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для разработки наиболее диагностически информативных методик постановки антиген-стимулированных 
клеточных тестов in vitro необходим тщательный подбор стимулирующего агента (антигена), обладающего доста-
точным активирующим потенциалом и обеспечивающим специфичность реакции. цель работы – определение 
качественных показателей экспериментальных серий бруцеллезных антигенных препаратов, предназначенных 
для клеточных тестов in vitro. материалы и методы. для проведения исследований получали антигенные ком-
плексы бруцеллезного микроба – на основе вакцинных штаммов трех эпидемически значимых видов Brucella 
spp. (B. abortus, B. melitensis, B. suis). количественное определение белков экспериментальных серий полученных 
препаратов WsAg и PPBC проводили методом специфической флуориметрии. исследование белкового состава 
препаратов проводили методом капиллярного электрофореза. качественный состав определяли методом ионооб-
менной жидкостной хроматографии с рефрактометрической детекцией. результаты и обсуждение. в результате 
исследований определены физико-химические характеристики, изучены хроматографические профили и состав 
белковых фракций, а также проведена апробация изготовленных экспериментальных серий бруцеллезных анти-
генных препаратов. анализируя охарактеризованный белковый и полисахаридный состав полученных образцов 
WsAg, можно сделать заключение о невозможности использования препарата WsAg для клеточных тестов, так 
как экспериментально доказана вероятность проявления неспецифических реакций лимфоцитов in vitro. в свою 
очередь, комплексный бруцеллезный антигенный препарат PPBC обладает выраженной специфической активно-
стью и специфичностью в условиях in vitro и имеет перспективы использования при разработке методических 
подходов для лабораторной диагностики бруцеллеза и оценке фактической привитости контингентов риска после 
вакцинации. полученные характеристики позволят обеспечить надлежащее качество при производстве разрабо-
танного экспериментального препарата PPBC, предназначенного для клеточных тестов in vitro, с учетом совре-
менных правил валидации и стандартизации.

Ключевые слова: бруцеллез, Brucella spp., антигенспецифические клеточные тесты in vitro, антигенный ком-
плекс.

Корреспондирующий автор: Курчева Светлана Александровна, e-mail: stavnipchi@mail.ru.
Для цитирования: Курчева С.А., Ковалев Д.А., Пономаренко Д.Г., Сирица Ю.В., Костюченко М.В., Кошкидько А.Г., Жарникова И.В., Ракитина Е.Л., 

Логвиненко О.В., Жиров А.М. Качественные показатели экспериментальных бруцеллезных антигенных препаратов, предназначенных для клеточных тестов in 
vitro. Проблемы особо опасных инфекций. 2020; 3:83–88. DOI: 10.21055/0370-1069-2020-3-83-88

Поступила 11.11.19. Отправлена на доработку 15.01.20. Принята к публ. 04.09.20.

S.A. Kurcheva, D.A. Kovalev, D.G. Ponomarenko, Yu.V. Siritsa, M.V. Kostyuchenko,  
A.G. Koshkid’ko, I.V. Zharnikova, E.L. Rakitina, O.V. Logvinenko, A.M. Zhirov
Qualitative Indicators of Experimental Brucellosis Antigen Preparations Designed  
for Cellular tests in vitro
Stavropol Research Anti-Plague Institute, Stavropol, Russian Federation

Abstract. In order to develop the most diagnostically informative methods for carrying out antigen-stimulated cel-
lular tests in vitro a careful selection of stimulating agent (antigen) is required, possessing an adequate activating po-
tential and providing specificity of the reaction. Objective of the study was to identify the qualitative indicators of 
experimental batches of brucellosis antigen preparations designed for cellular tests in vitro. Materials and methods. 
Initially we produced antigen complexes of brucellosis microbe on the basis of the vaccine strains of three epidemically 
significant Brucella species (B. abortus, B. melitensis, B. suis). Quantitative determination of WsAg and PPBC proteins 
of experimental preparation series was performed applying capillary electrophoresis. Qualitative composition was as-
sessed through ion exchange liquid chromatography with refractometric detection. Results and discussion. We have 
specified physical-chemical features, investigated chromatographic profiles and composition of protein fractions, as well 
as tried the produced experimental batches of brucellosis antigen preparations. After analyzing the defined protein and 
polysaccharide composition of the obtained WsAg samples, one can conclude that WsAg preparation cannot be used for 
cellular tests as the probability of non-specific lymphocyte reaction manifestation in vitro was experimentally proven. By 
contrast, complex brucellosis antigen preparation PPBC has an expressed specific activity and specificity under in vitro 
conditions and the prospects to be used when developing methodological approaches for laboratory diagnosis of brucel-
losis and assessment of de facto immunity rate in risk contingents after vaccination. The obtained parameters will allow 
for proper quality provision when manufacturing the developed experimental PPBC preparation designed for cellular 
tests in vitro, taking into account modern validation and standardization regulations. 
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этиопатогенетическая особенность бруцеллеза 
обусловливается способностью возбудителя инфек-
ции «уклоняться» от иммунного ответа хозяина (вы-
живать и размножаться как в фагоцитарных, так и в 
нефагоцитарных клетках), что приводит к хрониче-
скому течению заболевания с длительной персистен-
цией патогена [1–3]. вакцинация населения против 
бруцеллеза входит в национальный календарь про-
филактических прививок по эпидемическим показа-
ниям. для иммунизации людей применяется живая 
вакцина, приготовленная из вакцинного штамма 
B. abortus 19 ва, при ее введении у людей возникает 
бессимптомная или латентная инфекция в сочетании 
с формированием нестерильного иммунитета, пере-
ходящего в постинфекционный, стерильный [4–6].

для оценки специфического клеточно-опосредо-
ванного иммунитета против возбудителя бруцеллеза 
предложена кожная аллергологическая реакция с 
бруцеллином (проба бюрне), но в настоящее время 
она применяется крайне редко в связи с высоким ри-
ском развития общих и местных побочных реакций. 

в последние годы в лабораторную практику ак-
тивно внедряются диагностические тесты, основан-
ные на антигенспецифических клеточных реакциях 
in vitro, позволяющие выявить интенсивность экс-
прессии иммунокомпетентными клетками различных 
рецепторов активации при оценке формирования и 
напряженности клеточного иммунитета [7–13].

для разработки диагностически информатив-
ных методик постановки антиген-стимулированных 
клеточных тестов in vitro необходим тщательный 
подбор стимулирующего агента (антигена), облада-
ющего достаточным активирующим потенциалом и 
обеспечивающего специфичность реакции в услови-
ях in vitro [14, 15]. в настоящее время на фармацев-
тическом рынке отсутствует коммерчески доступный 
препарат, отвечающий необходимым для постановки 
реакции требованиям. на базе ставропольского про-
тивочумного института получены несколько экспе-
риментальных серий препаратов, содержащих раз-
личные по составу антигенные комплексы.

цель настоящей работы – определить каче-
ственные показатели экспериментальных серий бру-
целлезных антигенных препаратов WsAg и PPBC и 
оценить возможную перспективу их использования 
в антигенспецифических клеточных тестах in vitro. 

материалы и методы

антигенные комплексы бруцеллезного микроба 
получали на основе вакцинных штаммов трех эпи-
демически значимых видов Brucella spp. (B. abor-
tus, B. melitensis, B. suis) из коллекции патогенных 
микроорганизмов ставропольского противочумного 
института. работы с культурами штаммов прово-
дили с соблюдением сп 1.3.2322-08 «безопасность 
работы с микроорганизмами III–IV групп патоген-
ности (опасности) и возбудителями паразитарных 
болезней».

метод получения бруцеллезного антигенного 
комплекса WsAg предложен е.н. афанасьевым и 
соавт. в 1986 г., технология включает в себя водно-
солевую и ультразвуковую дезинтеграцию с осажде-
нием белковых фракций сульфатом аммония, что по-
зволяет получить активный специфический препарат, 
который имеет длительную историю успешного при-
менения как специфический агент для сенсибилиза-
ции биологических объектов и/или твердой фазы в 
иммуноферментных тест-системах. бруцеллезный 
антигенный комплекс PPBC получен по модифици-
рованной нами методике получения вышеуказанного 
антигенного комплекса. 

для проведения исследований изготовили 
пять экспериментальных серий каждого препарата. 
полученные серии разливали в ампулы по 0,5 мл, 
замораживали и подвергали сублимационному вы-
сушиванию на лиофильной установке Martin Christ 
(германия) с последующей герметизацией и мар-
кировкой ампул с полученным продуктом. для осу-
ществления межлабораторных испытаний комисси-
онно отбирали по три образца каждой серии. за один 
образец принимали содержимое одной ампулы.

для проведения исследований применяли ре-
активы фирмы Sigma-Aldrich (сШа): дансилгидра-
зин, трифторуксусную кислоту > 99 %, ацетони-
трил > 99,93 %, ацетат аммония > 98 %, фосфатно-
солевой буфер (рн 7,4), D-глюкозу, N-ацетил-D-
галактозамин, рибозу, сахарозу, лактозу, ксилозу, 
галактозу, рамнозу, арабинозу, фруктозу.

спектры поглощения исследуемых образцов в 
диапазоне 180–800 нм получены на спектрофотоме-
тре NanoDrop 2000с (Thermo Scientific, сШа).

количественное определение белков проводили 
методом специфической флуориметрии на приборе 
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Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen, сШа) с исполь-
зованием набора реактивов Qubit Protein Assay Kit 
(Invitrogen, сШа).

исследование белкового состава препаратов 
проводили методом капиллярного электрофореза 
на чипе для анализа белков (набор Experion Pro260 
Analysis Kit для 10 чипов, Bio-Rad) с помощью ав-
томатической системы Experion System (Bio-Rad, 
сШа). обработку данных осуществляли с помо-
щью программного обеспечения Experion Software, 
Version 3.2.

качественный состав определяли методом ионо-
обменной жидкостной хроматографии с рефрактоме-
трической детекцией. оборудование вэжх: систе-
ма жидкостной хроматографии Konik Q12 C (Konik, 
испания), колонка хроматографическая ZORBAX 
NH2 4,6×250 mm (Agilent Technologies, сШа) с 
предколонкой 1×0,4 cm; детекция – рефрактометри-
ческий детектор (Konik RID 560). условия вэжх: 
подвижная фаза – ацетонитрил/H2O (70/30); скорость 
подвижной фазы 1,8 мл/мин; в изократическом ре-
жиме в течение 15 мин, температура термостата ко-
лонки 30 °с; объем вводимой пробы 20 мкл. для вы-
числения времени удерживания, площадей хромато-
графических пиков при детектировании, а также для 
графического представления хроматограмм исполь-
зовали программу Konikrom Plus (Konik, испания).

исследовали интактные водные растворы WsAg 
и PPBC (концентрация 1 мг/мл) и кислотные гидро-
лизаты образцов. гидролиз проводили 2м триф-
торуксусной кислотой при температуре 99 °C с по-
следующим испарением кислоты при пониженном 
давлении и температуре 30 °C.

хроматографический анализ гидролизованных 
образцов бруцеллезных антигенных комплексов осу-
ществляли путем сравнения со стандартами моно- и 
дисахаридов, проводя не менее пяти измерений для 
каждой пробы. идентификацию компонентов на хро-
матограммах исследуемых гидролизатов осуществля-
ли путем сравнения со временем удерживания стан-
дартных образцов моно- и дисахаридов (D-глюкоза, 
галактозамин, сахароза, лактоза, ксилоза, галактоза, 
рамноза, арабиноза, фруктоза). воспроизводимость 
хроматограмм разных серий составила (98,0±0,5) %, 
что свидетельствует о стандартности технологиче-
ского процесса и получаемых продуктов.

для определения специфической активности из-
готовленных экспериментальных серий препаратов 
использовали метод двойной иммунодиффузии (рид) 
в 1 % агаровом геле (Difko, сШа) по O. Ouchterlony 
в чашках петри с применением гипериммунной сы-
воротки против возбудителя бруцеллеза производ-
ства ставропольского противочумного института с 
предварительно проверенной активностью в рид не 
менее 1:16. при контроле специфичности использо-
вали сыворотки производства иркутского научно-
исследовательского противочумного института (сы-
воротка диагностическая туляремийная сухая для 
реакции агглютинации, сыворотка диагностическая 

холерная O1 адсорбированная сухая для реакции аг-
глютинации) и сыворотку диагностическую сальмо-
неллезную о-поливалентную редких групп произ-
водства ооо нпо «эколаб-диагностика».

все эксперименты с животными выполнялись 
в соответствии с законодательством российской 
Федерации и директивой европейского парламента 
и совета европейского союза по охране животных, 
используемых в научных целях. 

специфическую активность и специфичность 
полученных бруцеллезных антигенных комплек-
сов оценивали в клеточных тестах in vitro. в каче-
стве объекта исследования использовали аутбред-
ных белых лабораторных мышей SHK (Филиал 
«андреевка» Фгбун нцбмт Фмба россии, мо) 
в возрасте 6–8 недель с массой тела 18–20 г (n=50), 
иммунизированных вакциной против бруцелле-
за (нпо «микроген» минздрава россии) в дозе 
3,4·108 – 4,6·108 живых м.к. в 0,5 мл 0,9 % раство-
ра NaCl. контрольную группу (n=50) составили ла-
бораторные мыши, которым вводили стерильный 
0,9 % раствор NaCl в объеме 0,5 мл. взятие крови 
у иммунизированных и контрольных биомоделей 
осуществляли до вакцинации и на 14 сут после им-
мунизации. исследования проводили на проточном 
цитометре FACS Calibur (Becton Dickinson, сШа) с 
программным обеспечением BD Cell Quest, исполь-
зуя моноклональные антитела (мкат) (Invitrogen, 
сШа) к поверхностным антигенам лимфоцитов 
мыши, меченные FITC (флуоресцеинизотиоцианат) 
и PE (фикоэритрин). определяли активационные мо-
лекулы CD25, CD69, экспрессированные лимфоци-
тами. популяцию лимфоцитов идентифицировали 
при помощи гейтирования в координатах FSC-SSC 
на графике Dot Plot. события, попавшие в регион 
лимфоцитов, анализировали на предмет экспрессии 
CD69+, CD25+ рецепторов – маркеров ранней актива-
ции. для определения фоновых значений маркеров 
активации стимуляцию лимфоцитов осуществляли 
стерильным физиологическим раствором. реакцию 
активации учитывали через 24 ч после инкубации с 
образцами препаратов в условиях in vitro.

для подтверждения воспроизводимости и до-
стоверности полученных при исследовании резуль-
татов проводили математическую обработку значе-
ний исследуемых показателей в программе Microsoft 
Excel, производя расчет значения средней квадра-
тичной ошибки отдельного измерения, выборочной 
дисперсии, вероятного квадратичного отклонения 
при двух степенях свободы с доверительной вероят-
ностью 0,95.

результаты и обсуждение

получение и экспериментальное исследование 
антигенных препаратов, предназначенных для кле-
точных тестов in vitro, является одной из приоритет-
ных задач при разработке методов оценки форми-
рования и напряженности клеточного иммунитета. 
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ввиду отсутствия аналоговых препаратов и стандар-
тизированного набора характеристик, подтверждаю-
щих их диагностическую ценность, полученные в 
ходе разработок препараты проанализированы с по-
мощью комплекса методов, позволяющих охаракте-
ризовать белковую и полисахаридную часть антиге-
на, а также сделать вывод о возможности использо-
вания данных комплексов в антиген-специфических 
клеточных тестах in vitro. 

на первом этапе исследования эксперименталь-
ных серий для каждой группы образцов получены 
характерные спектры поглощения. так, спектры по-
глощения раствора WsAg содержали два максимума 
поглощения при 218 и 260 нм и локальный мини-
мум при 235–238 нм, а для образцов PPBC – макси-
мум поглощения регистрировался при 213 и 259 нм 
с идентичным для WsAg локальным минимумом. 
результаты спектрального анализа показали иден-
тичность состава образцов и позволили подтвердить 
стандартность технологии их получения.

при учете особенностей спектров поглоще-
ния отдельных классов органических соединений 
и оценке соотношения поглощений при 260/280 нм 
и 260/230 нм возможно определение наличия при-
месей нуклеиновых кислот и белков. значения этих 
соотношений для образцов WsAg составили а(260/280) 
1,85±0,05, а(260/230) 0,83±0,05, а для PPBC – а(260/280) 
1,87±0,05, а(260/230) 1,02±0,05, что свидетельствует 
об относительно низком содержании нуклеиновых 
кислот в образцах по сравнению с белками и под-
тверждается данными специфичной флуориме-
трии: концентрация белка – (930,57±5,09) мкг/мл и 
(745,06±5,01) мкг/мл, днк – (100,06±2,16) мкг/мл и 
(11,05±0,02) мкг/мл соответственно. 

для более детального изучения белковой со-
ставляющей препарата методом капиллярного 
электрофореза охарактеризован состав полученных 
белковых фракций. так, в анализируемых образцах 
WsAg определено шесть пептидов с молекулярной 
массой в диапазоне от 9,23 до 45,61 кда без преоб-
ладания каких-либо фракций по концентрации, что 
согласуется с результатами проверки препарата на 
специфичность. в свою очередь, при исследовании 
образцов PPBC на фореграммах зарегистрировано 
14 пиков, но, несмотря на то, что по результатам про-
веденного анализа данный препарат является более 
гетерогенным по составу и содержит белки с масса-
ми от 10,91 до 112,47 кда, преобладающим и основ-
ным компонентом антигенного комплекса является 
полипептид с молекулярной массой 33 кда.

при изучении полисахаридного состава изго-
товленных экспериментальных препаратов методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии по-
добрана методика кислотного гидролиза образцов. 
анализ хроматограмм полученных гидролизатов 
осуществляли путем сравнения со временем удер-
живания образцов моно- и дисахаридов (D-глюкоза, 
галактозамин, сахароза, лактоза, ксилоза, галактоза, 
рамноза, арабиноза, фруктоза): время удерживания 

углеводных компонентов PPBC – (4,90±0,10) мин и 
(6,64±0,10) мин, что соответствует хроматограммам 
стандартных образцов рамнозы – (4,92±0,10) мин и 
D-глюкозы – (6,64±0,10) мин, в свою очередь вре-
мя удерживания углеводных компонентов WsAg – 
(4,90±0,10) мин, (6,06±0,10) и (6,61±0,10) мин, что 
соотносится с сигналами рамнозы, арабинозы и 
D-глюкозы. отсутствие других пиков на хромато-
граммах свидетельствует о полном кислотном ги-
дролизе углеводной части антигенных препаратов. 
воспроизводимость хроматограмм разных серий 
составила (98,0±0,5) %, что свидетельствует о стан-
дартности технологического процесса полученных 
продуктов. отсутствие дополнительного пика араби-
нозы в гидролизате PPBC связано с особенностями 
его получения и не влияет на его антигенные свой-
ства, которые в большей степени связаны с белковой 
составляющей.

проверка преципитирующей активности полу-
ченных антигенных комплексов в рид позволила 
определить специфический титр образцов, который 
составил 1:128 для PPBC и 1:64 для WsAg. 

изготовленные экспериментальные серии анти-
генных комплексов (WsAg и PPBC) прошли апроба-
цию при постановке антигенспецифических клеточ-
ных тестов in vitro, по результатам которой опреде-
лены специфичность и специфическая активность 
препаратов. 

анализ результатов изучения интенсивности ак-
тивирующего влияния антигена WsAg на лимфоциты 
свидетельствовал о неконтролируемой индуциро-
ванной активации популяции лимфоцитов in vitro, 
что указывает на неспецифические реакции клеток 
в присутствии данного антигена. антиген PPBC не 
вызывал неспецифических реакций – не способство-
вал in vitro активации лимфоцитов у биомоделей, 
неимунных к возбудителю бруцеллеза (рис. 1).

проведенные исследования показали, что ин-
тенсивность экспрессии маркеров активации лим-
фоцитов в контрольной группе при стимуляции 
изотоническим 0,9 % раствором NaCl и PPBC не 

рис. 1. интенсивность фоновой и антигениндуцированной акти-
вации in vitro лимфоцитов у биомоделей, неиммунных к возбу-
дителю бруцеллеза

Fig. 1. Intensity of the background and antigen-induced activation 
of lymphocytes in biomodels that have no immunity to brucellosis 
agent in vitro
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имела статистически значимой разницы во все сро-
ки исследования. это указывает на то, что PPBC не 
вызывает неспецифической реакции лимфоцитов in 
vitro. вероятно, как определено нами ранее, наличие 
в антигенном комплексе PPBC полипептида с моле-
кулярной массой 33 кда (как основного компонента) 
и более низкое содержание днк (на один порядок 
ниже, чем в WsAg) обусловливают специфичность 
препарата, применение которого не вызывает спон-
танной экспрессии лимфоцитов.

на следующем этапе исследовали интенсив-
ность экспрессии лимфоцитами иммунизированных 
B. abortus 19 BA биологических моделей «ранних» 
активационных молекул – CD69 и CD25 под влияни-
ем антигенного комплекса PPBC. показано, что при 
инкубации смешанной культуры лейкоцитов, иммун-
ных к возбудителю бруцеллеза биологических моде-
лей, в среде антигенным комплексом PPBC возника-
ет активация лимфоцитов, что выражается увеличе-
нием в 2,8 раза интенсивности экспрессии лимфоци-
тами рецептора к IL-2 (CD25), составив в среднем 
(8,65±1,85) % (фоновые значения – (3,73±0,40) %). 
по результатам анализа специфической активности 
PPBC по маркеру ранней пролиферации лимфоцитов 
(CD69) определено, что на 14 сут после иммунизации 
антигенный комплекс способствовал увеличению, в 
сравнении с фоновыми значениями (23,07±1,87 %), 
интенсивности экспонирования CD69 более чем в 
2 раза – (46,81±4,53) % (рис. 2). 

экспериментально доказано, что в течение все-
го срока испытания PPBC (в масштабе реального 
времени) лиофилизированный препарат сохранял 
стабильность без изменения внешнего вида, рас-
творимости, рн, содержания белка, специфично-
сти и специфической активности in vitro. в течение 
12 месяцев наблюдения качественные показатели 
препарата оставались в пределах установленных 
интервалов при температуре хранения от 2 до 8 °C. 
в процессе применения восстановленный в физио-
логическом растворе препарат характеризуется 
стабильностью своих биологических и физико-

химических свойств в течение 3 месяцев при тем-
пературе хранения -18 °C.

таким образом, в результате исследований 
определены физико-химические характеристики, 
изучены хроматографические профили и состав бел-
ковых фракций, а также специфичность и специфи-
ческая активность in vitro экспериментальных се-
рий изготовленных антигенных препаратов. анализ 
полученных результатов позволяет заключить, что 
белковый и полисахаридный состав полученных 
образцов WsAg исключает возможность использо-
вания данного препарата для клеточных тестов, так 
как его применение способствует проявлению не-
специфических реакций лимфоцитов in vitro. в свою 
очередь, комплексный антиген PPBC не вызывает 
неспецифических реакций (неспецифической акти-
вации) лимфоцитов in vitro, обладает выраженной 
специфической активностью в условиях in vitro и 
имеет перспективы использования при разработке 
эффективных методических подходов для лабора-
торной диагностики бруцеллеза, а также при оценке 
фактической привитости контингентов риска после 
вакцинации. в настоящее время, как уже отмечено 
ранее, на российском рынке диагностических тест-
систем отсутствуют антигенные препараты для по-
становки клеточных тестов. полученные данные 
позволят обеспечить надлежащее качество разрабо-
танного экспериментального препарата с учетом со-
временных правил валидации и стандартизации при 
производстве комплексного бруцеллезного антигена 
PPBC, предназначенного для клеточных тестов in 
vitro.
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