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Современная иммунопрофилактика инфекционных болезней сосредоточена на совершенствовании методов оценки длитель-
ности иммунитета и разработке персонифицированного подхода к вакцинации.
Цель работы – анализ напряженности гуморального и клеточного иммунитета у людей после иммунизации живой туляре-
мийной вакциной (ЖТВ) для идентификации методов оценки противотуляремийного иммунитета и разработки персонифи-
цированных подходов к вакцинации на основе выявленных иммунологических показателей. 
Материал и методы. Оценка напряженности и длительности иммунитета была проведена через 5 лет после иммунизации 
ЖТВ. Титры специфических IgG антител к липополисахариду (ЛПС) F. tularensis в сыворотках крови людей определяли ме-
тодом ИФА. Функциональную активность мононуклеарных клеток (МНК) определяли в экспериментах in vitro, стимулируя 
клетки туляремийным антигеном и оценивая их пролиферативный потенциал и цитокин-продуцирующую активность.
Результаты. Антиген-индуцированная стимуляция лимфоцитов вакцинированных доноров сопровождалась усилением про-
лиферации субпопуляций T‑ и B‑клеток. Анализ цитокинов показал статистически значимое повышение уровней ряда хемо-
кинов (SDF-1α, IP-10, IL-8, MIP-1β и MCP-1), провоспалительных цитокинов (IL‑1α, IL‑1β, IL‑18, IL‑6) и противовоспали-
тельных цитокинов (IL‑10, IL‑1RA, IL‑27, IL‑22) у вакцинированных доноров при антигенной стимуляции клеток. Определена 
Т-хелперная направленность иммунного ответа и выявлено, что у вакцинированных доноров иммунный ответ поляризован 
по смешанному Th1/Th2/Th17-типу. Показано, что у 83,3 % вакцинированных доноров сохраняются специфические антите-
ла к ЛПС F. tularensis в диагностически значимом титре (≥ 1:400). 
Заключение. В качестве критериев оценки поствакцинального иммунитета предложено использовать уровень специфи-
ческих антител к ЛПС F.  tularensis (≥ 1:400) и антиген‑индуцированную пролиферацию лимфоцитов. Полученные данные 
обосновывают возможность перехода к персонифицированной схеме ревакцинации с увеличением интервалов при условии 
контроля гуморального и клеточного иммунитета, что позволит снизить число инъекций и затраты на вакцинацию без по-
тери профилактической эффективности.
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Current immunoprophylaxis of infectious diseases focuses on improving methods for assessing the duration of immunity and developing 
a personalized approach to vaccination.
The aim of the work is to analyze the intensity of humoral and cellular immunity in people after after immunization with live tularemia 
vaccine (LTV) to identify methods for assessing anti–tularemia immunity and to develop personalized approaches to vaccination based 
on the identified immunological parameters. 
Materials and methods. The assessment of the intensity and duration of immunity was carried out 5 years after immunization with LTV. 
The titers of specific IgG antibodies to F. tularensis lipopolysaccharide (LPS) in human blood serum were determined by ELISA. The 
functional activity of mononuclear cells (PBMCs) was determined in in vitro experiments by stimulating cells with tularemia antigen 
and evaluating their proliferative potential and cytokine-producing activity.
Results. Antigen-induced stimulation of the lymphocytes of vaccinated donors was accompanied by increased proliferation of T‑ and 
B‑cell subpopulations. Cytokine analysis showed a statistically significant increase in the levels of a number of chemokines (SDF-1a, 
IP-10, IL-8, MIP-1b and MCP-1), pro‑inflammatory cytokines (IL‑1a, IL‑1b, IL‑18, IL‑6) and anti-inflammatory cytokines (IL-10, 
IL‑1RA, IL‑27, IL‑22) in vaccinated donors with antigenic stimulation of cells. The T-helper orientation of the immune response was 
determined and it was revealed that in vaccinated donors, the immune response is polarized according to a mixed Th1/Th2/Th17 type. 
It was shown that 83.3% of vaccinated donors retain specific antibodies to F. tularensis LPS in a diagnostically significant titer (≥ 1:400). 
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Conclusion. It is proposed to use the level of specific antibodies to F.  tularensis LPS (≥ 1:400) and antigen‑induced lymphocyte 
proliferation as criteria for assessing post-vaccination immunity. The data obtained substantiate the possibility of switching to a 
personalized revaccination regimen with increased intervals, subject to control of humoral and cellular immunity, which will reduce 
the number of injections and the cost of vaccination without loss of preventive effectiveness.
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ВВЕДЕНИЕ
Живая туляремийная вакцина (ЖТВ) является одной 

из самых эффективных бактериальных вакцин, обе-
спечивающая, при незначительной её реактогенности, 
напряженный и длительный иммунитет к данной ин-
фекции [1]. В Российской Федерации используется за-
регистрированная ЖТВ на основе штамма F. tularensis 
15 НИИЭГ [2]. Ранее проведенные исследования по-
зволили установить, что поствакцинальный иммунитет 
против туляремии у людей сохраняется, в среднем, в 
течение 5 лет [3–5]. Этот факт также получил отраже-
ние в официальной документации в качестве срока для 
ревакцинации [6]. Данные выводы были сделаны на 
результатах кожно-аллергической реакции на тулярин, 
основанные на реакции гиперчувствительности замед-
ленного типа, которая в настоящее время проводится 
в редких случаях, так как оказывает дополнительную 
антигенную нагрузку на организм и характеризуется 
рядом побочных эффектов [7]. В исследовании Пав-
лович и соавтр. с помощью другого аллергического 
метода – реакции лейкоцитолиза in vitro с тулярином, 
было установлено, что у большинства (87 %) привитых 
отечественной туляремийной вакциной сохраняется 
клеточный иммунитет в течении 10–22 лет [8]. Других 
комплексных исследований по изучению длительности 
сохранения клеточного и гуморального иммунитета у 
людей после вакцинации ЖТВ не проводилось.

Для обеспечения иммунопрофилактики инфекци-
онных болезней, в том числе особо опасных, необхо-
димо своевременно и адекватно оценивать эффектив-
ность вакцинации. В соответствии со стратегией раз-
вития иммунопрофилактики инфекционных болезней, 
утвержденной распоряжением Правительства РФ от 
18.09.2020 № 2390-р и рассчитанной до 2035 года, при-
оритетными задачами  вакцинопрофилактики являются 
совершенствование методов и инструментов определе-
ния уровня и длительности поствакцинального имму-
нитета в целях выработки тактики дальнейших схем 

вакцинации и разработка научных основ персонифици-
рованного подхода к вакцинопрофилактике в зависи-
мости от особенностей состояния здоровья и возраста 
лиц, подлежащих вакцинации. В работе Кудрявцевой 
О.М. и соавтр. был проведен комплексный анализ на-
правленности иммунного ответа и охарактеризована 
иммунореактивность прививаемых против чумы лиц. 
Проведенное авторами исследование позволило разра-
ботать методологию индивидуальной и групповой кор-
рекции схемы противочумной вакцинации [9]. На на-
стоящий момент аналогичных исследований в контек-
сте противотуляремийной вакцинации не проводилось. 

Целью нашего исследования являлся комплексный 
анализ клеточного и гуморального иммунного ответа 
для определения оптимальных методов оценки проти-
вотуляремийного иммунитета и разработки персони-
фицированных подходов к вакцинации на основе вы-
явленных иммунологических показателей.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Доноры. В исследование было включено 27 чело-

век, из них 12 доноров (средний возраст – 52,9 ± 8,2 
лет) многократно вакцинированных ЖТВ по рабочим 
показаниям и длительностью периода после послед-
ней иммунизации 4,5–5 лет, а также 15 добровольцев 
(средний возраст – 48,9 ± 8,4 лет), составивших группу 
контроля. Исследование проводилось в соответствии 
с положениями Хельсинской декларации и Россий-
ского законодательства, регламентирующего вопросы 
здоровья граждан и основ клинической практики. Все 
участники исследования подписали информированное 
согласие на обработку индивидуальных данных. Кри-
терием включения для группы вакцинированных доно-
ров являлось наличие двух и более иммунизаций ЖТВ; 
для контрольной группы – отсутствие контактов с воз-
будителем туляремии и/или его антигенами. 

Выделение и стимуляция мононуклеарных клеток. 
Забор периферической крови у доноров произво-
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дили в вакуумные пробирки Vacuette (Greiner-Bio-One, 
Австрия) с лития гепарином. Далее кровь наслаивали 
на градиент плотности Histopaque-1,077 (Sigma, США) 
в соотношении 1:1 для последующего выделения мо-
нонуклеарных клеток (МНК) в соответствии с инструк-
цией производителя. Выделенные клетки помещали в 
полную питательную среду следующего состава: среда 
RPMI 1640 (ПанЭко), 10 % фетальная телячья сыво-
ротка, 2 мМ L-глютамин (Sigma, США), 10 мМ HEPES 
(Flow, Англия), 40 мг/л гентамицин, 25 мкМ 2-меркап-
тоэтанол (Sigma). Жизнеспособность и концентрацию 
клеток определяли в тесте с красителем трипановым 
синим (Invitrogen, США) на автоматическом клеточном 
счетчике TC20 (Bio-Rad, США). Для специфической 
стимуляции клеток in vitro использовали кислото-не-
растворимый комплекс (КНК) F. tularensis в концентра-
ции 10 мкг/мл, полученный нами по описанной ранее 
методике [10]. Туляремийный антиген добавляли к 
МНК и инкубировали при температуре 37 °С во влаж-
ной атмосфере с 5 % СО2 в течение 72 ч – для оценки 
уровня секретируемых цитокинов; в течение 120 ч – 
для оценки пролиферативной активности клеток.

Определение цитокинового профиля. Оценку анти-
ген-индуцированного синтеза цитокинов определяли в 
клеточном супернатанте МНК с помощью мультиплекс-
ного анализа на системе «Bio-plex» (BioRad, США). В 
данной работе был использован коммерческий набор 
ProcartaPlex (Thermo Fisher Scientific, США) со стан-
дартной панелью 1A на 34 цитокина. Дальнейшие ма-
нипуляции выполняли в соответствии с протоколом 
производителя.

Анализ пролиферативной активности МНК. Для 
оценки пролиферативной активности лимфоциты до 
начала их культивирования окрашивали флуоресцент-
ным красителем CFSE в соответствии с инструкцией 
производителя (Invitrogen, США). В качестве отрица-
тельного контроля использовали лимфоциты, которые 
инкубировали в среде без антигена; в качестве поло-
жительного – поликлональный активатор клеток Кон-
канавалин А (Sigma-Aldrich, США) в концентрации 5 
мкг/мл. После пятидневной инкубации окрашенные 
CFSE лимфоциты дополнительно обрабатывали сме-
сью моноклональных антител к поверхностным анти-
генам CD3 (клон UCHT1) и CD19 (клон HIB19), конъ-
югированных соответственно с флуорохромами APC и 
BV421 (Becton Dickinson, США). После окрашивания 
моноклональными антителами клетки дважды отмы-
вали избытком фосфатно-солевого буфера с 2 % фе-
тальной бычьей сыворотки, фиксировали 2 % форма-
лином и проводили цитометрический анализ в течение 
24 ч. Подсчет пролиферирующих клеток проводили 
на проточном цитофлюориметре FACSAria III (Becton 
Dickinson, США) на основании снижения уровня флуо-
ресценции CFSE. В каждом образце анализировали не 
менее 10 000 событий по гейту лимфоцитов. 

Оценка гуморального иммунитета. Определение 
титров антител к ЛПС F. tularensis в сыворотке крови 
определяли методом твердофазного иммунофермент-
ного анализа по ранее описанной методике [11]. В ка-
честве адсорбированного антигена был использован 
препарат ЛПС высокой степени очистки в концентра-
ции 10 мкг/мл. Сыворотки (в исходном разведении 
1:100) исследовали в двух повторах с двукратным ша-

гом титрования. Связанные антитела детектировали с 
помощью конъюгата вторичных козьих антител против 
IgG человека, конъюгированных с пероксидазой хрена 
(Sigma, США) в рабочем разведении 1:10 000. В качестве 
субстрата был использован 3,3',5,5'-тетраметилбензидин 
(Sigma, США). Учет результатов проводили на прибо-
ре Thermo Scientific Varioskan Flash (Thermo Scientific, 
США), определяя оптическую плотность при длине вол-
ны 450 нм. В качестве отрицательного контроля была 
использована сыворотка невакцинированных доноров. 
За титр сыворотки принимали разведение, оптическая 
плотность которого превышала оптическую плотность 
отрицательной сыворотки в том же разведении не менее 
чем в 2 раза. Положительными считались сыворотки с 
титром 1:400 и выше. Сыворотки с титром 1:200 интер-
претировали как сомнительный результат.

Статистическая обработка результатов. Си-
стематизацию исходной информации, визуализацию 
полученных результатов и статистическую обработку 
проводили с использованием программного обеспече-
ния GraphPad Prism 8.00 for Windows (GraphPad Prism 
Software Inc., США). Данные представлены в виде ме-
дианы и интерквартильного размаха [Me (Q25; Q75)] 
группы. Статистическую значимость различий между 
спонтанной и антиген-индуцированной продукци-
ей цитокинов в группе оценивали с использованием 
критерия Вилкоксона для связанных выборок, между 
группами вакцинированных и контрольных доноров с 
помощью U-критерий Манна-Уитни для несвязанных 
выборок. Различия считались статистически значимы-
ми, если значении p было ниже 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Усиление пролиферации лимфоцитов в ответ на их 

стимуляцию in vitro антигенами отражает специфиче-
скую активацию этих клеток и может быть использова-
но для изучения поствакцинального иммунитета [12]. 

Мы оценили способность лимфоцитов к спонтан-
ной и индуцированной КНК F.  tularensis in vitro про-
лиферации, используя для этого метод цитофлуориме-
трии, основанный на окрашивании внутриклеточного 
белка витальным флуоресцентным красителем CFSE. 
Для оценки общего функционального состояния лим-
фоцитов и их резервных возможностей для стимуляции 
был использован поликлональный активатор клеток 
– Con A. После пятидневной инкубации лимфоциты 
окрашивали моноклональными антителами против по-
верхностных CD-антигенов и анализировали проли-
феративную активность CD3+ и CD19+ лимфоцитов. 
Результаты исследования представлены на рис. 1. В 
отсутствие антигенной стимуляции пролиферативная 
активность была минимальной и не различалась между 
исследуемыми группами. Установлено, что лимфоциты 
доноров, вакцинированных ЖТВ, отвечали достовер-
ным усилением пролиферации как T-, так и B-клеток 
в ответ на рестимуляцию in vitro туляремийным анти-
геном. Как и ожидалось, ConA-индуцированная про-
лиферация Т- и В-клеток существенно возрастала по 
сравнению со спонтанной и антиген-индуцированной, 
статистически значимых различий между исследуемы-
ми группами обнаружено не было.

Таким образом, полученные данные свидетельству-
ют о сохранении специфического клеточного иммунно-

ЭПИДЕМИОЛОГИЯ И ИНФЕКЦИОННЫЕ БОЛЕЗНИ, 2025; 30(4) 
https://doi.org/10.51620/EID-2025-30-4-244-251 

EDN:  XSQKXL

ИНФЕКЦИОННЫЕ БОЛЕЗНИ



247

го ответа через пять лет после последней вакци-
нации ЖТВ. 

Цитокины представляют собой регуляторные 
пептиды, оказывающие плейотропные биологи-
ческие эффекты на различные типы клеток им-
мунной системы. Синтезируясь в очаге воспа-
ления, цитокины воздействуют на клетки врож-
денной иммунной системы, включая фагоциты, 
натуральные киллеры, гранулоциты, а затем на 
Т- и В-клетки, осуществляя взаимосвязь между 
неспецифическими реакциями и формировани-
ем и поддержанием специфического иммуни-
тета [13]. В ходе дальнейших исследований мы 
изучили цитокиновый ответ у вакцинированных 
и контрольных доноров. Концентрацию цитоки-
нов определяли в клеточном супернатанте МНК 
с помощью мультиплексного анализа с исполь-
зованием коммерческого набора ProcartaPlex 
(Thermo Fisher Scientific, США) со стандартной 
панелью на 34 цитокина. Данный метод пред-
ставляет собой мультиплексную иммунную ре-
акцию, протекающую на магнитных частицах, 
с последующим анализом спектра флуоресцен-
ции и одновременным определением содержа-
ния цитокинов.

Антиген-индуцированную продукцию ци-
токинов сравнивали со спонтанной секрецией, 
статистическую значимость изменений оцени-
вали с использованием критерия Вилкоксона 
для связанных выборок. Ответ считали специ-
фичным в случае достоверного изменения уров-
ня продукции цитокина (p < 0,05) у вакциниро-
ванных доноров, но не в контрольной группе. 
Если уровень антиген-индуцированной секре-
ции цитокина достоверно менялся и у невакци-
нированных доноров, для оценки специфично-
сти ответа применяли критерий Манна-Уитни 
для несвязанных выборок.

Сравнительный анализ полученных данных 
показал, что статистически значимых различий 
(p > 0,05) между спонтанной и антиген-индуци-
рованной, а также между группами вакциниро-
ванных и контрольных доноров в концентрациях 
14 (MIP-1α, IL-4, IL-7, Eotaxin, IL-12 (p70), IL-31, 
RANTES, IFN-α, IL-9, TNF-β, GRO-α, IL-23, IL-
15 и IL-21) из 34 исследуемых цитокинов зареги-
стрировано не было (данные не приведены). 

Сравнительный анализ хемокинов выявил 
статистически значимое антиген-индуцирован-
ное увеличение уровней SDF-1α, IP-10, IL-8, 
MIP-1β и MCP-1 в группе вакцинированных до-
норов по сравнению со спонтанной секрецией 
(рис. 2). Аналогичная тенденция была характер-
на и для цитокина – фактора роста: статистиче-
ски значимое повышение медианы GM-CSF в 
группе вакцинированных доноров при стимуля-

Рис. 1. Спонтанная и индуцированная пролиферация В-клеток (CD19+) и 
Т-клеток (CD3+) вакцинированных живой туляремийной вакциной и кон-
трольных доноров. 
Примечания: нестимулированные – содержание клеток, инкубированных в 
питательной среде в отсутствие антигенов; КНК – содержание клеток, сти-
мулированных in vitro туляремийным антигеном; Con A – содержание кле-
ток, стимулированных митогеном Concanavalin A, положительный контроль. 
Данные представлены в виде процента клеток от искомой субпопуляции 
лимфоцитов. Для сравнения выборок использовался непараметрический 
критерий Манна-Уитни. ***p < 0,0001.

Рис. 2. Спонтанная и антиген-индуцированная продукция хемокинов 
(SDF-α, IP-10, IL-8, MIP-1β и MCP-1) и фактора роста GM-CSF монону-
клеарными клетками периферической крови вакцинированных живой 
туляремийной вакциной и контрольных доноров в ответ на стимуляцию 
туляремийным антигеном.
Примечание: В-среда – мононуклеарные клетки вакцинированных доно-
ров без стимуляции; В-АГ – мононуклеарные клетки вакцинированных 
доноров, стимулированные in vitro туляремийным антигеном; К-среда 
– мононуклеарные клетки контрольных доноров без стимуляции; К-АГ – 
мононуклеарные клетки контрольных доноров, стимулированные in vitro 
туляремийным антигеном. Данные представлены в виде медианы и ин-
терквартильного размаха группы [Me (Q25; Q75)]. Статистическую значи-
мость различий между спонтанной и антиген-индуцированной продукцией 
цитокинов в группе оценивали с использованием критерия Вилкоксона для 
связанных выборок, между группами вакцинированных и контрольных до-
норов с помощью U-критерий Манна-Уитни для несвязанных выборок. *p 
< 0,05, **p < 0,01 и ***p < 0,0001.

Рис. 3. Спонтанная и антиген-индуцированная продукция провоспалительных цитокинов мононуклеарными клетками периферической 
крови вакцинированных живой туляремийной вакциной и контрольных доноров в ответ на стимуляцию туляремийным антигеном.
Примечание: В-среда – мононуклеарные клетки вакцинированных доноров без стимуляции; В-АГ – мононуклеарные клетки вакцинированных 
доноров, стимулированные in vitro туляремийным антигеном; К-среда – мононуклеарные клетки контрольных доноров без стимуляции; К-АГ 
– мононуклеарные клетки контрольных доноров, стимулированные in vitro туляремийным антигеном. Данные представлены в виде медианы и 
интерквартильного размаха группы [Me (Q25; Q75)]. Статистическую значимость различий между спонтанной и антиген-индуцированной про-
дукцией цитокинов в группе оценивали с использованием критерия Вилкоксона для связанных выборок, между группами вакцинированных и 
контрольных доноров с помощью U-критерий Манна-Уитни для несвязанных выборок. *p < 0,05, **p < 0,01 и ***p < 0,0001.
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ции туляремийным антигеном.
Анализ провоспалительных цитокинов 

показал, что у вакцинированных доноров 
установлено статистически значимое по-
вышение синтеза цитокинов семейства IL-
1 (IL-1α, IL-1β и IL-18) и IL-6 в сравнении 
со спонтанной секрецией и с аналогичными 
показателями контрольной группы (рис. 3). 
Оценка цитокиного ответа позволила так-
же определить хелперную направленность 
генерируемого вакцинацией иммунитета. 
Выявлено, что в группе вакцинированных 
доноров наблюдалось достоверное увеличе-
ние уровней цитокинов Т-хелперных клонов 
1 типа (IL-2, IFN-γ и TNF-α), Т-хелперных 
клонов 2 типа (IL-5 и IL-13) и Т-хелперных 
клонов 17 типа (IL-17A и IL-22).

Стимуляция МНК in vitro туляремийным 
антигеном приводила к статистически значи-
мому по сравнению с нестимулированными 
клетками возрастанию антиген-индуцирован-
ных уровней противовоспалительного цито-
кина IL-10 как в группе вакцинированных, так 
и контрольных доноров (рис. 4). Дальнейший 
анализ при межгрупповом сравнении выявил 
статистически значимое антиген-индуциро-
ванное увеличение IL-10 в группе вакцини-
рованных доноров по сравнению со стиму-
лированным клетками контрольной группы.  
Стимуляция МНК приводила также к ста-
тистически значимому увеличению синтеза 
противовоспалительных цитокинов IL-1RA, 
IL-27 и IL-22 в группе вакцинированных до-
норов по сравнению с нестимулированными 
клетками обеих групп и стимулированными 
клетками контрольной группы.

Специфические антитела к ЛПС 
F.  tularensis рассматривают в качестве кри-
терия оценки напряженности противотуля-
ремийного иммунитета (постинфекционный 
и вакцинный) как для людей, так и при моде-
лировании туляремийной инфекции на лабо-
раторных животных [14]. Анализ гумораль-
ного иммунного ответа проводили методом 
ИФА, оценивая уровень специфических к 
ЛПС F. tularensis антител в сыворотке крови 
через 5 лет после вакцинации. 

Диагностически значимым титром анти-
тел к возбудителю туляремии считается ти-
тры 1:400 и выше [11]. Как видно из данных, 
представленных рисунке 5, в группе вакци-
нированных ЖТВ были выявлены антитела 
к ЛПС F. tularensis у 83,3 % доноров.

В сыворотках крови доноров кон-
трольной группы антитела, специфич-
ные к ЛПС F.  tularensis, не превышали 
пороговых значений.

ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты данного иммунологического 

исследования позволили охарактеризовать 
пролиферативный ответ и цитокиновый 
профиль МНК иммунизированных ЖТВ 

Рис. 4. Спонтанная и антиген-индуцированная продукция противовоспалитель-
ных цитокинов мононуклеарными клетками периферической крови вакцини-
рованных живой туляремийной вакциной и контрольных доноров в ответ на 
стимуляцию туляремийным антигеном.
Примечание: В-среда – мононуклеарные клетки вакцинированных доноров без 
стимуляции; В-АГ – мононуклеарные клетки вакцинированных доноров, сти-
мулированные in vitro туляремийным антигеном; К-среда – мононуклеарные 
клетки контрольных доноров без стимуляции; К-АГ – мононуклеарные клет-
ки контрольных доноров, стимулированные in vitro туляремийным антигеном. 
Данные представлены в виде медианы и интерквартильного размаха группы 
[Me (Q25; Q75)]. Статистическую значимость различий между спонтанной и 
антиген-индуцированной продукцией цитокинов в группе оценивали с исполь-
зованием критерия Вилкоксона для связанных выборок, между группами вак-
цинированных и контрольных доноров с помощью U-критерий Манна-Уитни 
для несвязанных выборок. *p < 0,05, **p < 0,01 и ***p < 0,0001.

Рис. 5. Частота обнаружения антител к ЛПС F.  tularensis в сыворотке крови 
вакцинированных живой туляремийной вакциной и контрольных доноров ме-
тодом твердофазного иммуноферментного анализа. 
Примечания: пунктирной линией указан нижний порог (титр 1:400) диагности-
чески значимых антител. В верхнем правом углу графика представлено рас-
пределение сывороток с положительным и сомнительным результатом в группе 
вакцинированных доноров.

и контрольных доноров. Через 5 лет после вакцинации наблю-
дается достоверное усиление пролиферации Т- и В-клеток в от-
вет на рестимуляцию in vitro туляремийным антигеном, что от-
ражает наличие популяции антиген-специфических лимфоцитов 
памяти, способных быстро реагировать при повторном встрече 
с F.  tularensis. Отсутствие статистически значимых различий в 
ConA-индуцированной пролиферации между исследуемыми груп-
пами подтверждает, что пролиферативный потенциал и жизнеспо-
собность лимфоцитов не различаются между вакцинированными 
и контрольными донорами. Таким образом, пролиферативный от-
вет носит антиген-специфический характер и свидетельствует о 
функциональной сохранности адаптивного клеточного иммуните-
та с длительностью поствакцинального периода не менее 5 лет. 

В наших дальнейших исследованиях был охарактеризован ци-
токиновый профиль МНК вакцинированных и контрольных доно-
ров в ответ на стимуляцию туляремийным антигеном. Показано, 
что специфичным для вакцинированных доноров было усиление 
синтеза хемокинов SDF-1α, IP-10, IL-8, MIP-1β и MCP-1 и факто-
ра роста GM-CSF: стимуляция туляремийным антигеном не вы-
зывала значимого изменения продукции данных цитокинов у кон-
трольных доноров. Вышеуказанные хемокины играют ключевую 
роль в клеточном иммунном ответе воспалительного типа, при-
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влекая макрофаги, Т-клетки и натуральные киллеры в 
очаг воспаления. Данный факт согласуется с процесса-
ми, наблюдающимися в организме при формировании 
вторичного иммунного ответа [1], и указывает на то, 
что поддержание иммунологической памяти опосреду-
ется не только лимфоцитарным звеном, но и усилением 
врожденных иммунных реакций. 

Анализ антиген-индуцированной продукции цито-
кинов МНК позволил также определить T-хелперную 
направленность и антигенную специфичность кле-
точных реакций иммунного ответа у привитых людей 
ЖТВ. У вакцинированных доноров при стимуляции 
клеток туляремийным антигеном возрастала секреция 
Th1-цитокинов (IL-2, IFN-γ и TNF-α), Th2-цитокинов 
(IL-5 и IL-13) и Th17-цитокинов (IL-17A и IL-22). 

У вакцинированных доноров зарегистрировано 
статистически значимое увеличение секреции цитоки-
нов семейства IL-1 (IL-1α, IL-1β, IL-18), а также IL-6 
при стимуляции туляремийным антигеном. Данные 
цитокины играют ключевую роль в запуске воспали-
тельных реакций, усилении антигенной презентации 
и активации адаптивного звена иммунитета. IL-18, в 
частности, способствует синтезу IFN-γ, что усиливает 
Th1-зависимый ответ [15]. Следовательно, повышение 
IL-1 и IL-6 подтверждает запуск провоспалительных 
иммунных реакций, направленных на быструю элими-
нацию возбудителя. Таким образом, можно сделать вы-
вод, что у вакцинированных доноров иммунный ответ 
поляризован по смешанному Th1/Th2/Th17-типу. 

Антиген-индуцированное повышение секреции 
IL-1RA, IL-27 и IL-22 подтверждает активацию меха-
низмов противовоспалительных иммунных реакций, 
которые предотвращают избыточное воспаление, тем 
самым поддерживая иммунный гомеостаз.

У 83,3 % вакцинированных доноров в сыворотках 
крови сохранялись антитела к ЛПС F. tularensis в диа-
гностически значимых титрах (1:400 и выше), что от-
ражает сохранение В-клеток памяти и их способность 
синтезировать специфические антитела на протяжении 
5 лет после последней иммунизации. Таким образом, 
наличие высокой доли серопозитивных доноров и 
специфической клеточной активации лимфоцитов Th1/
Th2/Th17-направленности свидетельствует о сохране-
нии гуморального и клеточного иммунитета с длитель-
ностью поствакцинального периода не менее 5 лет. 

В США и странах Западной Европы для производ-
ства экспериментальной вакцины используют штамм 
F. tularensis LVS – дериват штамма F. tularensis 15 НИ-
ИЭГ [1-2]. Несмотря на отсутствие коммерческой вак-
цины за рубежом, исследования по поиску критериев 
объективной оценки иммунитета, позволяющих судить 
о развитии, типе и продолжительности иммунного отве-
та после вакцинации ЖТВ ведутся. Установлено, IL-17 и 
IL-22 были идентифицированы как цитокины, которые 
продуцируется антиген-специфическими к F.  tularensis 
Т-клетками памяти людей, привитых вакциной LVS [16].

В статистических моделях прогнозирования эффек-
тивности иммунизации вакциной LVS было выявлено, 
что критериями оценки иммунитета у вакцинирован-
ных доноров являются цитокины IL-13, MCP-1, IL-5 и 
IL-6. Установлено, что после иммунизации вакциной 
LVS формируется иммунитет, схожий с иммунитетом 
после естественного заражения туляремией. В этом 

же исследовании было показано, что Т-клетки вакци-
нированных доноров являлись полифункциональными 
и синтезировали цитокины IFN-γ и MIP-1β [17]. Важ-
ность полифункциональных Т-клеток подтверждают 
исследования и в других моделях инфекционных забо-
леваний. Например, вакцины BCG-MVA85A против ту-
беркулеза [18] и YF-17D против желтой лихорадки [19] 
индуцировали Т-клетки, продуцирующие комбинации 
IFN-γ, TNF-α, IL-2 и MIP-1β. На сегодняшний день ме-
ханизм, посредством которого хемокин MIP-1β оказы-
вает защитное действие и его роль при туляремийной 
инфекции до конца не изучена. Известно, что он играет 
важную роль в рекрутировании моноцитов in vitro и in 
vivo и, таким образом, может вносить значительный 
вклад в защиту в сочетании с ключевыми цитокинами, 
такими как IFN-γ [20].

По результатам изучения длительности сохранения 
иммунитета после вакцинации штаммом F.  tularensis 
LVS установлено, что у вакцинированных доноров в 
течение краткосрочного (3 года) и длительного (более 
27 лет) периодов наблюдаются сопоставимые показа-
тели пролиферации лимфоцитов и секреции цитоки-
нов MIP-1β, IFN-γ, IL-10 и IL-5 [21]. Таким образом, 
авторы приходят к выводу, что иммунизация вакци-
ной LVS может привести к практически пожизненно-
му сохранению специфичного противотуляремийного 
Т-клеточного иммунитета. 

В периферической крови выздоравливающих людей 
от туляремийной инфекции обнаруживаются цитокины 
IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-17 и IL-22, что указывает на схо-
жесть вакцинального и инфекционного иммунных от-
ветов [1, 22]. В исследовании Lindgren H. et al. изучили 
пролиферативный и цитокиновый ответ мононуклеар-
ных клеток доноров после иммунизации вакциной LVS 
в трех поствакцинальных периодах – через 1-3 месяца 
и 1 год. Выявлено, что после вакцинации наблюдались 
высокие уровни пролиферативный активности Т-клеток 
иммунизированных доноров в течение 1 года и были 
сопоставимы во все исследуемые сроки [23]. Получен-
ные авторами результаты подтверждают ранее опубли-
кованные данные о значимости цитокинов IL-2, IL-5, 
IL-13, IL-17, GM-CSF, IFN-γ, MCP-1, MIP-1β и TNF-α в 
поствакцинальном иммунном ответе и демонстрируют 
важность секреции IL-1β, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8 и IL-12 
клетками. Секреция всех вышеуказанных цитокинов ре-
гистрировалась в течение 1 года после вакцинации с от-
сутствием тенденции к снижению.  

В другом исследовании, использование системы со-
вместного культивирования клеток позволило опреде-
лить цитокины, участвующие в контроле туляремийной 
инфекции. Добавление лимфоцитов вакцинированных 
доноров к инфицированным штаммами F.  tularensis 
Schu S4 или F. tularensis LVS макрофагам приводило к 
контролю над инфекцией и коррелировало с секреци-
ей цитокинов IFN-γ, TNF и MIP-1β [24]. Такая in vitro 
модель туляремийной инфекции может быть полезной 
для оценки вклада отдельных цитокинов, например, 
путём истощения одного или нескольких одновремен-
но цитокинов или посредством добавления комбина-
ций рекомбинантных цитокинов при культивировании.

Суммируя полученные результаты в ходе исследо-
вания и литературные данные можно заключить, что 
через 5 лет после иммунизации ЖТВ сохраняется на-
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пряженный противотуляремийный иммунитет и необ-
ходимо рассмотреть возможность увеличения интер-
вала между ревакцинациями, что позволит сократить 
число инъекций и финансовые затраты без ущерба для 
эффективности специфической профилактики.  В ка-
честве критерия оценки клеточного иммунитета пред-
лагается рассматривать антиген-индуцированную про-
лиферацию лимфоцитов на основании установленной 
корреляции между уровнями пролиферативной и цито-
киновой-продуцирующей активности клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленные данные обосновывают переход к  

схеме ревакцинации, основанной на контроле специ-
фического противотуляремийного гуморального и кле-
точного иммунитета. Адекватными критериями оценки 
противотуляремийного иммунитета могут быть нали-
чие уровня специфических антител к ЛПС F. tularensis 
(1:400 и выше) в сыворотке крови и специфическая 
пролиферативная активность лимфоцитов вакциниро-
ванных доноров в ответ на стимуляцию туляремийным 
антигеном.
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