, продукции цитокинов IFN-γ, IL-4 и TNF-α, титров специфических 

антител IgG к капсульному антигену чумного микроба и концентраций основных классов иммуноглобулинов в сыворотке крови 

иммуноферментным анализом, а также иммунофенотипирование лимфоцитов крови посредством проточной цитофлуориме-

трии и определение аллелей генов HLA II класса полимеразной цепной реакции. Результаты. Материалы сравнительного 

исследования позволили установить ряд важнейших параметров, свидетельствующих об активации звеньев как клеточного, так 

и  гуморального иммунитета организма людей, вакцинированных против чумы. Определены часто встречаемые аллели генов 

HLA-DRB1, HLA-DQB1 и HLA-DQA1. Выявлены их возможные ассоциации с уровнем продукции TNF-α и IL-4, а также с отно-

сительным содержанием Т-хелперов и CD3-CD16+-клеток. Заключение. Полученные результаты свидетельствуют об иммун-

ной перестройке организма людей, вакцинированных против чумы. В условиях обострения эпидемиологической обстановки 

подтверждена относительная иммунологическая эффективность и безопасность живой чумной вакцины. Тем не менее, для 

полноценной характеристики иммунологической реактивности людей, вакцинированных (ревакцинированных) живой чумной 

вакциной, и совершенствования стратегии специфической профилактики чумы в природных очагах этой инфекции необходим 

дальнейший иммунологический мониторинг.

Ключевые слова: природный очаг чумы, вакцинация, чума, иммуноглобулин, цитокин, кровь, HLA 
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Abstract

Background. Plague is a dangerous natural-focal bacterial disease that can cause emergencies of interstate significance. In 2014–

2016, three bubonic plague cases were registered among local residents in the Republic Altai. This circumstance was the reason for 

implementation of complex preventive measures. Comprehensive studies of the immune status of humans vaccinated (revaccinated) 

with live plague vaccine are presented in this paper. These people constantly reside and work at the territory of Gorno-Altai high-

mountain natural plague focus. Methodology. The study of the clinical material (blood) from 60 volunteers included the determination 

of the functional activity of phagocytic cells, the production of IFN-γ, IL-4 and TNF-α cytokines, the titre of specific IgG anti-bodies 

to the capsular antigen of the plague microbe and the concentrations of the main classes of immunoglobulins in blood serum by enzyme 

immunoassay, as well as immunophenotyping of blood lymphocytes through flow cytometry and the de-termination of the alleles 

of HLA class II genes by a polymerase chain reaction. Results. The materials of these studies made it possible to determine a number 

of important parameters indicative of the cellular and humoral immunity activation in humans immunized against plague. Frequently 

occurring alleles of the HLA-DRB1, HLA-DQB1 and HLA-DQA1 genes were defined. Possible associations of these alleles with the levels 

of TNF-α and IL-4 production, as well as with the relative content of T-helpers and CD3-CD16+ cells were revealed. Conclusions. 

The obtained results indicate the immune reconstruction of the humans immunized against the plague. The immunological efficiency 

and safety of live plague vaccine were confirmed during the exacerbation of the epidemiological situation in active natural plague focus. 

Nevertheless, further immunological monitoring is necessary to fully characterize the immunological reactivity of the humans vaccinated 

(revaccinated) with live plague vaccine, and to improve the strategy for specific plague prevention in natural foci.

Key words: natural plague focus, vaccination, plague, immunoglobulin, cytokine, blood, HLA
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Введение
Как известно, чума – это опасное природ-

но-очаговое бактериальное заболевание, воз-
будителем которого является Yersinia pestis, 
уносившее в  прошлом сотни тысяч человеческих 
жизней [1,  2]. Однако и по сей день эта болезнь 
представляет для людей большую угрозу несмотря 
на успехи медицины в ее диагностике, лечении 
и профилактике [3–5].

На территории Российской Федерации распо-
ложены 11 природных очагов чумы. В настоящее 
время самым активным как в эпизоотологиче-
ском, так и в эпидемиологическом отношении 
является Горно-Алтайский высокогорный при-
родный очаг, расположенный на территории 
Кош-Агачского района Республики Алтай [6]. 
Повышение эпидемического потенциала этого 
очага связывают с появлением штамма возбудите-
ля чумы основного подвида Y. pestis ssp. pestis с вы-
сокой вирулентностью [7]. Так, в 2014–2016  гг. 
в  этом районе зарегистрировано 3 случая забо-
левания местных жителей бубонной формой чумы 
[8, 9]. Данное обстоятельство послужило причи-
ной проведения комплекса противоэпидемиче-
ских мероприятий, включающих массовый охват 
населения, проживающего на данной террито-
рии, профилактической иммунизацией согласно 
Федеральному закону от  17.09.1998 № 157 ФЗ 
«Об иммунопрофилактике инфекционных болез-
ней» и Приказу Минздрава Российской Федерации 
от 21.03.2014 г. №125н «О  национальном кален-
даре профилактических прививок и календаре 
профилактических прививок по эпидемическим 
показаниям». 

В Российской Федерации для специфической 
профилактики чумы применяется живая чумная 
вакцина (ЖЧВ) на основе штамма Yersinia pestis EV 
линии НИИЭГ производства ФКУЗ «Ставропольский 
НИПЧИ» Роспотребнадзора. Данный препарат име-
ет государственную регистрацию и вызывает раз-
витие иммунитета длительностью до года [10, 11].

Поскольку в настоящее время отсутствуют ут-
вержденные стандарты для оценки уровня поствак-
цинального иммунитета у людей, вакцинированных 
ЖЧВ, актуальным направлением исследований 
является изучение истинного состояния их имму-
нитета (фактической привитости) и поиск марке-
ров [12], свидетельствующих о его напряжённости.

Цель работы – оценить состояние ряда пока-
зателей клеточного и гуморального иммунитета 
у вакцинированных (ревакцинированных) ЖЧВ лю-
дей, постоянно проживающих и осуществляющих 
свою трудовую деятельность на территории Горно-
Алтайского высокогорного природного очага чумы.

Материалы и методы
В работе изучены показатели иммунитета 

у  60  добровольцев, ранее не вакцинированных 
против чумы, проживающих в с. Кош-Агач (Кош-
Агачский район, Республика Алтай, Россия) и дав-
ших письменное информированное добровольное 
согласие для участия в исследовании. Критерием 
включения в исследование служили: отсутствие 
в  анамнезе вакцинации и противопоказаний 
к  вакцинации ЖЧВ в соответствии с инструкцией 
по  применению данной вакцины, возраст не мо-
ложе 18 лет и отсутствие аллергических заболева-
ний. Работа была одобрена в 2016 г. Комитетом 
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по биомедицинской этике при Иркутском противо-
чумном научно-исследовательском институте.

По этническому признаку распределение в ис-
следуемой группе было следующим: казахи – 73%, 
алтайцы – 20% и русские – 7%. При этом из всей 
группы 77% женщин и 83% мужчин входили в воз-
растную группу от 25 до 50 лет. Большая часть жен-
щин (90%) были медицинскими работниками.

Вакцинацию и ревакцинацию людей проводили 
медицинские работники БУЗ РА «Кош-Агачская РБ» 
в соответствии с Санитарно-эпидемиологическими 
правилами СП 3.1.7.2492-09 «Профилактика чумы» 
однократно накожным способом с использовани-
ем коммерческой ЖЧВ (ФКУЗ Ставропольский на-
учно-исследовательский противочумный институт 
Роспотребнадзора), которая представляет собой 
лиофилизированную живую культуру вакцинного 
штамма чумного микроба Y. pestis EV линии НИИЭГ. 
Ревакцинацию осуществляли через 12 месяцев.

Забор клинического материала (перифериче-
ская кровь) из локтевой вены проводили непосред-
ственно перед вакцинацией (1 срок наблюдения), 
через 1 (2 срок), 6 (3 срок) и 12 месяцев (4 срок) 
после вакцинации, а также через 1 (5 срок), 
3  (6  срок) и 6 месяцев (7 срок) после ревакци-
нации с помощью вакуумных систем для взятия 
крови (Improve, Китай и Vacutest Kima, Италия). 
Из  крови выделяли сыворотку по стандартной ме-
тодике (кровь с активатором свертывания и гелем 
отстаивали при комнатной температуре не менее 
30 мин и центрифугировали при 3000 об/мин в те-
чение 10 мин). Для определения уровня продук-
ции цитокинов кровь с антикоагулянтом (гепарин) 
предварительно смешивали с питательной средой 
RPMI 1640 (ООО «ПанЭко», Россия), содержащей 
100  мкг/мл гентамицина (ООО «ПанЭко», Россия), 
в  соотношении 1:4. В опытные пробы вносили 
по  100 мкл Т-клеточного митогена конканавалин 
А (ООО «ПанЭко», Россия) в концентрации 15 мкг/мл,  
а в контрольную – забуференного физиологическо-
го раствора (ЗФР), и инкубировали 24 ч при 37 °С.

Полученный клинический материал иссле-
довался согласно разработанным в РосНИПЧИ 
«Микроб» методическим рекомендациям «Оценка 
уровня иммунитета у лиц, вакцинированных (ре-
вакцинированных) против чумы» (Саратов, 2015 г.). 
Исследование включало определение функци-
ональной активности фагоцитирующих клеток, 
спонтанной и митогениндуцированной продук-
ции биомаркерных цитокинов (IFN-γ, IL-4, TNF-α) 
клеток крови, титров специфических антител IgG 
к капсульному антигену F1 чумного микроба и кон-
центраций основных классов иммуноглобулинов 
(IgM,  IgG, IgA и IgE) в сыворотке крови, а также 
иммунофенотипирование лимфоцитов крови (CD3, 
CD4, CD8, CD16, CD19) и определение аллелей ге-
нов HLA II класса методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР).

Определение функциональной активно-
сти фагоцитирующих клеток проводили в тесте 

восстановления нитросинего тетразолия (НСТ-тест) 
с микропланшетным фотометрическим способом 
учета, для чего периферическую кровь с гепари-
ном смешивали с 3% раствором желатина в соот-
ношении 1:3 и инкубировали при 37 °С в течение 
30 мин. После отбирали верхний слой и центрифу-
гировали 10 мин при ускорении 200 g (1000 об/мин)  
на холоде. Взвесь лейкоцитов трижды промывали 
раствором Хенкса, ресуспендировали в среде 199 
(ООО «ПанЭко», Россия) и доводили до концентра-
ции 2,0 · 106 кл/мл. НСТ-тест проводили в  двух 
вариантах согласно методическим рекоменда-
циям: спонтанном и индуцированном (с  внесени-
ем в инкубационную среду индуктора – латекса 
(ООО «ПанЭко», Россия)). Оптическую плотность (ОП) 
определяли на автоматическом ридере ELx 808  IU 
(Biotek Instruments Inc, США) при длине волны 
630  нм. Рассчитывали индекс активации (ИА): ОП 
опыт/ОП контроль.

Количественное определение уровня цитоки-
нов в спонтанной/индуцированной Т-клеточным 
митогеном конканавалином А пробах и основ-
ных классов иммуноглобулинов оценивали ме-
тодом твердофазного иммуноферментного 
анализа (ИФА) с использованием коммерческих 
тест-систем ЗАО «Вектор-Бест» (р. п. Кольцово, 
Новосибирская область) согласно инструкциям 
производителя. Концентрацию цитокинов выра-
жали в пг/мл, а иммуноглобулинов – в мг/мл 
(классы M, G и A) и  МЕ/мл (класс Е). Для оцен-
ки титра специфических антител к капсульному 
антигену F1 чумного микроба использовали имму-
ноферментную тест-систему «ИФА-Ат-Ф1 Yersinia 
pestis» (ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб», г. Саратов). 
Учет оптической плотности осуществляли на авто-
матическом ридере ELx 808 IU (Biotek Instruments 
Inc, США).

Фенотип лимфоцитов определяли с использова-
нием сертифицированных моноклональных анти-
тел (МКАТ, производства 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 производите-
ля. В пробирку для цитофлуориметрического ана-
лиза добавляли 50 мкл крови с ЭДТА и 75 мкл 
коктейля МКАТ, перемешивали на вортексе и  ин-
кубировали при 4 °С в темноте в течение 30 мин. 
Лизис эритроцитов проводили с помощью BD 
FACSTM Lysing solution (Becton Dickinson, США) со-
гласно инструкции. Затем образцы центрифугиро-
вали при 300 g в течение 5 мин с последующим 
двухкратным отмыванием ЗФР. По завершении 
процесса отмывания клеток осажденные лейко-
циты ресуспендировали в 450 мкл ЗФР. Анализ 
окрашенных МКАТ образцов проводили на проточ-
ном цитофлуориметре BD FACSCanto™ II (Becton 
Dickinson, США) в программе BD Diva 6.0. В каждой 
пробе анализировалось не менее 10000 клеток. 
Для изучения клеточного звена определяли сле-
дующие субпопуляции лимфоцитов: Т-лимфоциты 
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(CD3+), Т-хелперы (CD3+CD4+), цитотоксические 
Т-лимфоциты (CD3+CD8+), NK-клетки (CD3-CD16+) 
и В-лимфоциты (CD19+). Рассчитывали иммуноре-
гуляторный индекс (ИРИ) по формуле: CD3+CD4+/
CD3+CD8+ у.е.

Аллели генов гистосовместимости HLA II клас-
са определяли с помощью коммерческих наборов 
реагентов для типирования генов DRB1, DQB1 
и  DQA1 (ООО «НПО ДНК-Технология», Россия) ме-
тодом полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
с детекцией результатов в режиме реального вре-
мени согласно инструкции производителя. Для 
этого предварительно выделяли ДНК из перифери-
ческой крови с ЭДТА с помощью комплектов реа-
гентов Проба-Рапид-Генетика и Проба-ГС-Генетика 
(ООО «НПО  ДНК-Технология», Россия) согласно ру-
ководству по  применению. Детекцию результатов 
осуществляли на амплификаторе детектирующем 
ДТПрайм (ООО «НПО ДНК-Технология», Россия) 
в  программном обеспечении RealTime_PCR 
версии 7.3.

Статистическую обработку данных проводили 
с использованием пакета прикладных программ 
«STATISTICA» версия 6.1 непараметрическими 
критериями Уилкоксона и Фридмана для парных 
и  множественных сравнений соответственно, кор-
реляционного анализа Спирмена (rs) и критерия 
согласия кси-квадрат. Полученные данные выража-
ли в виде медианы (Me) и диапазона квартильных 
отклонений (Q25% – Q75%). При этом различия 
считали достоверными при уровне значимости 
Р < 0,05.

Результаты и обсуждение
В процессе исследования в динамике сыворо-

ток крови, полученных от людей, проживающих на 
территории Горно-Алтайского природного очага 
чумы, ранее нами было показано, что через месяц 
после прививки ЖЧВ процент положительной се-
роконверсии не достигает 100% (рис. 1) [13]. По на-
шим результатам, сероконверсия, т.е. 4-кратный 
прирост титра антител к F1 Y. pestis по сравнению 
с исходным уровнем, отмечалась в 91% случаев, 
при этом средний титр был равен 1:197,6. Тем 
не менее, только у 48% вакцинированных зафикси-
рован уровень специфических антител к F1 чумно-
го микроба, превышающий диагностический титр 
1:80. Однако уже через 6 месяцев лишь в 4% слу-
чаев титр специфических IgG к фракции 1 чумного 
микроба соответствовал уровню диагностическо-
го [13]. Аналогичная картина наблюдалась и через 
год после вакцинации ЖЧВ.

Данные, полученные через месяц после ревак-
цинации, показали, что титр специфических IgG 
к  капсульному антигену чумного микроба превы-
шал уровень диагностического только в 16%, а че-
рез 3 месяца – в 76% случаев. Примечательно 
то, что через 3 месяца после ревакцинации уро-
вень сероконверсии внутри исследуемой группы 
достигал 100% и спустя полгода сохранялся у 39% 
ревакцинированных людей. Следует отметить, что 
через полгода после ревакцинации уровень серо-
конверсии был достоверно выше по сравнению 
с  аналогичным показателем после вакцинации 
(P  =  0,001). Кроме того, высокие титры IgG к  F1 

Рисунок 1.
Процентное соотношение титров антител к F1 Y. pestis у людей, вакцинированных/ревакцинированных ЖЧВ
Figure 1. Percentage titres of antibodies to F1 Y. pestis in humans vaccinated/revaccinated with live plague vaccine

Примечание: �1 – титр АТ меньше диагностического; 2 – титр АТ на уровне диагностического; 3 – титр АТ выше диагностического; А – через 
месяц после вакцинации; Б – через 6 месяцев после вакцинации; В – через 12 месяцев после вакцинации; Г – через месяц 
после ревакцинации; Д – через 3 месяца после ревакцинации; Е – через 6 месяцев после ревакцинации.

Note: �1 – antibody titre is less than diagnostic; 2 – antibody titre at the diagnostic level; 3 – antibody titre higher than diagnostic; A – 1 month after 
vaccination; B – 6 months after vaccination; B – 12 months after vaccination; D – 1 month after the revaccination; D – 3 months after the 
revaccination; E – 6 months after the revaccination.
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чумного микроба были статистически значимо 
выше в группе казахов (P = 0,039).

При сравнительном анализе показателей основ-
ных классов иммуноглобулинов в сыворотке крови 
людей индикаторной группы установлено статисти-
чески значимое повышение концентрации общего 
IgE через 1, 6, 12 месяцев после проведения вак-
цинации и месяц после ревакцинации в среднем 
в 2,2 раза по сравнению со значениями данного 
показателя до проведения специфической профи-
лактики (табл. 1). Установлено, что уровни IgM и IgA 
через месяц после вакцинации людей против чумы 
тоже были достоверно выше (P <  0,01). Выявлена 
корреляционная связь между концентрациями 
этих иммуноглобулинов (rs =  0,46, P = 0,0002), 
которая возрастала на 3-й (rs = 0,63, P  < 0,0001) 
и 4-й (rs = 0,69, P < 0,0001) сроки наблюдения. 
Снижение концентрации IgA имело фазный харак-
тер и наблюдалось через 6 месяцев после вакци-
нации/ревакцинации, в то время как уровень IgM 
падал к 6 месяцу после вакцинации и  сохранял 
относительно низкие значения до  5  срока наблю-
дения. Также имело место достоверное снижение 
концентрации IgG через полгода после проведе-
ния прививки (Р < 0,001). Достоверных различий 
в  последующие сроки наблюдения не выявлено. 
При  этом все выявленные изменения концентра-
ций основных классов иммуноглобулинов варьи-
ровали в пределах референсных значений [14, 15].

Цитокины периферической крови отражают те-
кущее состояние работы иммунной системы и раз-
вития защитных реакций. Согласно литературным 
данным, клеточно-опосредованный противочумный 
иммунный ответ развивается по доминирующему 
Th1 пути, который характеризуется появлением 
патоген-специфических Т-лимфоцитов (T-хелперы 
1  типа), синтезирующих IFN-γ и TNF-α [16]. IFN-γ 
регулирует иммунный ответ и выраженность 
воспалительных реакций и является мощным 
активатором макрофагов, гранулоцитов, клеток эн-
дотелия и индуктором экспрессии молекул главного 

комплекса гистосовместимости; TNF-α способству-
ет увеличению числа Т- и В-лимфоцитов и является 
основным стимулятором для нейтрофилов и  эндо-
телиальных клеток, способствуя их адгезии и даль-
нейшему хемотаксису в очаг воспаления [17].

Для определения цитокин-секреторной функции 
иммунокомпетентных клеток оценивали продуци-
рующую способность клеток в спонтанной и  инду-
цированной пробах в культуральной среде методом 
иммуноферментного анализа. При этом спонтан-
ная продукция цитокинов в культуре свидетель-
ствует о том, что клетки уже активированы in  vivo 
в результате развития воспаления или иммунопа-
тологических процессов, в то время как индуциро-
ванная продукция цитокинов – о потенциальных 
возможностях активации клеток, что очень важно 
для оценки иммунологической реактивности.

Обнаружены значительные изменения и в си-
стеме цитокинового статуса жителей Кош-Агаского 
района, вакцинированных ЖЧВ. Установлено, что 
у 56% обследованных лиц происходит через месяц 
после вакцинации повышение концентрации TNF-α 
в 1,2 раза в спонтанной и индуцированной пробах 
(рис. 2, A). Это свидетельствует об активации кле-
ток организма, продуцирующих TNF-α в  условиях 
in vivo. Обращает на себя внимание тот факт, что 
продукция этого цитокина после ревакцинации 
снижалась в  среднем в 39,5 раза по сравнению 
с аналогичными показателями после вакцинации 
(P < 0,001). Тем не менее, его уровень находился 
в пределах референсных значений (1–87 пг/мл). 
Следует отметить, что у всех обследованных лиц 
митогенная стимуляция вызывала достоверное по-
вышение выработки TNF-α клетками перифериче-
ской крови в среднем в 3,9 раза по сравнению с их 
спонтанной продукцией во все сроки наблюдения 
(Р < 0,001).

Подобная тенденция была характерна и для 
IFN-γ: статистически значимое повышение уров-
ня содержания через месяц после вакцинации 
в  спонтанных пробах у 65% обследованных лиц 

Таблица 1.
Основные классы иммуноглобулинов, Me (Q25–Q75%)
Table 1. The major classes of immunoglobulins, Me (Q25–Q75%)

Показатель
Index

До 
вакцинации

Before 
vaccination

После вакцинации, месяц
After vaccination, month

После ревакцинации, месяц
After revaccination, month

1 6 12 1 3 6

IgE общ. 
(МЕ/мл)

7,5
(3,0–18,5)

20,5
(3,0–49,0)*

11,0
(4,0–47,5)***

15,0
(6,0–42,0)**

20,0
(10,0–

52,0)***

6,0
(2,0–18,0)

16,0
(4,0–26,0)

IgM
(мг/мл)

2,1
(1,7–2,5)

2,3
(1,6–3,4)**

1,5
(1,0–2,1)***

0,8
(0,5–1,2)***

0,7
(0,6–1,0)***

1,9
(1,6–2,4)

2,4
(0,8–4,9)

IgA
(мг/мл)

1,8
(1,2–2,6)

2,4
(1,5–3,5)**

1,3
(0,7–1,9)***

1,3
(0,9–2,2)

1,5
(1,3–2,1)

1,7
(1,2–2,4)

0,9
(0,4–2,0)*

IgG
(мг/мл)

15,7
(9,8–24,2)

14,2
(10,7–24,3)

10,3
(6,0–15,1)***

14,8
(5,6–25,0)

12,3
(8,6–20,4)

16,0
(9,0–23,2)

13,2
(7,1–19,8)

Примечание: *Р < 0,05, **Р < 0,01, ***Р < 0,001 уровни значимости по отношению к значениям показателя до проведения вакцинации.
Note: *P <0.05, **Р <0.01,***Р < 0,001 – in comparison with the index before vaccination.
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Рисунок 2.
Спонтанная и индуцированная продукция цитокинов (TNF-α, IFN-γ и IL-4) у людей, вакцинированных/
ревакцинированных ЖЧВ, Me (Q25–Q75%)
Figure 2. Spontaneous and induced production of cytokines (TNF-α, IFN-γ and IL-4) in humans vaccinated/revaccinated 
with live plague vaccine, Me (Q25–Q75%)

Примечание: �A – концентрация TNF-α в спонтанной/индуцированной пробах, B – концентрация IFN-γ в спонтанной/индуцированной пробах, 
C – концентрация IL-4 в спонтанной/индуцированной пробах; сроки наблюдения: 1 – до вакцинации, 2 – через месяц после вак-
цинации, 3 – через 6 месяцев после вакцинации, 4 – через 12 месяцев после вакцинации, 5 – через месяц после ревакцинации, 
6 – через 3 месяца после ревакцинации, 7 – через 6 месяцев после ревакцинации; *Р < 0,05, **Р < 0,01, ***Р < 0,001 по сравне-
нию с показателем до вакцинации.

Note: �A – concentration of TNF-α in spontaneous/induced samples, B – concentration of IFN-γ in spontaneous/induced samples, C – concentration 
of IL-4 in spontaneous/induced samples; periods of observation: 1 – before vaccination, 2 – 1 month after vaccination, 3 – 6 months after 
vaccination, 4 – 12 months after vaccination, 5 – 1 month after revaccination, 6 – 3 months after revaccination, 7 – 6 months after the 
revaccination; *P < 0.05, **Р < 0.01, ***Р < 0,001 – in comparison with the index before vaccination
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в 1,8 раза (P < 0,05) и достоверно высокое по от-
ношению к  спонтанным – в индуцированных про-
бах (рис. 2, B). Увеличение уровня IFN-γ также 
наблюдалось через 3 месяца после ревакцинации 
(P < 0,001) с  последующим статистически значи-
мым снижением к 7 сроку исследования. Показано 
снижение концентрации IFN-γ в митоген-индуци-
рованной пробе в сравнении с аналогичным по-
казателем до вакцинации. У всех обследованных 
лиц митогенная стимуляция вызывала достоверное 
повышение выработки IFN-γ клетками перифери-
ческой крови в среднем в 14,9 раза по сравнению 
с их спонтанной продукцией во все сроки наблюде-
ния (Р < 0,001). Выявлена взаимосвязь между из-
менением концентрации IFN-γ и национальностью 
людей индикаторной группы (Р = 0,0008): у казахов 
наблюдалось более выраженное повышение кон-
центрации IFN-γ.

Не менее значимую роль в развитии иммунитета 
играют Т-хелперы 2 типа (Th2), которые активируют 
В-лимфоциты, способствуя развитию гуморального 
иммунного ответа, и, в частности, продуцируют IL-
4. Этот цитокин является костимулятором В-клеток 
и способствует продукции ими антител IgE.

Иммуноферментный анализ количественного 
определения IL-4 показал (рис. 2, C), что стати-
стически значимое снижение концентрации лим-
фокина у людей, вакцинированных ЖЧВ, имело 
место через 1, 6 месяцев после вакцинации и 1, 
3 месяца после ревакцинации живой чумной вак-
циной в сравнении с аналогичным показателем 
до вакцинации как в спонтанной (3,4 и 1,5 раза 
соответственно), так и в индуцированной пробах 
(4,5  и  1,9 раза соответственно). На 7 срок про-
ведения исследования установлено значительное 
повышение концентрации IL-4 по сравнению с ис-
ходным уровнем.

Известно, что направленность специфическо-
го иммунного ответа напрямую зависит от пути 
дифференцировки CD3+CD4+-клеток в Тh1 или 
Тh2 клетки [15, 18]. Поскольку эти две популяции 
Т-лимфоцитов находятся в антогонистических от-
ношениях, наиболее показательным параметром 
оценки функционального баланса Тh1/Тh2 явля-
ется соотношение IFN-γ/IL-4. Так, увеличение соот-
ношения IFN-γ/IL-4 свидетельствует о повышении 
функциональной активности Th1, а уменьшение 
данного соотношения – Th2-лимфоцитов.

Результаты исследований показали, что через 
месяц после вакцинации только в 4% случаев на-
блюдалось смещение в сторону функциональной 
активности Тh2 и снижение соотношения IFN-γ/IL-4 
по сравнению с исходным показателем. В то же вре-
мя у 96% обследованных установлено повышение 
активности Тh1, что сопровождалось увеличением 
концентрации IFN-γ и соответственно соотношения 
IFN-γ/IL-4. Это может свидетельствовать о сдвиге 
после вакцинации в сторону клеточного иммунно-
го ответа. В последующие сроки исследования на-
блюдалась аналогичная картина  – преобладание 

клеточного иммунитета. Можно предположить, 
что недостаточная выработка IL-4 на 5 и 6  сро-
ки приводит к супрессии Th2-лимфоцитов, соот-
ветственно, к  увеличению показателя IFN-γ/IL-4. 
Кардинальное изменение соотношения Тh1 к Тh2 
имело место через 6 месяцев после ревакцина-
ции  – в 92% случаев происходило увеличение 
концентрации IL-4 к  IFN-γ и, соответственно, пре-
обладание гуморального иммунитета.

Наличие специфических антител к антигенам 
Yersinia pestis не всегда коррелирует с защитой 
организма от чумной инфекции, тем более, что 
ведущая роль в формировании противочумного 
иммунитета принадлежит клеточным факторам 
иммунитета. Одним из основных методов оцен-
ки функциональной активности клеток иммунной 
системы, в частности фагоцитирующих, является 
НСТ-тест. Этот метод позволяет не только выявлять 
фагоцитирующие нейтрофилы, но и характеризо-
вать их ферментные системы.

В результате проведенных исследований уста-
новлено, что у людей, проживающих на территории 
Горно-Алтайского высокогорного природного очага 
чумы, ИА фагоцитов непосредственно до прове-
дения вакцинации ЖЧВ составил 0,6 (0,5; 1,1) у.е. 
с последующим повышением фагоцитарной актив-
ности клеток макроорганизма во все сроки на-
блюдения, но показатели не превышали значений 
физиологической нормы – 1,3 [19]. Стоит отметить, 
что через 1 и 3 месяца после ревакцинации эти из-
менения носили статистически значимый характер. 
Обращает на себя внимание тот факт, что ИА после 
ревакцинации через месяц был достоверно выше, 
чем после вакцинации (P = 0,008). Таким образом, 
выявленные изменения показателей неспецифиче-
ской резистентности организма в НСТ-тесте указы-
вают на повышение функциональной способности 
фагоцитирующих клеток после ревакцинации.

Известно, что Т-лимфоциты являются наиболее 
быстро реагирующими на воспалительный про-
цесс иммунокомпетентными клетками. Поэтому 
оценка их содержания – один из наиболее ин-
формативных показателей при изучении состояния 
иммунной системы. Как правило, развитие воспа-
лительного процесса разной этиологии сопрово-
ждается снижением относительного содержания 
Т-лимфоцитов, причем интенсивность воспалитель-
ного процесса зависит от степени снижения дан-
ного показателя. В ходе исследования изменений 
процентного содержания CD3+-клеток после вакци-
нации ЖЧВ зарегистрировано не было (рис.  3,  A). 
Тем не менее, наблюдалась тенденция (P = 0,09) 
к повышению данного показателя через месяц по-
сле вакцинации/ревакцинации. Необходимо от-
метить, что статистически значимое понижение 
данного показателя в среднем в 1,1 раза по срав-
нению с исходным (до вакцинации) имело место 
через 3 месяца после ревакцинации, что, вероят-
но, связано с формированием гуморального им-
мунного ответа.



Э
п

и
де

м
и

ол
ог

и
я 

и
 В

а
кц

и
н

оп
р

оф
и

ла
кт

и
ка

/ 
E

p
id

em
io

lo
gy

 a
n

d
 V

a
cc

in
e 

P
re

ve
n

ti
on

 №
 1

7
 (6

)/
2

0
1

8

94

Практические аспекты эпидемиологии и вакцинопрофилактики 

Practical Aspects of Epidemiology and Vaccine Prevention

Изменений процентного содержания CD3+CD8+-
клеток во все исследуемые периоды не было отме-
чено (рис. 3, C). В то же время после ревакцинации 
наблюдались статистически значимые сдвиги со-
держания Т-хелперов, которые сопровождались из-
менениями ИРИ – повышение на 5 и его снижение 
на 6 сроки наблюдения за счет Т-хелперов (табл. 2). 
Выявленное на 6 срок снижение CD3+CD4+-клеток 
нельзя рассматривать как неблагоприятный при-
знак, поскольку их процентное содержание находи-
лось в пределах референсных значений (рис. 3, B). 
Стоит отметить, что на 2 срок исследования отме-
чалась тенденция (Р = 0,07) к повышению относи-
тельного содержания CD3+CD4+-клеток.

Динамика содержания В-клеток крови отражает 
текущий вакцинальный процесс: после ревакци-
нации повышение их относительного содержания 
(рис. 3, D). Причем у казахов имела место тен-
денция к повышению данной характеристики 
на  6  срок. В ходе корреляционного анализа была 
отмечена связь количественных показателей со-
держания В-клеток на 2 срок наблюдения с уров-
нем IFN-γ (rs = -0,52, P = 0,049).

Известно, что натуральные киллеры (NK) от-
носятся к клеточным факторам неспецифической 
резистентности, которые лизируют клетки-мишени, 
инфицированные вирусами и другими внутрикле-
точными агентами. Нами показано, что динамика 
содержания NK имела фазный характер со стати-
стически значимым повышением через 6 месяцев 
после вакцинации и 3 месяца после ревакцинации 
(рис. 3, E). Возможно, данные изменения не свя-
заны с иммунным ответом на ЖЧВ. Для раскрытия 
механизмов участия NK в развитии поствакци-
нального противочумного иммунитета необходимы 
дальнейшие исследования.

Важными антигенами, обеспечивающими коо-
перацию клеток иммунной системы, являются ан-
тигены HLA класса II (HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR). Гены 
МНС II класса (локусы DP, DQ, и DR) наиболее по-
лиморфны. Известно, что функциональная актив-
ности Т- и В-лимфоцитов, киллерная активность 
NK-клеток, уровень иммуноглобулинов являются 
наследственными факторами и находятся в ассоци-
ативной связи с определенными HLA-антигенами. 
Причем генетически детерминированные различия 
в силе иммунного ответа не меняются в течение 
жизни. Молекулы HLA II класса экпрессируются 

на антингепредставляющих клетках и опосредуют 
взаимодействие CD3+CD4+-клеток, В-лимфоцитов 
и макрофагов в иммунном ответе.

Нами определены аллельные варианты ге-
нов HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR класса II у 60  жи-
телей с.  Кош-Агач Республики Алтай. В ходе 
анализа данных в индикаторной группе были от-
мечены следующие часто встречаемые аллели 
генов: HLA-DRB1*03, *04, *07, *08, *11, *13; HLA-
DQB1*02, *03:01 и HLA-DQA1 *05:01, при этом 
HLA-DRB1*03 (22%), *07 (21%) чаще у казахов. 
По распределению аллелей данного гена среди рус-
ских и алтайцев не отмечено часто встречаемых. По 
отношению к гену HLA-DQB1 можно выделить ал-
лель *03:01, который встречается в 38–77% среди 
казахов, алтайцев и русских. Более 50% казахов 
индикаторной группы имеют аллель HLA-DQB1*02. 
Стоит отметить, что аллель HLA-DQB1*05:03 была 
зарегистрирована лишь у  12% казахов, а HLA-
DQB1*05:02/*05:04 – у 33% русских. Что касается 
распределения аллели HLA-DQA1*05:01, то она вы-
явлена у 62% казахов и алтайцев, а также у 100% 
русских индикаторной группы.

При изучении взаимосвязей между титрами 
специфических антител к F1 чумного микроба и ча-
сто встречаемыми аллелями генов HLA класса II ста-
тистически значимых ассоциаций не выявлено.

При анализе корреляций аллелей генов HLA 
класса II с продукцией цитокинов установлено, что 
HLA-DQB1*02 предположительно ассоциирован 
с повышением синтеза TNF-α на начальных этапах 
исследования (Р = 0,027). Изменения концентра-
ции IL-4, возможно, зависят от наличия в гапло-
типе HLA класса II аллелей генов HLA-DQB1*02 
и HLA-DQA1*05:01 

Дальнейшая работа по выявлению ассоци-
ации аллелей генов HLA класса II с показателя-
ми клеточного иммунитета показала наличие 
взаимосвязей HLA-DQB1*03:01 с содержанием 
CD3-CD16+-клеток.

Таким образом, определены аллельные вариан-
ты генов HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR класса II у людей, 
проживающих в с. Кош-Агач Республики Алтай, ча-
сто встречаемые аллели генов HLA-DRB1*03, *04, 
*07, *08, *11, *13; HLA-DQB1*02, *03:01 и HLA-
DQA1 *05:01 и их возможные взаимосвязи с по-
казателями иммунного статуса после вакцинации/
ревакцинации ЖЧВ.

Таблица 2.
Иммунорегуляторный индекс, Me (Q25%–Q75%)
Table 2. Immunoregulatory index, Me (Q25% -Q75%)

Показатель
Index

До 
вакцинации

Before 
vaccination

После вакцинации, месяц
After vaccination, month

После ревакцинации, месяц
After revaccination, month

1 6 12 1 3 6 

ИРИ 1,1
(1,0–1,5)

1,3
(1,1–1,7)

1,2
(0,9–1,5)

1,2
(1,0–1,5)

1,4
(1,1–1,7)*

1,1
(0,9–1,4)*

1,3
(1,1–1,5)

Примечание: *P < 0,05 по сравнению с исходными (до вакцинации).
Note: *P < 0.05 in comparison with the index before vaccination.
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Рисунок 3.
Динамика содержания натуральных киллеров, Т- и B-лимфоцитов в крови вакцинированных/ревакцинированных 
против чумы людей, Me (Q25–Q75%)
Figure 3. Content dynamics of natural killers, T- and B-lymphocytes in the blood of humans vaccinated / revaccinated 
against plague, Me (Q25 –Q75%)

Примечание: �сроки наблюдения: 1 – до вакцинации, 2 – через месяц после вакцинации, 3 – через 6 месяцев после вакцинации, 4 – через 
12 месяцев после вакцинации, 5 – через месяц после ревакцинации, 6 – через 3 месяца после ревакцинации, 7 – через 6 меся-
цев после ревакцинации; *Р < 0,05; **Р < 0,01 по сравнению с показателем до вакцинации.

Note: �periods of observation: 1 – before vaccination, 2 – 1 month after vaccination, 3 – 6 months after vaccination, 4 – 12 months after vaccination, 
5 – 1 month after revaccination, 6 – 3 months after revaccination, 7 – 6 months after the revaccination; *P < 0.05, **Р <0,01 in comparison with 
the index before vaccination.

А

B C

D E

65

60

55

50

45

40

35

30

25

20

55

50

45

40

35

30

25

20

15

10

35

30

25

20

15

10

5

0

30

25

20

15

10

5

0

85

85

85

85

85

85

85

85
1

СРОКИ НАБЛЮДЕНИЯ

CD
3+  к

ле
тк

и,
 %

CD
3+  C

D
4+ 

кл
ет

ки
, %

B-
ли

м
ф

оц
ит

ы
, %

N
K-

кл
ет

ки
, %

Медиана 25-75% Мин-Макс

CD
3+  C

D
8+ 

кл
ет

ки
, %

2 3 4 5 6 7

СРОКИ НАБЛЮДЕНИЯ СРОКИ НАБЛЮДЕНИЯ

1
СРОКИ НАБЛЮДЕНИЯ

2 3 4 5 6 7

**

**

*

*

*
*

*

*

1 2 3 4 5 6 71 2 3 4 5 6 7

1 2 3 4 5 6 7
СРОКИ НАБЛЮДЕНИЯ



Э
п

и
де

м
и

ол
ог

и
я 

и
 В

а
кц

и
н

оп
р

оф
и

ла
кт

и
ка

/ 
E

p
id

em
io

lo
gy

 a
n

d
 V

a
cc

in
e 

P
re

ve
n

ti
on

 №
 1

7
 (6

)/
2

0
1

8

96

Практические аспекты эпидемиологии и вакцинопрофилактики 

Practical Aspects of Epidemiology and Vaccine Prevention

Вместе с тем, для определения значимости HLA-
генотипирования II класса при оценке поствакци-
нального противочумного иммунитета необходимо 
более детальное исследование с применением со-
временных методов молекулярной биологии.

Заключение
Результаты комплексного сравнительного им-

мунологического исследования иммунизирован-
ных живой чумной вакциной людей, проживающих 
и осуществляющих свою трудовую деятельность на 
территории Горно-Алтайского высокогорного при-
родного очага чумы, позволили установить ряд 
важнейших параметров. Полученные данные сви-
детельствуют об активации звеньев гуморального 
иммунитета организма людей, вакцинированных 
против чумы. Кроме того, проведение ревакци-
нации ЖЧВ приводит к повышению уровня серо-
конверсии. Так, сероконверсия отмечалась в 91% 
случаев через месяц после вакцинации, в то время 
как через 3 месяца после ревакцинации этот по-
казатель составил 100%. Тем не менее, уже через 
полгода после вакцинации/ревакцинации уровень 
специфических к капсульному антигену Y. pestis 
антител достоверно снижался. 

Известно, что в развитии аллергических состо-
яний играют важную роль не только IgE, непосред-
ственно участвующий в развитии аллергических 
реакций, но и IL-4, который регулирует синтез 
этого иммуноглобулина. Выявленное отсутствие 
корреляционных взаимосвязей между этими по-
казателями в ходе исследования может служить 
доказательством безопасности используемой вак-
цины. Кроме того, подтверждением этому является 
отсутствие изменений содержания цитотоксиче-
ских Т-лимфоцитов и показателей ИРИ в пределах 
референсных значений, т.к. для аллергических и ау-
тоиммунных заболеваний характерно увеличение 
ИРИ более 3,5 у.е.

При изучении уровней биомаркерных цитоки-
нов (TNF-α, IFN-γ, IL-4) в спонтанной и индуциро-
ванной пробах уже на начальных этапах после 
вакцинации установлено развитие системного ци-
токинового ответа, который сопровождался увели-
чением концентрации TNF-α и активацией клеток 
(NK-клетки, цитотоксические Т-лимфоциты, Th1), 
продуцирующих IFN-γ. При этом наблюдалось повы-
шение соотношения IFN-γ/IL-4, свидетельствующее 
о преобладании функциональной активности Th1-
лимфоцитов и, соответственно, клеточной направ-
ленности иммунного ответа. Наряду с повышением 
уровня TNF-α и IFN-γ, увеличение концентраций 
IgА, IgМ и IgЕ, а также специфических антител к F1 
чумного микроба через месяц после вакцинации 

свидетельствует о формировании гуморального 
иммунитета. Повышение концентрации IFN-γ у вак-
цинированных/ревакцинированных имеет важ-
ное значение при формировании резистентности 
к возбудителю чумы, так как этот цитокин обла-
дает большой иммуномодулирующей активностью. 
Следует отметить, что увеличение продукции цито-
кинов в митоген-индуцированных пробах является 
благоприятным признаком и говорит об отсутствии 
супрессорного влияния вакцины на организм 
человека.

В ходе исследования патологических измене-
ний субпопуляционного состава лимфоцитов не 
было выявлено. Зарегистрировано снижение 
Т-лимфоцитов через 3 месяца после ревакцинации 
за счет повышения CD3-CD19+-клеток. Возрастание 
процентного содержания Т-хелперов (CD3+CD4+) 
в  крови, увеличение значения индекса ИРИ и об-
щая тенденция повышения функциональной ак-
тивности иммунокомпетентных клеток в НСТ-тесте 
через месяц ревакцинации свидетельствуют о 
наличии адаптивного клеточного иммунитета, что 
играет важную роль в активации и пролиферации 
В-лимфоцитов.

Определены часто встречаемые аллели ге-
нов HLA-DRB1 *03, *04, *07, *08, *11, *13, HLA-
DQB1 *02, *03:01 и HLA-DQA1 *05:01. Выявлены 
возможные ассоциации этих аллелей с уровнем 
продукции TNF-α и IL-4, а также с относительным 
содержанием Т-хелперов и CD3-CD16+-клетками.

Таким образом, наличие положительной се-
роконверсии после вакцинации у подавляю-
щего большинства людей, принявших участие 
в  исследовании, свидетельствует об адекватной 
иммунной перестройке организма и выработке 
специфических защитных антител в ответ на вве-
дение ЖЧВ. Тем не менее, увеличение продукции 
TNF-α и IFN-γ, а также соотношения IFN-γ/IL-4 по-
сле вакцинации говорит о повышении активности 
Th1-клеток и развитии у людей клеточного иммун-
ного ответа. В то же время как после ревакцина-
ции происходит снижение соотношения IFN-γ/IL-4, 
а также TNF-α, ассоциированного с Th1 клетками, 
что свидетельствует о сдвиге в сторону гумораль-
ного иммунитета. В целом после ревакцинации 
отмечаются более выраженные изменения пока-
зателей иммунного статуса людей индикаторной 
группы.

Несмотря на проведенный комплекс исследова-
ний, остается необходимость дальнейшего, более 
глубокого изучения иммунологической реактивно-
сти организма людей, проживающих в условиях 
активного природного очага чумы, с расширением 
спектра диагностических методик.
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