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Аннотация
Нейтрофильные гранулоциты (НГ) играют важную роль 
в механизмах формирования иммуноаллергических 
реакций и способны посредством нетоза уничтожать 
внеклеточные патогены. Цель работы заключалась в 
оценке методом проточной цитометрии интенсивности 
повреждения НГ в крови иммунизированных против 
чумы  и интактных морских свинок при моделировании 
чумной бактериемии ex vivo. 
Материалы и методы. Морских свинок (26 особей) имму-
низировали подкожно вакцинным штаммом Y. pestis EV 
НИИЭГ и тремя его изогенными производными, группу 
сравнения составляли интактные животные. На 21-е сутки 
иммуногенеза у морских свинок опытных групп и группы 
сравнения забирали кровь из сердца в объёме 4-5 мл. Бакте-
риемию моделировали ex vivo добавлением в образцы крови 
108 м.к./мл чумного микроба, выращенного при 37°С (Yp37), 
28°С (Yp28) или инактивированные нагреванием при 60°С 
культуры – DYp28 и DYp37. Для каждой из групп контролем 
служили образцы крови без добавления бактерий. Через 4 ч 
инкубации ex vivo образцы фиксировали и обеззараживали 
с помощью реактива BD FACS Lysing solution и учитывали 
реакцию НГ методом проточной цитометрии. При оценке 
реакции НГ повреждёнными считали клетки, утратившие 
исходно высокую степень гранулярности в процессе секре-
торной дегрануляции и цитолиза. Показатель повреждения 
нейтрофилов (ППН) вычисляли как Дк – До/Дк, где До и Дк 
– относительное содержание НГ с исходной степенью грану-
лярности соответственно в опыте и контроле. 
Результаты. Только в образцах крови предварительно 
иммунизированных животных регистрировали дегенера-
тивные изменения  гранулоцитов  в ответ на добавление 
ex vivo в кровь Yp37. Отмечено, что реакция НГ у живот-
ных, иммунизированных вакцинным штаммом, была в 
3 раза выше, чем у морских свинок, иммунизированных 
изогенными вариантами этого штамма, которые в 200 раз 
менее эффективно защищали морских свинок от чумы. 

Summary
Neutrophil granulocytes (NG) play an important role in the 
mechanisms of immunoallergic reaction and are capable of 
destroying extracellular pathogens through NETosis. The aim 
of the work was to evaluate by flow cytometry the intensity 
of NG damage in the blood of plague-immunized and intact 
guinea pigs when modeling plague bacteremia ex vivo. 
Materials and methods. Guinea pigs (26 individuals) 
were immunized subcutaneously with the vaccine strain 
Y. pestis EV NIIEG and three of its isogenic derivatives; the 
comparison group consisted of intact animals. On the 21st 
day of immunogenesis, blood was taken from the heart in 
a volume of 4-5 ml from guinea pigs in the experimental 
and comparison groups. Bacteremia was modeled ex vivo 
by adding 108 mc/ml of Y.pestis grown at 37°С (Yp37), 28°С 
(Yp28) or cultures inactivated by heating at 60°С – DYp28 
and DYp37 – to blood samples. For each group, blood samples 
without added bacteria served as controls. After 4 h of ex vivo 
incubation, the samples were fixed and disinfected using the 
BD FACS Lysing solution reagent, and the NG reaction was 
taken into account by flow cytometry. When assessing the NG 
reaction, cells were considered damaged if they had lost their 
initially high degree of granularity in the process of secretory 
degranulation and cytolysis. The neutrophil damage index 
(NDI) was calculated as Dk -Do/Dk, where Dk and Do are the 
relative content of NG with the initial degree of granularity, 
respectively, in the control and experiment. 
Results. Degenerative changes in granulocytes were recorded 
only in blood samples from pre-immunized animals in 
response to the ex vivo addition of Yp37 to the blood. It was 
noted that the NG response in animals immunized with 
the vaccine strain was 3 times higher than in guinea pigs 
immunized with isogenic variants of this strain, which were 
200 times less effective in protecting guinea pigs from plague. 
Conclusion. The results of cytometric assessment of NDI in an 
ex vivo model of plague bacteremia can be used to characterize 
the severity of post-vaccination anti-plague immunity. 
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Заключение. Результаты цитометрической оценки ППН на 
модели чумной бактериемии ex vivo могут быть использо-
ваны для характеристики выраженности поствакциналь-
ного противочумного иммунитета. 
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Введение
В организме морских свинок и людей, имму-

низированных живой чумной вакциной, наряду 
с иммунологической, происходит, как известно, 
иммуноаллергическая перестройка, и для учёта 
индивидуальной чувствительности макроорга-
низма к патогену или продуктам его жизнедея-
тельности ранее была предложена внутрикожная 
проба со специфическим  аллергеном пестином, 
по аналогии с другими аллергенами (туберкулин, 
тулярин и др.), которая служила объективным 
показателем развития клеточного иммунитета 
и сформированной устойчивости организма к 
инфекции [1]. Но так как применение кожных 
тестов сопряжено с определёнными рисками для 
здоровья обследуемого, непрерывно идёт поиск 
возможностей их замены антигенспецифически-
ми клеточными тестами in vitro. Так, со специфи-
ческим аллергеном пестином был предложен ряд 
in vitro тестов: реакция лейкоцитолиза [2], тест 
ППН (показатель повреждения нейтрофилов) 
[3] с микроскопическим учётом результата и 
реакция активации базофилов [4] с цитофлуо-
риметрическим вариантом учёта результатов. 

Тест ППН, результаты которого отражали на-
личие в организме циркулирующих специфических 
антител, с точки зрения постоянства и воспроизво-
димости метода имел явное преимущество перед 
кожной пробой, но для адекватной трактовки его 
результатов и обоснования механизма реакции 
требовались дальнейшие экспериментальные ис-
следования [3]. Особого внимания заслуживают в 
связи с этим современные представления о суще-
ствовании альтернативного (или дополнительного) 
IgG-обусловленного пути развития аллергических 
и анафилактических реакций, не зависящего от 
IgE, базофилов, тучных клеток и гистамина, в 
котором, как оказалось, ключевую роль играют 
нейтрофильные гранулоциты (НГ). При взаимодей-
ствии с иммунными комплексами антиген-IgG НГ 
продуцируют во внеклеточное пространство лей-
коцитарные протеазы широкой субстратной спец-
ифичности и большое количество активирующего 
тромбоциты фактора [5,6]. Ранее было отмечено, 

что при кожных аллергических реакциях у людей 
интенсивность местного воспаления через 4 ч после 
внутрикожного введения аллергена строго корре-
лирует с уровнем активности высвобождаемой из 
гранул нейтрофилов лейкоцитарной эластазы (ЛЭ) 
[7], ответственной за деструкцию эластина кожи 
и других органов, эндотелия сосудов и широкого 
спектра белков плазмы крови, включая факторы 
коагуляции и фибринолиза, а также быстрое из-
бирательное расщепление факторов вирулентности 
патогенных бактерий [8].

Теоретическую основу разрабатываемого нами 
теста для ex vivo оценки эффективности противо-
чумного иммунитета составили данные о том, что 
при наличии в организме хозяина IgG антител 
к специфическому антигену праймированные 
НГ крови будут отвечать на повторный контакт 
с данным антигеном активацией кислородного 
метаболизма [9], а также дегенеративными изме-
нениями в ядрах и цитоплазматических гранулах 
[10], предшествующими аутолизису этих клеток 
(нетозу) с высвобождением во внеклеточное про-
странство ДНК-сетей нейтрофильных внеклеточ-
ных ловушек (Neutrophil Extracellular Traps-NETs) 
с высоким содержанием молекул ЛЭ [5,11]. С по-
мощью механизма нетоза, играющего решающую 
роль в предотвращении сепсиса [12], реализуется 
в плазме крови феномен внеклеточной антитело-
зависимой цитотоксичности НГ [13]. Ранее нами 
была установлена в опытах на мышах способность 
противочумной вакцинации оказывать прайми-
рующий эффект на НГ ранее иммунизированных 
животных, в результате чего клетки врождённого 
иммунитета приобретали способность отвечать in 
vivo и in vitro на повторный контакт со специфиче-
ским антигеном интенсивным аутолизисом с фор-
мированием ДНК-сетей NETs во внеклеточном 
пространстве [14]. Приступая к разработке теста 
оценки эффективности противочумной вакци-
нации, мы поставили цель – оценить с помощью 
проточной цитометрии интенсивность поврежде-
ния НГ в крови иммунизированных против чумы 
и интактных морских свинок при моделировании 
чумной бактериемии ex vivo.

А.Л. Кравцов, А.Ю. Гончарова, С.Н. Клюева и др.
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Материалы и методы
Морских свинок подкожно иммунизировали 

вакцинным штаммом Y. pestis EV НИИЭГ(Pgm-, 
pFra+,pCad+,pPst+), а также тремя его изогенными 
производными КМ216 (Pgm-,pFra-,pCad-,pPst+), 
КМ217 (Pgm-,pFra-,pCad+pPst-), КМ218 (Pgm-,pFra-

,pCad-,pPst-), имеющими отличный плазмидный 
профиль и менее иммуногенными для этой био-
модели [15]. Для иммунизации использовали двух-
суточные агаровые культуры вакцинного штамма 
и его производных, выращенные при температуре 
28°С, которые вводили подкожно в область правого 
бедра в дозе 1×105 КОЕ. Всего в эксперимент было 
взято 26 морских свинок по 5 животных в каждую 
из 4-х опытных групп и 6 интактных морских 
свинок (группа сравнения). Работа с эксперимен-
тальными животными была одобрена Комиссией 
по биоэтике при ФКУН «Российский научно-иссле-
довательский противочумный институт «Микроб» 
Роспотребнадзора» (протокол № 3 от 15.04.2022). 
Все манипуляции с животными проводили в соот-
ветствии с правилами надлежащей лабораторной 
практики (утверждены Министерством здравоох-
ранения Российской Федерации 01.04.2016 № 199Н) 
и рекомендациями Commission of the European 
Communities, 86/609/EEC.

Для моделирования бактериемии ex vivo ис-
пользовали живые клетки 18-часовой экспонен-
циальной культуры Y. pestis EV, выращенной в 
условиях аэрации на бульоне LB при 37°С (Yp37). 
Кроме того, в опытах ex vivo для сравнения ис-
пользовали в качестве аллергенов живые клетки 
двухсуточной агаровой культуры вакцинного 
штамма EV, выращенной при 28°С (Yp28), а также 
инактивированные нагреванием при 60°С  куль-
туры [1] – Yp28 (DYp28) и Yp37(DYp37).

На 21-е сутки иммуногенеза, в период фор-
мирования у животных наиболее напряжённого 
поствакцинального противочумного иммунитета 
[15], забирали в пластиковые пробирки с гепари-
ном кровь из сердца иммунизированных и интакт-
ных морских свинок. Затем по 1 мл крови каждого 
животного помещали в 5 пластиковых пробирок 
объёмом 5 мл. В четыре из них (опытные пробы) 
добавляли по 100 мкл из миллиардных взвесей 
Yp37, Yp28, DYp37, DYp28 (в дозе 108 м.к./мл), а в 
пятую – 100 мкл физиологического раствора (кон-
трольная проба). После перемешивания опытные 
и контрольные пробы помещали в СО2-инкубатор 
с температурой 37°С, где их инкубировали 4 ч. 
Время инкубации выбирали, опираясь на имею-
щиеся данные о формировании наиболее интен-
сивных дегенеративных изменений в нейтрофи-
лах именно в этот интервал [5,11,13,16]. После 

инкубации по 50 мкл крови из каждой пробы 
добавляли в заранее приготовленные пробирки 
для проточной цитометрии, содержащие по 1 мл 
разбавленного в 10 раз деионизованной водой 
BD FACS Lysing solution (USA). После лизиса 
эритроцитов и фиксации лейкоцитов (20 мин 
при комнатной температуре), проводили анализ 
лейкоцитарных взвесей методом проточной ци-
тометрии согласно Lyse/No-Wash протоколу [17].

В работе был использован проточный цитоф-
луориметр марки BD AccuriTM Flow Cytometer 
(USA) для автоматического измерения в пото-
ке клеточных параметров прямого и бокового 
светорассеяния, что соответствовало анализу 
отдельных лейкоцитов крови по клеточному объ-
ёму и клеточной гранулярности. Фагоциты крови 
морских свинок, среди которых до 90% клеток со-
ставляли НГ [10], дифференцировали по степени 
внутриклеточной гранулярности от лимфоцитов 
[9]. В каждом опытном образце и в соответству-
ющем ему контроле определяли долю фагоцитов 
(в %) с гранулярностью, характерной для нейтро-
филов крови интактных животных, обозначая эти 
показатели, соответственно, как До и Дк. Из этих 
данных вычисляли процент повреждённых ней-
трофилов (Дк –До), утративших к 4 ч инкубации в 
опытных образцах со специфическим антигеном 
свою исходно высокую внутриклеточную грану-
лярность в результате цитолиза или дегрануляции. 
По результатам цитометрического анализа вы-
числяли значения ППН как (Дк–До)/Дк. Подробно 
пример расчёта с помощью цитограмм приведён 
в примечании к рисунку 1. В основу принципа 
определения ППН положен подход оценки де-
генеративных изменений в клетках с помощью 
световой микроскопии, используемый в опытах 
с различными бактериальными аллергенами [10]. 

Полученные экспериментальные данные ста-
тистически обрабатывали с использованием 
стандартного пакета программ «Microsoft Office 
Excel 2016», «Statistica 10.0» («StatSoft Inc.») и 
представляли в виде медианы (Me) и квартиль-
ных отклонений (Q25-Q75) с расчётом достовер-
ности различий в исследуемых группах с исполь-
зованием U-критерия Манна-Уитни. Значение 
р<0,05 считали статистически значимым.

Результаты и обсуждение
При сравнительном цитометрическом ана-

лизе образцов крови после добавления в них 
Yp37 выявляли выраженные различия в уровне 
дегрануляции и цитолиза НГ в опытных (имму-
низированные морские свинки) и контрольных 
(интактные животные) образцах. Степень этих 
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различий наглядно иллюстрируют цитограммы 
распределений лейкоцитов по размеру и степе-
ни гранулярности, представленные на рисунке. 
Так, в крови иммунизированного животного, 
более 50% гранулоцитов крови утрачивало к 4 ч 
инкубации ex vivo с Yp37 свою исходно высокую 
степень внутриклеточной гранулярности (цито-
граммы С и Д), что соответствовало значению 
ППН=0,59. В популяции гранулоцитов крови 
интактной морской свинки живые клетки Yp37 
фактически не индуцировали к 4 ч таких деге-

Рис. 1. Повреждение гранулоцитов крови иммунизированной против чумы морской свинки при моделировании 
бактериемии ex vivo (С - опыт; Д - контроль), на фоне фактического отсутствия аналогичной реакции 
на специфический антиген в крови интактного животного (А - опыт; В - контроль)

Примечание: результаты анализа получены через 4 ч после добавления Yp37 в кровь иммунизированной и интактной морской свинки; на каждой из 4х цитограмм 
представлено распределение лейкоцитов крови по клеточному объёму (FSCA) и степени внутриклеточной гранулярности (SSCA), где гранулоциты крови (нейтро
филы) локализуются по показателю гранулярности в области E1 и цифра указывает долю гранулоцитов в образце крови (в %). Для расчёта ППН из значения Е1 
соответствующего Дк (цитограммы В и Д) вычитали значения Е1 соответствующие показателю До (цитограммы А и С) и рассчитывали по формуле ППН для интактного 
(26,5–25,8/26,5=0,03) и иммунного (30,9–12,5/30,9=0,59) животного соответственно.

неративных изменений (цитограммы А и В) и 
значение ППН=0,03.

Отсутствие антибактериального реагирования 
гранулоцитов крови интактных животных через 
4 ч инкубации в пробах с Yp37 могут объяснить 
результаты недавних исследований Eichelberger 
et al. (2019) [18], в которых было установлено, 
что чумной микроб для создания благоприятной 
окружающей среды, способствующей выживанию 
и размножению в условиях in vivo (для подавления 
защитной воспалительной реакции макроорганиз-
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ма), использует особую стратегию вирулентности, 
основанную на ингибировании в нейтрофилах 
организма хозяина процесса секреторной азуро-
фильной дегрануляции посредством функциони-
рования своей системы секреции III типа (Т3SS), 
а эффекторами её работы выступают Yop-белки 
– YopE и YopH, причём триггером  к запуску про-
дукции этих белков служит температура тела (37°С) 
теплокровного организма. Кроме того, повышение 
температуры до 37°С изменяет структуру липопо-
лисахарида (ЛПС) Y. pestis, в результате чего ЛПС 
утрачивает способность активировать TLR4 клетки 
врождённого иммунитета и не может индуциро-
вать воспалительную реакцию. Для активации 
TLR4, как оказалось, необходим протеолитический 
эффект высвобождаемой из нейтрофилов ЛЭ, от 
которого зависит способность этого рецептора 
реагировать на ЛПС в условиях in vivo и in vitro [19].

Так как дегрануляция и лизис НГ необходимы 
для развития защитной воспалительной реакции 
[8,19,20], а также для запуска процесса деконденса-
ции ядерного хроматина при нетозе [11], предпола-
гают, что Y. pestis ингибирует дегрануляцию c целью 
«выключить» на ранней стадии чумной инфекции 
механизм аутолизиса НГ (нетоз) [21], обеспечива-
ющий при бактериемии высокую эффективность 
захвата и киллинга бактерий в потоке крови [12]. 
По-видимому, этот защитный механизм «включал-
ся» и функционировал в крови только иммунных 
животных, в присутствии активных при нетозе 
IgG к специфическим антигенам чумного микроба. 
Данные о значениях ППН у иммунизированных 
животных, полученные нами на модели чумной 
бактериемии ex vivo, согласуются с результатами 
исследований по изучению механизма внеклеточ-
ной цитотоксичности НГ (нетоза), эффективно 
предотвращающего микробную диссеминацию и 
сепсис при инфекциях, вызываемых условно-па-
тогенными бактериями [12], и с нашими данными 
о роли вакцинации в реализации праймирующего 
эффекта на НГ биомодели, приводящего к актива-
ции процесса формирования ДНК-сетей NETs во 
внеклеточном пространстве [14].

Эффективность обнаружения поствакциналь-
ной сенсибилизации у привитых морских свинок 
по показателю ППН снижалась, когда в качестве 
специфического антигена (аллергена) в экспе-
риментах по моделированию бактериемии ex 
vivo использовали не Yp37, а Yp28. В этом случае 
мы регистрировали более низкие значения ППН 
для животных, иммунизированных вакцинным 
штаммом. Кроме того, клетки Yp28 оказывали 
более интенсивное повреждающее воздействие ex 
vivo на НГ крови интактных морских свинок (таб-

лица 1), что могло быть связано с праймирую-
щим и цитотоксическим действием ЛПС [16,19], 
либо с активацией процесса фагоцитоза и, как 
следствие, с индуцированной фагоцитозом кле-
точной гибелью [22]. Ранее нами было замечено, 
что на модели бактериемии ex vivo клетки Yp28 в 
большей степени, чем Yp37, повышали плотность 
поверхностной экспрессии на гранулоцитах 
крови тирозиновой протеинфосфатазы (СD45), 
регулирующей сигнальную функцию FcγR при 
взаимодействии с иммунными комплексами [23].

По данным настоящей работы, в крови им-
мунизированных животных, вероятно, присут-
ствовали активные при нетозе IgG антитела к 
секретируемым во внеклеточное пространство 
антигенам Y. pestis, кодируемым плазмидой pCad 
(Yops-белкам), поскольку для животных, вакци-
нированных моноплазмидным штаммом КМ217, 
значения ППН повышались ex vivo в ответ на Yp37, 
но не в ответ на убитые клетки DYp37. В настоящее 
время у вакцинного  штамма Y. pestis EV выявлено 
170 белков с потенциальными аллергенными свой-
ствами, среди которых как антигены, относящиеся 
к группе экстрацеллюлярных белков, так и белки, 
входящие в состав наружной бактериальной мем-
браны [24]. По литературным данным, в сыворот-
ках крови всех привитых против чумы морских 
свинок с положительными значениями ППН при 
использовании в качестве аллергена капсульного 
антигена (Ф1), синтез которого связан с плазмидой 
pFra [15], присутствовали на 21-е сутки иммуно-
генеза специфические IgG к Ф1 [3]. Вероятно, по-
этому мы регистрировали максимальные значения 
ППН в опытах с Yp37 и наблюдали аналогичную 
картину в случае использования убитых клеток 
DYp37 (таблица 1). Наличие на поверхности НГ 
рецептора, выполняющего функцию сенсора раз-
мера микроорганизмов, позволяет этим клеткам 
дифференцировать отдельные мелкие бактерии 
от их агломератов, образующихся в процессе аг-
глютинации, чтобы «выбрать» соответствующий 
механизм бактерицидности (фагоцитоз – для 
отдельных  мелких бактерий; или нетоз – для 
микробных агломератов) [11]. Процесс агглюти-
нации бактерий, являющийся триггером нетоза, 
возможно, активировался в крови иммунизиро-
ванных животных в результате связывания IgG 
антител с Ф1 на клеточной поверхности, а также 
с антигенами, синтез которых кодируют в клетках 
Y. pestis гены плазмиды пестициногенности (pPst).

Важным моментом для определения эффектив-
ности метода определения ППН с использова-
нием цитометрического анализа было выяснение 
существования зависимости величины этого по-
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казателя от степени выраженности иммунологи-
ческой перестройки в организме биомодели. Для 
морских свинок, иммунизированных изогенными 
вариантами вакцинного штамма, были зареги-
стрированы при моделировании специфической 
бактериемии в условиях ex vivo более низкие пока-
затели ППН (таблица 1). Эти данные согласуются с 
результатами по оценке защитной эффективности 
вакцинного штамма и его изогенных производных, 
полученными ранее на модели бубонной чумы у 
морских свинок. Так, Y. pestis EV НИИЭГ (Pgm-, 
pFra+,pCad+,pPst+) защищал на 21-е сутки иммуно-
генеза  морских свинок от заражения чумой в 200 
раз эффективнее трёх его изогенных производных 
(КМ216, КМ217 и КМ218) [15], что являлось кос-
венным свидетельством зависимости результатов 
реакции НГ при моделировании специфической 
бактериемии в условиях ex vivo от интенсивности 
формируемого в организме иммунного ответа.

На основании вышеперечисленного было сде-
лано заключение о возможности использования 
метода проточной цитометрии для определения 
ППН в опытах по характеристике эффективности 
специфического противочумного иммунитета у 
биомоделей а, возможно, и для оценки напряжён-
ности противочумного иммунитета у людей.

Хотя ППН давно известен и значения ППН, 
определяемые с помощью микроскопии в опытах 
in vitro с некоторыми бактериальными аллерге-
нами, коррелируют c интенсивностью кожной 
аллергической реакции [10], данный показатель 
в качестве альтернативы кожной пробе в насто-
ящее время не применяется при оценке противо-
чумного иммунитета у людей и животных.

Возможно, это обусловлено рядом методических 
погрешностей. Например, по мнению разработчика 
теста ППН В.А. Фрадкина [10], значительные раз-
бросы величин показателя при повторных исследо-
ваниях и малозаметная разница в степени цитолиза 
клеток (нейтрофилов) у высокосенсибилизирован-
ных и контрольных лиц кроются в методологии 
учёта теста in vitro, когда оценивается разница в 

Таблица 1. Результаты цитометрической оценки показателя повреждения нейтрофилов крови 
у иммунизированных и интактных морских свинок в экспериментах ex vivо 

Иммунизирующая 
культура

Показатель повреждения нейтрофилов
Yp28 DYp28 Yp37 DYp37

Y. pestis EV НИИЭГ 0,36* (0,27–0,45) 0,25* (0,17–0,31) 0,47* (0,31–0,58) 0, 44* (0,38–0,53)
Y. pestis КМ216 0,28* (0,22–0,36) 0,16 (0,08–0,26) 0,22* (0,14–0,28) 0,15* (0,10–0,21)
Y. pestis КМ217 0,11 (0,07–0,16) 0,09 (0,03–0,13) 0,16* (0,13–0,20) 0,05 (0,02–0,07)
Y. pestis КМ218 0,12 (0,10–0,15) 0,14 (0,11–0,16) 0,08 (0,04–0,13) 0,06 (0,03–0,10)
– 0,16 (0,08–0,21) 0,13 (0,11–0,15) 0,05 (0,02–0,09) 0,04 (0,02–0,08)

Примечание: * p<0,05 – достоверность различий между иммунизированными и интактными животными.

числе лейкоцитов в опытных и контрольных об-
разцах крови, а необходимо учитывать частоту 
развития дегенеративных изменений в цитоплаз-
ме и ядре клеток в аналогичных условиях. Это и 
осложняет использование классического варианта 
постановки теста ППН, основанного на результа-
тах субъективного микроскопического анализа. 
Вторым методическим моментом стал временной 
интервал для проведения учёта результатов теста. 
Так, если в классической кожной пробе на пестин 
наиболее интенсивная реакция развивалась через 
6-7 ч c постепенным снижением реактивности к 72 
ч [1], то в тестах ППН in vitro результат учитывали 
в первые 2 ч [3,10], когда ещё не могла быть выяв-
лена заметная разница в цитолизе нейтрофилов, а 
формировались лишь начальные дегенеративные 
изменения, предшествующие нетозу. Аутолизис НГ 
c высвобождением из этих клеток ЛЭ регистриру-
ется у людей при кожных аллергических реакциях 
не ранее 4 ч, в то время как через 1-2 ч в кожных 
пробах отмечается только повышение концен-
трации гистамина [7], обычно высвобождаемого 
при IgE-обусловленных аллергиях [6,20]. Именно 
этими соображениями мы руководствовались при 
определении периода инкубации проб при модели-
ровании бактериемии ex vivo.

Ещё один важный методический момент про-
ведения исследования был связан с применением 
в настоящей работе Lyse/No-Wash протокола про-
боподготовки материала, что позволяло полно-
стью исключать любые возможные клеточные 
потери и обеспечивало максимальную степень 
стандартизации при учёте результатов количе-
ственного цитометрического анализа [17]. 

Таким образом, в результате проведённых 
сравнительных исследований реакции грануло-
цитов крови предварительно иммунизированных 
Y. pestis EV НИИЭГ и интактных морских свинок 
в условиях моделирования чумной бактериемии 
ex vivo были отработаны методические параме-
тры проведения и учёта реакции ППН для оцен-
ки эффективности защиты биомодели.
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Заключение
Путём сравнительного цитометрического ана-

лиза установлена способность гранулоцитов кро-
ви предварительно иммунизированных Y. pestis EV 
НИИЭГ морских свинок, в отличие от гранулоци-
тов интактных животных, отвечать интенсивной 
дегрануляцией и лизисом на повторный контакт 
с живыми клетками чумного микроба при моде-

лировании бактериемии ex vivo. Регистрируемые 
методом проточной цитометрии значения ППН 
могут быть использованы для сравнительной ха-
рактеристики эффективности разрабатываемых 
противочумных вакцин и/или схем их приме-
нения на доклиническом этапе исследования, а, 
возможно, и для оценки напряжённости поствак-
цинального противочумного иммунитета у людей.
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