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Резюме. Предложен новый цитометрический метод лабораторной диагностики бруцеллеза в условиях 

in vitro, основанный на определении повышенной чувствительности организма к бруцеллам. Тест по-

зволяет дифференцировать вакцинный и инфекционный процессы при хроническом бруцеллезе, про-

изводить количественный учет степени сенсибилизации к бруцеллам и, соответственно, может быть ис-

пользован для оценки напряженности поствакцинального иммунитета перед повторной иммунизацией 

против бруцеллеза. Использование метода проточной цитометрии при постановке теста исключает до-

бавочное антигенное воздействие на организм и позволяет проводить постановку и учет реакции в те-

чение 1 часа.

Ключевые слова: бруцеллез, аллергодиагностика, проточная цитометрия.

A NEW APPROACH TO BRUCELLOSIS ALLERGODIAGNOSTICS

Ponomarenko D.G., Logvinenko O.V., Sarkisian N.S., Rakitinа C.L, Golub O.G., Kulichenko A.N.

Abstract. The new cytometric method for laboratory diagnosis of brucellosis in vitro conditions based on detection 

of hypersensitivity to Brucella has been developed. This test allows to differentiate vaccinal and infectious processes 

in case of chronic brucellosis, and to measure the level of patient sensibilization to Brucella. Thus, the test might be 

used to estimate intensity of post-vaccination immunity before re-immunization against brucellosis. Using of flow 

cytometry in the test excludes additional antigenic influence on human organism and allows to provide testing 

within 1 hour. (Infekc. immun., 2013, vol. 3, N 1, p. 89–92)

Key words: brucellosis, allergic diagnostics, flow cytometry.

В результате взаимодействия организма 

с аллергенами (антигенами) возникает сенси-

билизация — повышенная специфическая чув-

ствительность, которая используется в лабора-

торной диагностике как маркер, указывающий 

на имевшийся контакт организма с чужеродны-

ми субстанциями [8, 10].

Для выявления сенсибилизации организ-

ма разработан комплекс методов, включаю-

щий кожные пробы и аллергологические тесты 

in vitro. С целью определения аллергической 

перестройки организма наиболее часто приме-

няют накожное аллерготестирование. Однако 

его использование сопряжено с риском возник-

новения общих и местных реакций на допол-

нительную антигенную нагрузку. Не рекомен-

дуется постановка кожных аллергических проб 

детям до трех лет и беременным [8, 9].

Кожно-аллергическая проба с бруцеллином, 

так называемая проба Бюрне, была разработана 

и применяется со второй половины XX века. Со-

гласно методическим указаниям МУ 3.1.7.1189-

03 кожно-аллергические тесты используются 

для лабораторной диагностики бруцеллеза, 

а также с целью определения напряженности 

поствакцинального иммунитета перед повтор-

ной иммунизацией [2, 5, 9].

Постановка аллергических тестов с бруцел-

лином имеет ряд недостатков. У лиц высоко сен-

сибилизированных к бруцеллезному антигену 

возможно развитие реакции в виде повышения 

температуры, озноба, головной боли, лимфан-
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гита, артралгии и т.д. К недостаткам можно от-

нести риск возникновения ложноположитель-

ного результата при наличии аллергии и других 

иммунопатологических состояний; учет реак-

ции осуществляется через 24–48 часов [5].

C конца XX века и по настоящее время ведут-

ся исследования, направленные на замену ин-

вазивных аллергических тестов на более безо-

пасный и высокоспецифичный метод оценки 

аллергической перестройки организма in vitro. 

Предложенные к использованию тесты, такие 

как радиоаллергосорбентный, метод микро-

скопической оценки дегрануляции базофилов 

при окраске щелочными красителями, опреде-

ление концентрации освобожденного гистами-

на (метод Шелли), реакция лейкоцитолиза (тест 

аллергической альтерации лейкоцитов), вы-

явления специфических иммуноглобулинов Е 

имеют ряд ограничений, обусловленных или 

трудоемкостью, или низкой чувствительностью 

и слабой специфичностью [6, 7, 14, 15].

В 1994 г. Sainte-Laudu et al. впервые предло-

жили определение дегрануляции базофилов 

методом проточной цитометрии [15]. Сущность 

теста сводится к тому, что при внесении в пробу 

известного аллергена, при наличии сенсибили-

зации, он взаимодействует со специфическими 

молекулами IgE, которые связаны с поверх-

ностными рецепторами базофилов. Это ини-

циирует каскад ферментных реакций, приво-

дящих к дегрануляции эффекторной клетки 

с экспрессией маркера клеточной перестройки 

CD63 (gp53). Благодаря используемой техноло-

гии CAST® (Cellular Antigen Stimulation Test, тест 

антигенной стимуляции клеток), способ обла-

дает высокой специфичностью по сравнению 

с классическими методиками.

Целью исследований явилось изучение воз-

можности применения теста активации базо-

филов для выявления повышенной чувстви-

тельности организма к бруцеллам.

Исследовали кровь 92 человек. Из них — 

26 человек больных острым и 16 — хроническим 

бруцеллезом, 12 человек, вакцинированных 

Brucella abortus 19 BA (на 30–35 сутки после им-

мунизации). С целью определения специфич-

ности и чувствительности используемого мето-

да исследовали кровь беременных — 7 человек 

(31–33 неделя беременности), 19 обследованных 

в возрасте от 2-х до 37 лет с проявлениями аллер-

гии в анамнезе, конт рольную группу составили 

12 человек, не имевших в анамнезе симптомов 

аллергии, не переболевших бруцеллезом и не 

вакцинированных против этой инфекции.

Экспрессию на базофилах CD63 определяли 

на проточном цитометре FACSCalibur (США), 

используя набор моноклональных антител 

Buhlmann laboratories (Швейцария). Для опре-

деления фонового значения использовали «бу-

фер для стимуляции» (Flow 2 CAST). При учете 

результата значение фоновой пробы вычитали 

из аналогичного показателя при стимуляции 

антигеном. Полученные цифровые данные от-

ражают процент активированных базофилов.

В качестве специфического антигена исполь-

зовали аллерген бруцеллезный жидкий (Бру-

целлин) производства ФГУП «НПО Микроген» 

(Россия).

Обеззараживание исследуемого материала 

от больных бруцеллезом людей осуществляли 

в соответствии с СП № 1.3.1285-03 путем до-

бавления к исследуемой пробе мертиолята на-

трия до конечной концентрации 1:10 000 с по-

следующим прогреванием при 56°С в течение 

30 мин [1].

Полученные результаты обрабатывали ста-

тистически с помощью компьютерной про-

граммы Microsoft Excel 2010. С учетом малой 

выборки (n < 30) для выявления статистической 

значимости различий результатов использова-

ли t-критерий Стьюдента при уровне надежно-

сти P ≥ 0,95 [11].

В контрольной группе и у людей, имеющих 

в анамнезе аллергию, исследуемый показатель 

находился в пределах от 0 до 5% при среднем 

значении 2,17±0,45 и 2,43±0,42% соответствен-

но. В группе беременных среднее количество 

активированных бруцеллином базофилов со-

ставило 2,57±0,49% при вариации от 0 до 4%. 

При постановке теста активации базофилов 

с бруцеллином достоверных различий в показа-

телях у беременных, у лиц имеющих в анамнезе 

аллергопатологию и у лиц контрольной группы 

не установлено, в связи с этим они были объе-

динены в контрольную группу.

Проведенные исследования показали, что 

у больных хроническим бруцеллезом количе-

ство активированных бруцеллином базофилов 

находилось в пределах от 32 до 57% и в среднем 

составляло 38,15±3,96% (P ≥ 0,95). У больных 

острой формой заболевания выявили от 10 

до 17% дегранулированных базофилов, среднее 

значение — 12,9±2,04% (P ≥ 0,95). В группе им-

мунизированных против бруцеллеза, количе-

ство детектируемых клеток варьировало от 9 

до 19% и в среднем составило 14,7±2,83% (P ≥ 
0,95) (рис.)

При проведении исследований установле-

но, что у больных острой формой бруцеллеза 

количество активированных бруцеллином ба-

зофилов более чем в 5 раз превышало значения 

контрольной группы. В случае хронического 

течения заболевания и у иммунизированных 

пациентов выявляли увеличение определяе-

мых клеток в 16 и 9 раз соответственно отно-

сительно контрольного уровня. У больных 

острым бруцеллезом и у вакцинированных ис-

следуемый показатель был в 3,7 и 2 раза ниже, 

чем у пациентов с хронической формой заболе-

вания.
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Используемая технология CAST обеспечи-

вает высокую специфичность метода, а полу-

ченные результаты указывают на перспективу 

применения аллергического теста in vitro для ди-

агностики бруцеллеза. Преимуществом метода 

является возможность количественной оценки 

степени сенсибилизации организма, получение 

результатов в течении одного часа от начала ис-

следования. Предложенная методика исключа-

ет добавочное антигенное воздействие на ор-

ганизм, что предупреждает возникновение 

осложнений, связанных с дополнительной ал-

лергизацией организма, и может быть исполь-

зована как полноценная альтернатива класси-

ческого метода — пробы Бюрне.

Количество активированных бруцеллином 

базофилов в крови иммунизированных про-

тив бруцеллеза и больных хронической формой 

этой инфекцией имеет статистически значимые 

различия (Р > 0,05), следовательно, тест актива-

ции базофилов позволяет дифференцировать 

вакцинный и инфекционный процессы при 

хроническом бруцеллезе.

Широкий диапазон колебания полученных 

данных в группе иммунизированных и пациен-

тов с острой формой инфекции указывает на то, 

что дифференциация степени аллергической 

перестройки организма при остром бруцеллезе 

и после вакцинации, с помощью теста активации 

базофилов, возможна только с учетом комплекса 

клинических и лабораторных исследований.

Иммунитет при ряде инфекций, например 

при бруцеллезе, не может формироваться без 

аллергических реакций [3, 4, 10, 13, 14]. Степень 

сенсибилизации организма может выступать 

как показатель устойчивости к данной инфек-

ции [3, 15]. Предлагаемый нами метод позволяет 

производить количественный учет уровня чув-

ствительности к бруцеллам и, соответственно, 

может быть использован для оценки напряжен-

ности поствакцинального иммунитета перед 

повторной иммунизацией против бруцеллеза.

Таким образом, предложенный метод ла-

бораторной диагностики бруцеллеза, а также 

способ оценки напряженности поствакциналь-

ного иммунитета против бруцеллеза в условиях 

in vitro, является перспективным и может быть 

внедрен в практику лабораторных исследова-

ний при бруцеллезе как альтернатива пробе 

Бюрне и для определения показаний к вакци-

нации.
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