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ПРИМЕНЕНИЕ CAST-ТЕСТА ДЛЯ ОЦЕНКИ У ЛЮДЕЙ 
СПЕЦИФИЧЕСКОЙ РЕАКТИВНОСТИ К ВОЗБУДИТЕЛЮ 
СИБИРСКОЙ ЯЗВЫ
Пономаренко Д.Г., Ракитина Е.Л., Костюченко М.В., 
Логвиненко О.В., Рязанова А.Г., Аксенова Л.Ю., Буравцева Н.П., 
Тюменцева И.С., Курчева С.А., Куличенко А.Н.
ФКУЗ «Ставропольский противочумный институт» Роспотребнадзора, г. Ставрополь, Россия

Резюме. Представлены результаты применения функционального цитометрического теста анти-
ген-стимулированной активации базофилов для оценки специфической иммунологической реактив-
ности у людей, больных сибирской язвой и иммунизированных сибиреязвенной вакциной. В качестве 
критерия наличия антигенспецифической активации базофилов измеряли экспрессию мембранного 
рецептора – CD63, отражающей процесс анафилактической дегрануляции базофильных гранулоци-
тов. Для определения спонтанной и антиген-индуцированной активации базофилов (CCR3+CD63+) 
применяли набор реагентов FlowCAST (Buhlmann laboratories AG, Швейцария). В качестве специфи-
ческого антигена использовали экспериментальный сибиреязвенный аллерген – антраксин (гидро-
лизат на основе штамма Bacillus anthracis СТИ-1), производства ФКУЗ «Ставропольский противо-
чумный институт» Роспотребнадзора. На основании клинико-экспериментальных данных в качестве 
лабораторного критерия наличия у человека специфической IgE-опосредованной сенсибилизации к 
возбудителю сибирской язвы для иммунодиагностического CAST-теста in vitro принято значение – 
10% и более активированных антраксином базофильных гранулоцитов (CCR3+CD63+). Показано, что 
у лиц, больных сибирской язвой в период до одной недели (3-7-й день) после заболевания, в 92,3% 
случаев получен положительный результат CAST, значения специфической активации антраксином 
базофилов в среднем составил 37,9% (12,01 ÷ 78,9%). При иммунологическом обследовании лиц че-
рез три недели после вакцинации против сибирской язвы была установлена CAST-позитивность у 
всех вакцинированных. Значения интенсивности антраксин-индуцированной активации базофи-
лов у привитых находились в интервале от 10,87 ÷ 30,03%, составив в среднем 17,86%. Суммарное 
значение спонтанной и специфической активации детектировали в интервале 12,39 ÷ 41,46%. Про-
веденные исследования указывают на перспективу внедрения теста антигенной активации базофи-
лов в формате Flow CAST для диагностики сибирской язвы и выявления специфической иммунной 
перестройки после вакцинации у людей, как показателя «фактической привитости». Использование 
CAST-теста с антраксином позволяет выявлять больных сибирской язвой на ранних сроках после 
начала заболевания (2-4-е сут.), в том числе среди пациентов с повышенным уровнем фоновых значе-
ний CCR3+CD63+, проводить оценку иммунологической эффективности вакцинации контингентов 
риска. Вместе с тем было установлено, что существенное снижение диагностической чувствительно-
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сти CAST-теста возможно у иммунных к возбудителю сибирской язвы пациентов, получавших интен-
сивную этиотропную антибактериальную и патогенетическую терапию на ранних стадиях инфекци-
онного процесса, включающую глюкокортикостероиды и десенсибилизирующие средства, которые 
ингибируют в организме интенсивность процессов формирования гиперчувствительности (иммуно-
логической реактивности) и ее выраженность.

Ключевые слова: сибирская язва, лабораторная диагностика, иммунодиагностика, антиген-стимулированная активация 
базофилов, сибиреязвенный аллерген, сенсибилизация

USING CAST-TEST TO INVESTIGATE HUMAN SPECIFIC 
HYPERSENSITIVITY TO THE ANTHRAX PATHOGEN
Ponomarenko D.G., Rakitina Е.L., Kostyuchenko М.V., 
Logvinenko О.V., Ryazanova A.G., Aksenova L.Yu., Buravtseva N.P., 
Tyumentseva I.S., Kurcheva S.A., Кulichenko А.N.
Stavropol Research Anti-Plague Institute, Stavropol, Russian Federation

Abstract. We present the results of applying functional cytometric test of antigen-stimulated activation 
basophils to assess specific immunological reactivity in the people with anthrax, and immunized with anthrax 
vaccine. As a criterion for antigen-specific basophil activation, we measured expression of the CD63 membrane 
receptor, which reflects the process of anaphylactic basophil degranulation. To determine spontaneous and 
antigen-induced activation of basophils (CCR3+CD63+), a FlowCAST reagent kit (Buhlmann laboratories 
AG, Switzerland) was used. Anthraxin, an experimental anthrax allergen (a hydrolysate the Bacillus anthracis 
STI-1 strain), manufactured by the Stavropol Anti-Plague Institute, was used as a specific antigen. As based on 
clinical and experimental data, a threshold value of > 10% of anthraxin-activated (CCR3+CD63+) basophils 
was accepted for the in vitro immunodiagnostic CAST test, as a laboratory criterion for the subjects exhibiting 
specific immune response, i.e., IgE-mediated sensitization. It was shown that, in anthrax patients within one 
week after onset of the disease (3-7 days), a positive CAST result was obtained in 92.3% cases; the levels of specific 
basophil activation with anthraxin averaged 37.9% (12.01 ÷ 78.9%). Immunological examination of individuals 
three weeks (21 days) after vaccination against anthrax revealed CAST-positivity in all the vaccinated persons. 
Intensity of anthraxin-induced basophil activation the vaccinated subjects was ranged from 10.87 to 30.03%, 
averaging 17.86%. The overall values of spontaneous and specific activation ranged within 12.39 ÷  41.46%. The 
study opens prospectives for implementation of basophil antigenic activation test in the Flow CAST format in 
diagnostics of anthrax and to identify specific immune rearrangements after vaccination in humans, as an index 
of actual vaccination rates. Usage of CAST test with anthraxin makes it possible to identify anthrax patients at 
the early stages (2-4 days after onset of the disease) including, among patients with an increased CCR3+CD63+ 
background values, evaluation of immunological efficiency in the cohorts at risk for vaccination. At the same 
time, it was found that a significant decrease in diagnostic sensitivity of CAST test could be observed in the 
patients immune to anthrax pathogen who received intensive antibacterial and pathogenetic therapy at the 
early stages of infection, including glucocorticosteroids (anti-inflammatory drugs) and desensitizing agents 
that inhibit the degree of hypersensitivity development and its expression.

Keywords: anthrax, laboratory diagnostics, immunodiagnostics, antigen-stimulated activation of basophils, anthrax allergen, 
sensitization

Введение
В начальный период инфекционной болезни в 

организме превалируют иммунологические реак-
ции гиперчувствительности немедленного типа, 
большая часть которых опосредована антителами 
класса E (реагинами) [12].

Ввиду низкой концентрации аллергенспеци-
фических реагинов в острую фазу болезни и от-
сутствия коммерчески доступных диагностиче-

ских тест-систем для их выявления, оптимальной 
мишенью для исследования гиперчувствитель-
ности при инфекционном процессе могут быть 
базофилы. На мембране этих клеток отмечается 
сайт-опосредованная агрегация молекул им-
муноглобулинов E. Повторное взаимодействие 
(in vivo, ex vivo) специфического аллергена с ком-
плементарными реагинами приводит к формиро-
ванию иммунореактивного ответа – реакции ги-
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перчувствительности немедленного типа (I тип, 
IgE-зависимый) [9, 24].

Кооперация аллергена с IgE и последующее 
перекрестное рецептор-специфическое (high-
affinity FcεRI) «сшивание» с мембраной базофи-
лов сопровождается продукцией (секрецией) 
клеткой веществ-медиаторов воспаления. В на-
стоящее время выявлен целый ряд различных 
маркеров (рецепторов), которые могут быть ис-
пользованы для цитометрической идентифика-
ции базофилов (CCR3, CD123, FcεRI, CRTH2 
и др.) и количественного анализа их активации 
(оценка экспрессии антигенов CD203c, CD63, 
CD294, CD107a, CD107b, CD13, CD164 и др.). 
У различных рецепторов активации неодинако-
вые интенсивность спонтанной/индуцирован-
ной экспрессии и локализация в клетке [13, 16, 
17, 18, 22, 23, 25, 26, 27, 28].

К наиболее информативным и широко изу-
ченным показателям, определяющим активацию 
базофилов, относят рецепторы CD63, СD203с, 
диагностическая значимость которых эквива-
лентна [14, 15, 20]. Вместе с тем CD63 относится 
к мембранным белкам, которые непосредственно 
ассоциированы с компонентами мультивезикул 
лизосом внутренней мембраны базофилов. Ин-
дуцированная трансмембранная (экстрацеллю-
лярная) экспрессия рецептора CD63 теснейшим 
образом связана с дегрануляцией (активацией) 
базофилов [19].

К настоящему времени тест активации базо-
филов с использованием проточной цитометрии 
(Cellular Antigen Stimulation Test – CAST) практи-
чески полностью заменил традиционные методы 
исследования дегрануляции базофилов с исполь-
зованием анализа высвобождения гистамина, 
лейкотриенов и других медиаторов иммунореак-
тивных процессов [21].

ФКУЗ Ставропольским противочумным ин-
ститутом Роспотребнадзора разработаны ме-
тодические подходы для иммунодиагностики 
бруцеллеза и сибирской язвы, основанные на 
CAST-тесте [5, 7, 8].

Предложенный подход для лабораторной диа-
гностики сибирской язвы применяется в работе 
Референс-центра по мониторингу за возбудите-
лем сибирской язвы при исследовании матери-
ала от людей, подозрительных на заболевание 
сибирской язвой. Тест применялся при рассле-
довании масштабной вспышки сибиреязвенной 
инфекции в Ямало-Ненецком автономном окру-
ге в 2016 г. [4].

Интеграция в практику иммунологического 
теста CAST с сибиреязвенным аллергеном, по-
зволит усовершенствовать существующий алго-
ритм лабораторной диагностики сибирской язвы 
и предложить эффективный способ оценки фак-
тической привитости контингента после вакци-
нации против сибирской язвы.

Цель исследований – анализ применения 
CAST-теста для оценки специфической реактив-
ности у людей, больных сибирской язвой и при-
витых сибиреязвенной вакциной.

Материалы и методы
Всего в исследовании участвовали 80 человек: 

50 – больных сибирской язвой, 10 – привитых 
сибиреязвенной вакциной (производства ФГБУ 
48 ЦНИИ Минобороны России, г. Киров), обсле-
дованных на 21-й день после иммунизации. Кон-
трольную группу (лица неиммунные к Bacillus 
anthracis) составили 20 здоровых добровольцев.

Все обследуемые предоставили в установлен-
ном порядке [11] согласие на участие в исследо-
ваниях.

Для постановки CAST-теста использовали 
тест-систему Flow CAST (Buhlmann laboratories 
AG, Швейцария). Измерение интенсивности 
спонтанной и индуцированной аллергеном экс-
прессии CD63 на мембране базофилов прово-
дили в цельной крови, стабилизированной эти-
лендиаминтетрауксусной кислотой (ЭДТА) без 
предварительного выделения популяции лейко-
цитов.

Выделение зоны интересов проводили в коор-
динатах прямого (FSC) и бокового (SSC) свето-
рассеяния (BD Cell Quest™), селекцию базофи-
лов выполняли по CCR3pos/SSClow, учитывали не 
менее 500 клеток. Детекцию базофилов осущест-
вляли с помощью МКАТ анти-CCR3-PE, марке-
ров дегрануляции – анти-CD63-FITC. Процедура 
постановки теста активации базофилов соответ-
ствовала протоколу «BAT FlowCAST». Цитоме-
трический анализ проводили с использованием 
цитофлуориметра FACS Calibur (BD, США).

По результатам ранее проведенных нами ис-
следований [5] был определен в соответствии с 
ГОСТ Р 53022.3-2008 [2] порог клинического ре-
шения для данного иммунотеста – числовое зна-
чение, принятое на основании экспериментов в 
качестве лабораторного критерия наличия (или 
отсутствия) специфической иммунной реактив-
ности к возбудителю сибирской язвы. Было уста-
новлено, что количество CD63+базофилов, акти-
вированных сибиреязвенных аллергеном от 0 до 
10% – отрицательный результат CAST-теста, бо-
лее 10% – положительный. Положительный ре-
зультат CAST-теста (CCR3+CD63+ > 10%) свиде-
тельствует о наличии в организме специфической 
сенсибилизации к антигенам сибиреязвенного 
микроба, которая возникает при инфекционном 
процессе или формировании поствакцинального 
иммунитета. 

При математической обработке результатов 
рассчитывали среднее арифметическое (хср), ин-
тервал значений (min ÷ max) и доли в процентном 
отношении [10].
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В качестве аллергена использовали антрак-
син – гидролизат на основе штамма Bacillus 
anthracis СТИ-1 (экспериментальные серии пре-
парата производства ФКУЗ Ставропольский про-
тивочумный институт Роспотребнадзора).

Диагностические исследования на сибирскую 
язву проводили согласно методическим указани-
ям МУК 4.2.2413-08 [6]. Оценку наличия спец-
ифических антител к возбудителю сибирской 
язвы в сыворотках крови осуществляли методом 
нМФА с использованием экспериментальной 
тест-системы (производства ФКУЗ Ставрополь-
ский противочумный институт Роспотребнад-
зора). Для постановки ПЦР применяли набор 
реагентов «АмплиСенс® Bacillus anthracis-FRT» 
производства ФБУН Центральный НИИ эпиде-
миологии Роспотребнадзора (Россия). 

Работа с биоматериалом проводилась в со-
ответствии с требованиями ГОСТ Р 53079.4-
2008 [3], СП 1.3.31.18-13 [9].

Результаты 
При разработке подхода к иммунодиагности-

ке сибирской язвы, основанного на тесте акти-
вации базофилов in vitro, опытным путем было 
определено количество аллергена – антраксина, 
необходимое для исключительно специфической 
стимуляции клеток. С учетом ранее проведенных 
опытов [5], стабильно воспроизводимый резуль-

тат у лиц неиммунных к возбудителю сибирской 
язвы (контрольная группа), а также больных си-
бирской язвой и привитых вакциной против си-
бирской язвы, получен при использовании ан-
траксина в дозе 20 мкг белка в 50 мкл препарата.

Значения интенсивности антраксин-ин-
дуцированной активации базофилов – 
CCR3+CD63+(%) у лиц из контрольной группы 
находились в интервале 0,36 ÷  9,83% (хср – 5,86%).

При иммунологическом обследовании боль-
ных кожной формой сибирской язвы (13 пациен-
тов, на 3-7-й день заболевания) положительный 
результат был получен в 92,3% случаев (у 12 че-
ловек). Уровень специфической активации ан-
траксином базофилов в среднем составил 37,9% 
(12,01 ÷ 78,9%), фоновые значения интенсивно-
сти экспрессии маркера дегрануляции находи-
лись в интервале – 0 ÷ 21,0%. 

У четырех больных сибирской язвой выявле-
ны повышенные (более 10%) фоновые значения 
экспрессии базофилами CD63 (CCR3+CD63+) – 
12,02, 14,7, 20,4 и 21,0%. При этом, вне зависи-
мости от достаточно высоких фоновых значений 
CCR3+CD63+, после стимуляции антраксином 
уровень активации базофилов имел статистиче-
ски значимую разницу значений показателей – 
66,0; 49,2; 32,5 и 40,0%, превышающую исходные 
в 1,6-5,4 раза (рис. 1).

Рисунок 1. Значения фоновой и антиген-стимулированной экспрессии базофилами рецептора CD63 у больных 
сибирской язвой на 3-7-й день после заболевания
Figure 1. Background and antigen-stimulated expression of CD63 receptor basophils in patients with anthrax on days 3-7 after 
disease
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При анализе результатов бактериологических, 
молекулярно-генетических (ПЦР) и серологиче-
ских (нМФА) исследований клинического мате-
риала от CAST-позитивных больных сибирской 
язвой (n = 12), установлено, что среди обследо-
ванных у двух больных выделена культура сиби-
реязвенного микроба (16,7%), у девяти выявлена 
ДНК B. anthracis (75,0%), восьми (66,7%) больных 
обнаружены антитела к возбудителю сибирской 
язвы в титрах от 1:40 до 1:320. 

У одного обследованного с отрицательны-
ми CAST-реакциями выявлены специфические 
противосибиреязвенные антитела в диагностиче-
ском титре – 1:40.

Анализ результатов исследования материала 
от 34 заболевших сибирской язвой в процессе 
вспышки в Ямало-Ненецком автономном окру-
ге в 2016  г., отобранного для иммунологического 
исследования (нМФА, CAST) через 2-3 недели 
от начала заболевания, показал, что только у 7 
(20,6%) заболевших результаты иммунологиче-
ских тестов положительные: у 3 (8,8%) в сыворот-
ке крови выявлены специфические антитела и у 
6 (17,6%) отмечались положительные результаты 
CAST-теста. Уровень специфической активации 
базофилов у CAST-позитивных был в среднем 
18,8% (11,1 ÷ 38,5%). Среди CAST-позитивных 
больных, у двух (33,3%) выявлены специфиче-
ские противосибиреязвенные антитела в титрах 
1:40, пяти – ранее (на 4-7 день заболевания) 
была установлена положительная ПЦР (83,3%) 
(рис. 2).

У обследованных больных сибирской язвой 
с отрицательными результатами CAST-теста (28 
чел.) уровень антиген-индуцированной экспрес-
сии базофилами маркера CD63 составил в сред-
нем 3,96% (0,26 ÷ 9,37%).

Отрицательные результаты CAST-
тестирования у заболевших сибирской язвой в 
очаге инфекции в ЯНАО связаны с тем, что боль-
ные уже на ранних сроках заболевания получали 
интенсивную этиотропную антибактериальную и 
патогенетическую терапию, включающую глю-
кокортикостероиды, которые ингибируют в ор-
ганизме интенсивность процессов формирова-
ния гиперчувствительности (иммунологической 
реактивности) и ее выраженность. 

При иммунологическом обследовании лиц че-
рез три недели после вакцинации против сибир-
ской язвы была установлена CAST-позитивность 
у всех вакцинированных. Значения интенсивно-
сти антраксин-индуцированной активации ба-
зофилов у привитых находились в интервале от 
10,87 ÷ 30,03% (хср – 17,86%). Суммарное значе-
ние спонтанной и специфической активации де-
тектировали в интервале 12,39 ÷ 41,46% (рис. 3). 

Анализ результатов исследования показал, что 
при обследовании неиммунных к возбудителю 
сибирской язвы добровольцев с использованием 

Рисунок 2. Доля положительных результатов 
лабораторного обследования у больных сибирской 
язвой, в том числе среди CAST-позитивных больных
Figure 2. Proportion of positive laboratory examination results 
in patients with anthrax, including among CAST-positive patients
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теста антигенной активации базофилов и техно-
логии проточной цитометрии, у всех получены 
отрицательные результаты CAST-теста, что мо-
жет указывать на достаточно высокую диагно-
стическую специфичность (информативность) 
метода. 

На основании клинико-эксперименталь-
ных данных в качестве лабораторного крите-
рия наличия у человека специфической IgE-
опосредованной сенсибилизации к возбудителю 
сибирской язвы (порог клинического решения 
по ГОСТ Р 53022.3-2008 [2]), для предложенного 
иммунодиагностического теста in vitro, принято 
значение – 10% и более активированных антрак-
сином базофилов (CCR3+CD63+). Возможно, в 
перспективе, при обследовании лиц иммунных и 
неиммунных к B. anthracis, в целях более точной 
интерпретации CAST-теста могут быть выделе-
ны несколько порогов принятия клинического 
решения, например – «слабоположительный», 
«положительный» и «резко положительный».

Таким образом, при обследовании лиц, боль-
ных сибирской язвой на 3-7-й день после заболе-
вания, в 92,3% случаев получен положительный 
результат тестирования методом CAST в цитоме-
трическом формате. 

В результате исследований клинического ма-
териала от больных сибирской язвой из очага 
инфекции в ЯНАО в 2016 г. положительный от-
вет теста антигенной активации базофилов по-
лучены только в 17,6% случаев. Низкий уровень 
CAST-позитивности, очевидно, связан с тем, что 
материал для исследования был взят через 2-3 
недели после заболевания, у пациентов, получав-
ших с первых дней болезни интенсивное лече-
ние, включающее глюкокортикостероиды, инги-
бирующие реакции гиперчувствительности. Этот 
факт должен учитываться при оценке результатов 
иммунологических методов лабораторной диа-
гностики сибирской язвы.
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Проведенные исследования указывают на 
перспективу внедрения теста антигенной ак-
тивации базофилов в формате Flow CAST для 
диагностики сибирской язвы и выявления 
специ фической иммунной перестройки после 
вакцинации у людей, как показателя «фактиче-
ской привитости». Использование CAST-теста 
с антраксином позволяет выявлять больных 
сибирской язвой на ранних сроках после на-

чала заболевания (2-4-е сут.), в том числе сре-
ди пациентов с повышенным уровнем фоновых 
значений CCR3+CD63+, проводить оценку им-
мунологической эффективности вакцинации 
контингентов риска. Исследования так же по-
казали, что существенное снижение диагности-
ческой чувствительности CAST-теста возможно 
у пациентов, получавших гормональную тера-
пию.

Рисунок 3. Значения фоновой и стимулированной антигеном экспрессии базофилами маркера CD63 
у вакцинированных против сибирской язвы
Figure 3. Background and antigen-stimulated expression of CD63 receptor basophils in vaccinated against anthrax
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