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Резюме. Туляремия является антропозоонозной инфекцией, вызываемой бактериями Francisella tularensis. 

В клинической и санитарно-эпидемиологической практике традиционными методами диагностики этого 

заболевания являются серологические реакции по обнаружению специфических антител, которые служат 

основанием для постановки диагноза у больного и позволяют оценивать напряженность иммунитета вак-

цинированных людей. Ранее было показано, что специфические антитела в сыворотке крови переболевших 

туляремией людей, в отличие от вакцинированных живой туляремийной вакциной F. tularensis 15 НИИЭГ, 

могут взаимодействовать со специфическими эпитопами на молекулах липополисахаридов, выделенных 

из штаммов различных подвидов — F. tularensis (ЛПС Ft) и F. novicida (ЛПС Fn), тогда как в сыворотках крови 

вакцинированных людей иммуноглобулины к ЛПС Fn отсутствуют. Нами были проведены эксперименты 

по выявлению антител, обладающих сходной специфичностью, с использованием лабораторных животных 

различных видов — мышей, морских свинок и крыс, обладающих различной чувствительностью к туляре-

мии, и штамма живой туляремийной вакцины и вирулентных штаммов для моделирования вакцинально-

го и инфекционного процессов соответственно. Разработан методический подход, позволяющий проводить 

анализ гуморального ответа при моделировании инфекционного процесса у высокочувствительных к туля-

ремии животных — мышей линии BALB/c и морских свинок, заключающийся в предварительной иммуниза-

ции живой туляремийной вакциной с последующим заражением вирулентными штаммами F. tularensis. Было 

показано, что у животных этих видов как после вакцинации, так и после заражения вирулентным штаммами 

происходит индукция специфических антител к ЛПС Ft. Было отмечено, что для мышей, в отличие от мор-

ских свинок и крыс, как при вакцинации, так и при заражении характерны значительно более низкие титры 

специфических ЛПС Ft-антител. Не удалось обнаружить специфического взаимодействия мышиной сыво-

ротки с ЛПС Fn. У морских свинок, иммунизированных живой туляремийной вакциной с последующим 

заражением вирулентным штаммом, с помощью дот-блота было выявлено присутствие иммуноглобулинов 

с различной антигенной специфичностью к эпитопам ЛПС Ft и ЛПС Fn. В сыворотках крыс также появля-
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лись антитела к ЛПС Fn при их инфицировании вирулентными, но не вакцинным, штаммами. Таким обра-

зом, на модели экспериментальной туляремии с использованием крыс и морских свинок были подтверждены 

полученные ранее данные о формировании иммуноглобулинов с различной антигенной специфичностью 

и продемонстрирована диагностическая значимость и целесообразность использования ЛПС Fn для под-

тверждения туляремийной инфекции у людей.

Ключевые слова: экспериментальная туляремия, липополисахарид F. tularensis, липополисахарид F. novicida, O-антиген, 

специфические антитела.
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Abstract. Tularemia is an anthropozoonotic infection caused by Francisella tularensis. In clinical and sanitary-epidemio-

logical practice, traditional diagnostics methods in tularemia are based on serological assays for detecting specific anti-

bodies, allowing to diagnose it and estimate durability of patients’ immunity after vaccination. Previously, it was shown 

that specific serum antibodies in patients recovered after tularemia, unlike to those vaccinated with the live tularemia 

vaccine F. tularensis 15 NIIEG, can interact with specific epitopes on lipopolysaccharides isolated from strains of various 

subspecies — F. tularensis (Ft) and F. novicida (LPS Fn), while LPS Fn-specific immunoglobulins are lacked in the blood 

of vaccinated individuals. A set of experiments on identifying antibodies with similar specificity in laboratory animals 

of various species — mice, guinea pigs and rats with differed sensitivity to tularemia, administered with live tularemia 

vaccine strain as well as virulent F. tularensis strains to simulate vaccine-mediated and infectious processes, respectively 

was conducted. A methodical approach has been developed that allows to analyze humoral response in modelled infec-

tious process in animals highly sensitive to tularemia such as BALB/c mice and guinea pigs that consisted of preliminary 

immunization with live tularemia vaccine followed by infection with virulent F. tularensis strains. It was shown that induc-

tion of specific anti-LPS Ft antibodies occured in these animal species, both after vaccination and infection with virulent 

strains. It was noted that, unlike guinea pigs and rats, mice both during vaccination and infection were characterized by 

significantly lower titers of LPS Ft-specific antibodies. However, no specific interaction between mouse serum and LPS 

Fn might be detected. Moreover, two types of immunoglobulins with different antigen specificities to the LPS Ft and LPS 

Fn epitopes were detected by dot-blot analysis in guinea pigs immunized with live tularemia vaccine, followed by infec-

tion with a virulent strain. In addition, antibodies to LPS Fn were also detected in the serum of rats infected with virulent, 

but not vaccine-based, F. tularensis strains. Thus, previous experimental data on the production of immunoglobulins with 

different antigenic specificity were confirmed in an experimental tularemia modelled in rats and guinea pigs that demon-

strated a diagnostic significance and feasibility of using LPS Fn to confirm tularemia infection in humans.

Key words: experimental tularemia, lipopolysaccharide F. tularensis, lipopolysaccharide F. novicida, O-antigen, specific antibodies.

Введение

Туляремия является антропозоонозной ин-

фекцией, вызываемой бактериями Francisella 

tularensis. Этот возбудитель патогенен для мле-

копитающих многих видов, особенно для гры-

зунов и некоторых насекомоядных животных. 

Периодические вспышки массовых заболева-

ний людей, сохранение стабильных эпизооти-

чески активных природных очагов туляремии 

требуют совершенствования серодиагностики 

этого заболевания.

В клинической и санитарно-эпидемиоло-

гической практике традиционными методами 

при диагностике являются серологические ре-

акции, направленные на обнаружение специ-

фических противотуляремийных антител, 

которые служат основанием для постановки 

диагноза у больного и позволяют оценивать на-

пряженность иммунитета вакцинированных 

людей. Кроме этого, выявление антител у жи-

вотных имеет важное значение для мониторин-

га эпизоотий туляремии. Учитывая, что в энде-

мичных районах проводится регулярная вакци-

нация людей против туляремии (только в 2017 г. 

в Российской Федерации было вакцинировано 

1 128 154 человек) [3], существует необходимость 

дифференцировать природу происхождения 

специфических антител (инфекционные или 

вакцинальные) в каждом конкретном случае.

Одним из наиболее значимых антигенов при 

диагностике туляремии является липополиса-

харид (ЛПС) — основной компонент клеточной 

стенки возбудителя. В настоящее время при-
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нято различать четыре подвида туляремийно-

го микроба: F. tularensis subsp. tularensis (тип А), 

F. tularensis subsp. holarctica (тип В), F. tularensis 

subsp. mediasiatica и F. tularensis subsp. novicida [9], 

при этом ЛПС трех первых, эпидемически зна-

чимых, подвидов имеет одинаковую структуру. 

Известно, что макромолекула ЛПС может быть 

условно разделена на 3 домена. Липид А – вы-

сокогидрофобная часть молекулы. К нему ко-

валентно присоединяется коровая часть, кото-

рая соединена с полимером из повторяющихся 

сахаров, называемым O-полисахаридом, или 

O-антигеном. Липид А является своего рода 

«якорем», закрепляющим молекулы ЛПС в мем-

бране за счет гидрофобных взаимодействий друг 

с другом и с фосфолипидным слоем [7, 11, 12, 13, 

14, 21]. У F. tularensis, как и у большинства грам-

отрицательных бактерий, липид А представ-

ляет собой фосфолирилированный дисахарид, 

построенный из двух остатков D-глюкозамина, 

ацилированный четырьмя жирнокислотными 

остатками [8]. Как правило, антигенные детер-

минанты расположены на О-полисахариде, ко-

торый и обусловливает иммунологическую ин-

дивидуальность серотипов, штаммов, подвидов 

микроорганизмов. Спектр вырабатываемых 

макроорганизмом антител зависит от структу-

ры и длины О-антигена.

Химическая структура O-антигена липо-

полисахарида разных подвидов F. tularensis, 

являю щаяся вместе с кором гидрофильной ча-

стью молекулы, хорошо изучена. Для голаркти-

ческого, среднеазиатского и неарктического 

подвидов он представляет собой повторяю-

щийся тетрасахарид, состоящий из последова-

тельно соединенных углеводов α-D-GalNAcAN 

и α-D-GalNAcAN, которые соединены с β-D-

QuiNAc и β-DQui4NFm. Структура O-антигена 

F. novicida также представляет собой повто-

ряющийся тетрасахарид, но имеет некоторые 

отличия: вместо β-DQui4NFm имеется еще 

один остаток α-D-GalNAcAN, а вместо β-D-

QuiNAc — остаток β-DQui2NAc4NAc [8, 18, 19].

Ранее было показано, что при инфекци-

онном процессе у человека вырабатываются 

специ фические антитела, которые связываются 

как с ЛПС F. tularensis, так и с ЛПС F. novicida, 

в то время как у вакцинированных живой туля-

ремийной вакциной обнаруживаются антитела 

только к ЛПС F. tularensis [1]. Невозможность 

получения достаточно большой выборки сы-

вороток людей, переболевших туляремией, 

побудило нас разработать методологию более 

углубленного изучения выявленного феномена 

на лабораторных животных.

Нами были проведены эксперименты по мо-

делированию вакцинного и инфекционного 

процессов на мышах, морских свинках и кры-

сах с учетом их чувствительности к туляремии.

Цель исследований — изучение особенно-

стей гуморального иммунного ответа при экс-

периментальной туляремии на лабораторных 

животных с разной чувствительностью к ин-

фекции.

Материалы и методы

Штаммы. Вакцинный штамм F. tularensis 

15 НИИЭГ subsp. holarctica и вирулентные штам-

мы F. tularensis 503 subsp. holarctica; F. tularensis 

А-678 и 120 subsp. mediasiatica; F. tularensis Schu 

subsp. tularensis были получены из Госу дарст-

венной коллекции патогенных микроорганиз-

мов и клеточных культур «ГКПМ-Оболенск» 

(ФБУН ГНЦПМБ, п. Оболенск, Московская 

область). Культуры F. tularensis выращивали при 

температуре 37°С на плотной питательной сре-

де FT-агар с черным альбумином (производ-

ство ФБУН ГНЦПМБ). Стандартные суспензии 

клеток туляремийного микроба готовили в за-

буференном физиологическом растворе (ЗФР) 

с использованием стандарта мутности (ОСО 

42-28-85-2012 ФГБУ Научный центр экспертизы 

средств медицинского применения Минздрава 

России.

Животные. В экспериментах с животными 

были использованы мыши инбредной линии 

BALB/c(H2d) (6–8 недель, масса 18–20 г), кры-

сы Wistar (5–7 недель, вес 200–220 г) и морские 

свинки (5–7 недель, вес 350–450 г). Животные 

получены из филиала института биоорганичес-

кой химии питомника «Пущино» и филиала 

«Андреевка» ФГБУ Научный центр биомеди-

цинских технологий РАН. Работы с животными 

проводили в соответствии с законодательством 

Российской Федерации и ветеринарным про-

токолом ВП-2017/6, утвержденным Комиссией 

по биоэтике ФБУН ГНЦ ПМБ. Эксперименты 

и эвтаназию животных осуществляли в соот-

ветствии с СП 1.3.3118-13 «Безопасность работы 

с микроорганизмами I–II групп патогенности 

(опасности)» и СП 1.3.2322-08 «Безопасность 

работы с микроорганизмами III–IV групп па-

тогенности (опасности) и возбудителями пара-

зитарных болезней».

Получение образцов сывороток от лабора-

торных животных. Экспериментальные жи-

вотные были иммунизированы вакцинным 

штаммом F. tularensis 15 НИИЭГ и/или инфи-

цированы штаммами F. tularensis разных под-

видов: tularensis, holarctica, mediasiatica. У мышей 

кровь получали из ретроорбитального синуса, 

от морских свинок кровь отбирали из краевой 

ушной вены, а при тотальном заборе крови 

морскую свинку подвергали анестезии и про-

водили забор крови из сердца. У крыс забор 

крови проводили из сердца после предвари-

тельной анестезии.
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Методы выделения ЛПС. Выделение ЛПС 

из штаммов F. tularensis 15 НИИЭГ и F. novicida 

Utah 112 проводили методом экстракции 

по Westphal [1965] [20]. Для экстракции бакте-

риальные клетки прогревали при температуре 

68°C в 45%-ном водном растворе фенола. После 

охлаждения, для разделения фаз, смесь цен-

трифугировали. В водной фазе содержались 

водорастворимые компоненты — нуклеиновые 

кислоты, полисахариды и гидрофильные мо-

лекулы ЛПС, в фенольной фазе содержалась 

большая часть белков. Нерастворимый мате-

риал находился в интерфазе. Водный раствор, 

содержащий ЛПС, осторожно отбирали и диа-

лизовали против дистиллированной воды в те-

чение 4 суток, контролируя процесс диализа 

определением изменения значения оптической 

плотности раствора при длине волны 260 нм [21]. 

Дальнейшие этапы очистки включали в себя по-

следовательную обработку ферментами ДНК-

азой, РНК-азой, протеиназой К, 3-кратное уль-

трацентрифугирование при 100 000g. Чистоту 

полученных препаратов ЛПС контролировали, 

определяя содержание белков при электрофо-

ретическом разделении молекул ЛПС в ПААГ 

окрашиванием Кумасси, содержание нуклеи-

новых кислот — в агарозном геле окрашиванием 

бромистым этидием.

Дот-блот. На нитроцеллюлозную мембрану 

(Amersham Biosciences, Швеция) точечно нано-

сили препараты очищенных ЛПС в количестве 

5 мкг. После высыхания мембрану инкуби-

ровали в растворе фосфатно-солевого буфера 

(ФСБ), содержащем 5% обезжиренного моло-

ка (Bio-Rad, США) в течение 40 мин при 37°С. 

После этого мембраны инкубировали 1 ч при 

37°С с исследуемыми сыворотками в разведе-

нии 1:100. После этапа отмывки ФСБ (трижды 

по 5 мин) мембраны инкубировали 40 мин при 

37°С в растворе рабочего разведения козьих 

антител к IgG мыши, конъюгированных с пе-

роксидазой хрена (Sigma, США) (0,1 мл/лунка); 

козьих антител к IgG крысы, конъюгированных 

с пероксидазой хрена (Biomedical, Франция) 

и кроличьих антител к IgG морской свинки, 

конъюгированных с пероксидазой хрена (Sigma, 

США). После отмывки (трижды по 5 мин) мем-

брану помещали в раствор субстрата (0,05% 

диаминобензидина, 0,015% перекиси водорода, 

0,01 М ФСБ (рН 7,4). Результаты регистрирова-

ли через 5–10 мин, останавливая реакцию про-

мыванием мембраны в дистиллированной воде.

Иммуноферментный анализ [4]. Планшеты 

для проведения анализа (Nunc, MaxiSorp, 

Дания) в течение ночи при температуре 

4°С сенсибилизировали раствором антигена 

ЛПС Ft (5 мкг/мл — 0,1 мл/лунка) в 0,01 М нат-

рий-карбонатном буфере (рН 9,6). Планшет 

промывали однократно в растворе фосфат-

но-солевого буфера с твин-20 (ФСБ-Т) (0,2 мл/

лунка) с использованием автоматической си-

стемы отмывки «Проплан» (Пикон, Россия). 

Дальнейшие процедуры инкубации планше-

та с реагентами проводили при температуре 

37°С на ротационном шейкере при 150 об./мин. 

Для блокирования участков неспецифической 

сорбции в лунки планшета вносили раствор 5% 

обезжиренного молока в ФСБ и инкубировали 

в течение часа. После трехкратной промывки 

ФСБ-Т планшет инкубировали 1 ч с сыворот-

ками крови в объеме 0,1 мл/лунка и в разве-

дении 1:50 с двухкратным шагом титрования. 

Каждый образец пулированных по группам 

сывороток вносили в двух повторах. Отмытый 

планшет инкубировали в течение 30 мин в рас-

творе рабочего разведения козьих антител к IgG 

мыши, конъюгированных с пероксидазой хре-

на (Sigma, США) (0,1 мл/лунка); козьих антител 

к IgG крысы, конъюгированных с пероксидазой 

хрена (Biomedical, Франция) и кроличьих анти-

тел к IgG морской свинки, конъюгированных 

с пероксидазой хрена (Sigma, США). После че-

тырехкратной отмывки ФСБ-Т в лунки план-

шета добавляли по 0,1 мл свежеприготовлен-

ного раствора субстрата (0,2 мг/мл 3,3’,5,5’-те-

траметилбензидина, 0,03% перекиси водорода). 

Ферментативную реакцию останавливали по-

сле развития окраски (через 15 мин) добавлени-

ем в лунки планшета 0,05 мл 0,1 М серной кис-

лоты и регистрировали оптическую плотность 

раствора при длине волны 492 нм с помощью 

планшетного фотометра «Униплан» (Пикон, 

Россия).

Статистический анализ. Для статистичес-

кого анализа результатов использовали обще-

принятые методы статистической обработки 

данных, а также программы Microsoft Office 

Excel (Microsoft, США). Результаты представле-

ны как средняя величина±стандартное откло-

нение. Уровни значимости (p) для вероятности 

95% были определены с использованием кри-

терия Стьюдента t с помощью статистических 

программ, встроенных в программу Windows 

Excel. Стандартные отклонения p < 0,05 счита-

ли статистически значимыми.

Результаты

Мышей линии BALB/c и морских свинок, 

как очень чувствительных и восприимчивых 

к возбудителю туляремии животных (LD50 для 

вирулентных штаммов составляет единичные 

клетки), предварительно однократно подкож-

но иммунизировали вакцинным штаммом 

F. tularensis 15 НИИЭГ — мышей в дозе 30 м.к., 

морских свинок в дозе 500 м.к., после чего за-

ражали подкожно вирулентными штамма-

ми F. tularensis 503, F. tularensis А-678 и 120, 
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F. tularensis Schu в дозе 1000 DCL. Крыс линии 

Wistar инфицировали теми же вирулентными 

штаммами как после предварительной вакци-

нации, так и без нее.

Количество образцов сывороток лаборатор-

ных животных, полученных в ходе проведения 

экспериментов по иммунизации и инфициро-

ванию для проведения серодиагностических 

исследований, представлено в таблице 1.

Для изучения иммунного процесса у мышей 

линии BALB/c и морских свинок, которых им-

мунизировали однократно подкожно вакцин-

ным штаммом F. tularensis 15 НИИЭГ, изучали 

динамику появления двух видов иммуногло-

булинов с различной антигенной специфич-

ностью к эпитопам ЛПС Ft и ЛПС Fn методами 

ИФА и дот-блота.

Титр антител к ЛПС Ft определяли мето-

дом ИФА на 30, 60, 90, 120, 150, 180 сутки после 

иммунизации. Данные реципрокных титров 

к ЛПС Ft в сыворотках мышей и морских сви-

нок приведены на рисунке 1.

Представленные данные свидетельствуют, 

что титры специфических туляремийных ан-

тител в сыворотках вакцинированных мышей 

и морских свинок нарастают и сохраняются 

до 150 суток, после чего начинают снижаться; 

при этом следует отметить, что у морских сви-

нок он в среднем в 5 раз выше, чем у мышей.

Методом дот-блота антитела к ЛПС Fn в сы-

воротках мышей линии BALB/c и морских сви-

нок, иммунизированных вакцинным штаммом 

F. tularensis 15 НИИЭГ, обнаружить не удалось, 

что согласуется с данными Ароновой (2005) [1].

Для изучения гуморального иммуните-

та при инфекционном процессе мыши через 

60 суток после вакцинации, а морские свинки 

через 90 суток были заражены вирулентны-

ми штаммами F. tularensis 503 (subsp. holarctica), 

F. tularensis А-678 (subsp. mediasiatica) и F. tularensis 

Schu (subsp. tularensis) в дозе 1000 DCL (1000 м.к.) 

на мышь и морскую свинку (по 5 животных 

в группе).

У мышей после заражения наблюдали паде-

ние веса, что является показателем физиологи-

ческого состояния животных и может служить 

одним из критериев развития инфекционного 

процесса, однако гибели животных в течение 

периода наблюдения не отмечали. У морских 

свинок, зараженных вирулентными штамма-

ми F. tularensis 503 (subsp. holarctica) и F. tularensis 

А-678 (subsp. mediasiatica), также наблюдали по-

терю веса, снижение аппетита, понижение ак-

тивности, у отдельных животных наблюдали 

увеличение паховых лимфоузлов. Наблюдение 

за инфицированными животными вели до 28 

дня, к этому сроку наблюдали восстановление 

веса и нормализацию всех поведенческих реак-

ций. У морских свинок, зараженных вирулент-

ным штаммом F. tularensis Schu (subsp. tularensis), 

наблюдали падение веса с 3–4 суток после ин-

фицирования, к 14 дню наблюдений они все 

погибли. Таким образом, для дальнейшего ис-

следования нами было получено по 5 сыворо-

ток мышей после заражения вирулентными 

штаммами всех подвидов и по 5 сывороток мор-

ских свинок после заражения вирулентными 

штаммами 503 и А-678. Специфические анти-

тела определяли методом ИФА с ЛПС Ft и дот-

блотом с ЛПС Ft и ЛПС Fn (табл. 2).

Титр специфических антител к ЛПС Ft после 

заражения вирулентными штаммами в мыши-

ных сыворотках увеличивался по сравнению 

Таблица 1. Количество образцов сывороток, 

полученных от лабораторных животных после 

иммунизации вакцинным штаммом F. tularensis 

15 НИИЭГ и инфицированных штаммами 

F. tularensis подвидов tularensis, holarctica, 

mediasiatica и novicida

Table 1. Number of serum samples obtained from 
laboratory animals after immunization with vaccine 
strain F. tularensis 15 NIIEG and infected with 
F. tularensis strains of subspecies tularensis, holarctica, 
mediasiatica and novicida

Вид 
лабораторных 

животных

Species 
of laboratory 

animals

Обработка животных

Type of manipulation

Количество 
образцов 

сыворотки

Amount 
of serum 
samples

Мыши

Mice

иммунизация

immunization
150

последующее 
инфицирование 
штаммами разных 
подвидов

subsequent infection 
with strains of different 
subspecies

150

интактные

intact
30

Морские 
свинки

Guinea pigs

иммунизация

immunization
40

последующее 
инфицирование 
штаммами разных 
подвидов

subsequent infection 
with strains of different 
subspecies

30

интактные

intact
10

Крысы

Rats

иммунизация

immunization
30

инфицирование 
штаммами разных 
подвидов

infection with strains 
of different subspecies

60



267

2019, Т. 9, № 2 Гуморальный ответ при экспериментальной туляремии

с вакцинальным незначительно — в 2–8 раз 

(рис. 1, табл. 2). У морских свинок повышение 

титра антител после заражения было более вы-

ражено (до 40 раз) (рис. 1, табл. 2).

Оценка специфических взаимодействий с ЛПС 

Ft и ЛПС Fn методом дот-блота выявила интерес-

ную закономерность: с ЛПС Ft хорошо реагирова-

ли как сыворотки инфицированных мышей, так 

и сыворотки инфицированных морских свинок. 

В отличие от этого, ЛПС Fn распознавался только 

иммунными сыворотками переболевших морских 

свинок, тогда как реакции связывания ЛПС Fn 

с иммуноглобулинами сывороток мышей не на-

блюдалось (табл. 2).

Крысы, как и человек, являются высоковос-

приимчивыми, но малочувствительными к ту-

ляремии, поэтому инфекционный процесс мы 

изучали как на иммунных, так и на невакцини-

рованных животных. Для изучения поствакци-

нального иммунитета крыс линии Wistar (в ко-

личестве 5 шт.) иммунизировали в дозе 1000 

м.к./крысу вакцинным штаммом F. tularensis 

15 НИИЭГ. Постинфекционный иммунитет 

исследовали при заражении крыс природны-

ми штаммами F. tularensis 503 (subsp. holarctica), 

А-678 (subsp. mediasiatica) и Schu (subsp. tularensis) 

дозами 100, 1000 и 10 000 м.к./крысу (по 3 жи-

вотных в группе) как с предварительной вакци-

нацией (104 м.к./крысу, по 3 животных в груп-

пе), так и без иммунизации.

На 28 сутки оценивали титр антител к ЛПС 

Ft методом ИФА (рис. 2), оценку специфичности 

взаимодействий с ЛПС Ft и ЛПС Fn проводили 

методом дот-блота (табл. 3). При вакцинации 

крыс титры антител не превышали значений 

1:1000, антитела к ЛПС Fn выявлялись только 

у животных, инфицированных вирулентными 

штаммами, наибольшее повышение титра ан-

тител при заражении вызвал штамм Schu (subsp. 

tularensis) (рис. 2).

Примечательно, что при заражении виру-

лентными штаммами без предварительной вак-

цинации наиболее низкая инфицирующая доза 

вызывала наибольшее нарастание титра анти-

тел независимо от подвида заражающего штам-

ма. Вероятно, острый инфекционный процесс 

вызывает некоторое угнетение процесса анти-

телообразования, которое к моменту отбора 

крови еще не достигло максимума (рис. 2).

Таким образом, данные, полученные на мо-

дели экспериментальной туляремии с исполь-

зованием лабораторных животных трех видов, 

свидетельствуют, что у крыс и морских свинок 

происходит выработка антител, которые связы-

ваются как с ЛПС Ft, так и с ЛПС Fn. В случае 

вакцинации штаммом F. tularensis 15 НИИЭГ 

этих видов животных специфических взаимо-

действий иммунных сывороток с ЛПС Fn не на-

блюдали, хотя сыворотки хорошо реагировали 

с ЛПС Ft.

При проведении экспериментов по вакци-

нации и по заражению мышей вирулентными 

штаммами нам не удалось обнаружить спец-

ифических взаимодействий мышиных сыво-

роток с ЛПС Fn, хотя они хорошо распознавали 

ЛПС Ft.

Рисунок 1. Динамика изменения титров специфических антител к ЛПС Ft методом ИФА 

у лабораторных животных, иммунизированных штаммом F. tularensis 15 НИИЭГ

Figure 1. Dynamics of anti-LPS Ft antibody titers in laboratory animals immunized with strain F. tularensis 15 NIIEG 
assessed by ELISA
Примечание. На каждом сроке отбора сыворотки каждого вида животных объединяли в одну группу и изучали как один 
образец.
Note. Sera from each animal species were collected and pooled at each time point after immunization with strain F. tularensis 
15 NIIEG.
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Обсуждение

При диагностике туляремии оценка кле-

точного иммунитета является самым надеж-

ным методом специфической диагностики, тем 

не менее в обычной практической медицине 

наиболее распространенным остается опреде-

ление специфических антител к возбудителю 

туляремии в сыворотке крови [4, 5, 15, 16, 17]. 

Традиционно в агглютинационных тестах для 

серодиагностики используются убитые цель-

ные микробные клетки, однако в последние 

годы для выявления специфических антител 

чаще всего используют очищенный препарат 

ЛПС F. tularensis [6, 10, 15, 16, 17].

Нами проведена оценка целесообразности 

определения специфичности индуцируемых 

антител к эпитопам ЛПС Ft и ЛПС Fn у лабо-

раторных животных разной чувствительнос-

ти к туляремии для оценки инфекционного 

процесса, вызываемого вирулентными штам-

мами возбудителя туляремии трех подвидов 

(tularensis, holarctica, mediasiatica), а также пост-

вакцинального иммунного ответа.

Для этих целей была получена коллекция 

из более 300 экспериментальных иммунных 

сывороток лабораторных животных — мышей, 

морских свинок и крыс, вакцинированных 

штаммом F. tularensis 15 НИИЭГ с последую-

щим заражением вирулентными штаммами 

различных подвидов.

Сыворотки животных, зараженных виру-

лентными штаммами разных подвидов (tula-

rensis, holarctica, mediasiatica), позволили нам 

объективно оценить возможность проведения 

дифференциации инфекционного и вакци-

Таблица 2. Выявление специфических антител к ЛПС F. tularensis 15 НИИЭГ (ЛПС Ft) и ЛПС F. novicida 

(ЛПС Fn) в сыворотках мышей линии BALB/c и морских свинок после заражения вирулентными 

штаммами разных подвидов

Table 2. Identification of specific antibodies to LPS F. tularensis 15 NIIEG (LPS Ft) and LPS F. novicida (LPS Fn) 
in the sera obtained from BALB/c mice and guinea pigs after infection with virulent strains of different subspecies

Вид животного

Species of laboratory 
animals

Заражающий 
штамм F. tularensis

Infectious strain 
of F. tularensis

Подвид 
заражающего 

штамма

Subspecies 
of infectious strain

Определение специфических антител

Detection of specific antibodies

ИФА с ЛПС Ft

ELISA with 
LPS Ft

Дот-блот 
с ЛПС Ft

Dot-blot with 
LPS Ft

Дот-блот 
с ЛПС Fn

Dot-blot with 
LPS Fn

Мыши линии BALB/c

BALB/c mice

503

holarctica

1:400 + –

503 1:400 + –

503 1:400 + –

503 1:800 + –

503 1:200 + –

А-678

mediasiatica

1:800 + –

А-678 1:400 + –

А-678 1:800 + –

А-678 1:800 + –

А-678 1:800 + –

Schu

tularensis

1:1600 + –

Schu 1:800 + –

Schu 1:800 + –

Schu 1:1600 + –

Schu 1:800 + –

Морские свинки

Guinea pigs

503

holarctica

1:102400 + +

503 1:12800 + +

503 1:51600 + +

503 1:51600 + +

503 1:51600 + +

А-678

mediasiatica

1:6400 + +

А-678 1:51600 + +

А-678 1:12800 + +

А-678 1:6400 + +

А-678 1:51600 + +
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нального процессов по спектру специфических 

антител, связывающихся с ЛПС F. tularensis 

и с ЛПС F. novicida. Появление в сыворотках ин-

фицированных животных антител, способных 

взаимодействовать с ЛПС Fn, может быть обу-

словлено либо более интенсивным процессом 

антителообразования, сопровождающего ин-

фекционный процесс, либо выработкой ино-

го, более широкого, спектра специфических 

антител, которые могут связываться и с моле-

кулой ЛПС F. novicida. В экспериментах по пере-

крестному истощению сывороток, полученных 

после инфицирования штаммами F. tularensis 

и F. novicida, было показано, что в процессе 

развития туляремийной инфекции, молеку-

лы ЛПС бактериальной клетки подвергаются 

антигенной модификации, вследствие чего по-

являются эпитопы, специфичные не только для 

ЛПС Ft, но и для ЛПС Fn [1].

Обращают на себя внимание данные, полу-

ченные при исследовании сывороток мышей 

линии BALB/c: у этого вида животных в сыво-

ротках не удалось обнаружить антитела к ЛПС 

Fn ни после вакцинации, ни после заражения 

вирулентными штаммами. Считается, что тяже-

лая форма течения туляремии у мышей линии 

BALB/c связана с особенностями их иммунной 

системы [2]. Это вызывает развитие транзитор-

Таблица 3. Дот-блоты сывороток крыс, вакцинированных штаммом 15 НИИЭГ и зараженных 

вирулентными штаммами F. tularensis голарктического (503), среднеазиатского (А-678 и 120) 

и неарктического подвидов (Schu), с ЛПС Ft и ЛПС Fn в качестве антигенов

Table 3. Dot-blotting with sera obtained from rats vaccinated with the 15 NIIEG strain and infected with virulent strains 
of F. tularensis holarctica (503), mediasiatica (А-678 and 120) and tularensis subspecies (Schu), recognizing antigens 
LPS Ft and LPS Fn

F. tularensis, подвид

F. tularensis, subspecies
Характеристики

Characteristics

F. tularensis, 
штаммы

F. tularensis, 
strains

Доза заражения, 
м.к./крысу

Dose of infection, 
CFU/rat

Дот-блоты 
с антигенами ЛПС Ft 

и ЛПС Fn

Dot-blot with LPS Ft 
and LPS Fn

holarctica

Вакцинный

Vaccine strain
15НИИЭГ

NIIEG
10 000

Вирулентный

Virulent strain
503

1000

10 000

mediasiatica

Вирулентный 
(Средняя Азия)

Virulent (Middle Asia) 
strain

120

1000

10 000

Вирулентный 
(Алтай)

Virulent (Altaic) strain
А-678

100

1000

10 000

tularensis
Вирулентный

Virulent strain
Schu

100

1000

10 000

Примечание. *В нижнем левом углу нанесен ЛПС Fn, в верхнем правом — ЛПС Ft.
Note. *LPS Fn and LPS Ft were placed in the lower left and  upper right corner, respectively.
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ного иммунодефицита, определяя низкий уро-

вень выработки специфических антител (не-

высокие значения титров антител к ЛПС Ft). 

При этом доля тех антител, которые распознают 

эпитопы на молекуле ЛПС Fn, возможно, нахо-

дится за порогом чувствительности метода их 

определения. С другой стороны, не исключено, 

что особенности иммунной системы мышей 

не позволяют им реагировать на вирулентные 

штаммы тем спектром антител, которые прису-

щи морским свинкам и крысам. При этом экс-

периментальная туляремия у мышей очень ча-

сто используется при моделировании инфекци-

онного процесса, хотя очевидно, что иммунный 

ответ в организме мышей отличается от процес-

сов, происходящих в организме человека.

Тенденция нарастания титра антител для 

каждого вида животных при заражении виру-

лентными штаммами имела своеобразный ха-

рактер. Так, для крыс и мышей при вакцинации 

были характерны меньшие титры антител, чем 

для морских свинок. В случае инфицирования 

иммунных животных вирулентными штамма-

ми наибольшее повышение титра антител мы 

также наблюдали у морских свинок. Для крыс 

заражение штаммом Schu (subsp. tularensis) по-

сле вакцинации вызвало большее повышение 

титров антител, чем заражение штаммами под-

видов holarctica и mediasiatica.

При заражении крыс вирулентными штам-

мами без предварительной вакцинации было 

обнаружено, что наиболее низкая из заражаю-

щих доз индуцирует максимальное нарастание 

титра антител для всех подвидов F. tularensis. 

Вероятно, что высокая инфицирующая доза, 

вызывающая у крыс иммуносупрессию, инду-

цирует более низкую продукцию специфичес-

ких иммуноглобулинов.

Выводы

1. В модельных экспериментах на лабора-

торных животных — морских свинках и кры-

сах — был изучен спектр специфических анти-

тел, вырабатывающихся при инфицировании 

F. tularensis, и достоверно установлена диагно-

стическая значимость использования ЛПС Fn 

для подтверждения заболевания туляремией. 

На репрезентативной выборке сывороток лабо-

раторных животных, вакцинированных и инфи-

цированных вирулентными штаммами, удалось 

подтвердить, что наличие антител к липополи-

сахариду F. novicida может служить сигнальным 

признаком для дифференциации инфекционно-

го и вакцинного процессов у животных.

2. Антитела к ЛПС Fn были обнаружены 

во всех сыворотках морских свинок и крыс, ин-

фицированных вирулентными штаммами всех 

трех подвидов (tularensis, holarctica, mediasiatica). 

При иммунизации животных вакцинным штам-

мом F. tularensis 15 НИИЭГ специфических взаи-

модействий антител сывороток всех видов жи-

вотных с данным антигеном не выявили. Сле-

довательно, обнаружение антител к липополиса-

хариду F. novicida может служить доказательст вом 

инфицирования вирулентными штаммами и яв-

Рисунок 2. Реципрокные значения титров специфических антител к ЛПС Ft, определенные методом 

ИФА у крыс линии Wistar

Figure 2. Reciprocal values of titres of specific antibodies to LPS Ft, determined by ELISA in Wistar rats
Примечания. А — у крыс, вакцинированных и зараженных вирулентными штаммами F. tularensis разных подвидов в дозе 
104 м.к.; Б — у крыс, зараженных разными дозами вирулентных штаммов F. tularensis разных подвидов без вакцинации. 
Сыворотки пулировали по группам.
Notes. A — in rats vaccinated and infected with virulent F. tularensis strains of different subspecies in a dose of 104 CFU; 
B — in rats infected with different doses virulent F. tularensis strains of different subspecies without vaccination. The sera were 
pooled into groups.
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ляться дифференциальным признаком инфекци-

онного и вакцинного процессов.

3. Анализ полученных результатов пока-

зывает, что при изучении гуморального звена 

иммунитета при туляремии важное значение 

имеет вид используемого лабораторного живот-

ного. Наиболее приближенными по иммунно-

му ответу к организму человека, по нашим дан-

ным, являются крысы и морские свинки.

4. Полученные нами результаты доказывают 

перспективность разработки диагностических 

систем с использованием в качестве дополни-

тельного антигена ЛПС Fn, наличие антител 

к которому позволяет дифференцировать ин-

фекционный и вакцинный процесс при туля-

ремии. Использование таких тестов в экспресс-

варианте, к примеру, в виде иммунохромато-

графических тестов (ИХ-тестов), в широкой 

эпидемиологической практике может ускорить 

и улучшить результативность при мониторинге 

заболеваемости людей и животных туляремией 

в эндемичных очагах.
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