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Туляремия относится к зоонозным инфекциям. 
Ее природные очаги встречаются во многих странах 
северного полушария; в России они преимуществен-
но распространенны на территории Европейской ча-
сти и Западной Сибири [1, 6, 10]. Возбудитель туля-
ремии – Francisella tularensis – отличается высокой 
вирулентностью и контагиозностью, устойчивостью 
существования во внешней среде, множественно-
стью путей передачи, длительной выживаемостью 
в основных факторах обитания (воздух, вода, пища, 
предметы обихода и др.) [5, 8, 9].

В Российской Федерации заболевания людей 
туляремией регистрируются в виде спорадических 
случаев (от 25 до 70) или эпидемических вспышек 
(от 800 до 1015), возникающих в годы повышения 
численности грызунов [3]. В 2013 г. вспышка туля-
ремии трансмиссивного характера зарегистрирована 
в Ханты-Мансийске [4]. Следует отметить, что в на-
стоящее время более 70 % случаев заболевания ту-

ляремией регистрируется у городских жителей, как 
правило, не привитых против этой инфекции [2]. 

Для специфической профилактики туляремии 
в России с 1946 г. используется вакцина туляремий-
ная живая на основе штамма F. tularensis 15, полу-
ченного Б.Я.Эльбертом и Н.А.Гайским. С 1960-х го-
дов вакцина изготавливается из штамма F. tularensis 
15 НИИЭГ, полученного путем пассажей культуры 
штамма F. tularensis 15 через организм морских сви-
нок. В США с 1950-х годов успешно применялась 
живая туляремийная вакцина на основе штамма 
F. tularensis LVS. Однако из-за высокой остаточной 
вирулентности у данного штамма и развития неже-
лательных реакций при вакцинации людей, в настоя-
щее время за рубежом туляремийная живая вакцина 
не применяется [11].

Известно, что эффективность живых вакцин 
обеспечивается высокой иммуногенной активностью 
производственных штаммов. Используемый для изго-
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товления туляремийной вакцины штамм F. tularensis 
15 НИИЭГ обладает остаточной вирулентностью, 
что способствует его приживаемости, размножению 
и развитию активного противотуляремийного имму-
нитета в организме привитого [7]. 

Свойства вакцинного штамма при хранении мо-
гут изменяться. Особенно это важно учитывать при 
изготовлении новой серии маточной культуры штам-
ма. Л.В.Сиротюк (1979) в своей работе при опреде-
лении антителообразования у белых мышей, имму-
низированных тремя вариантами культур штамма 
F. tularensis 15, поддерживаемых в разных учрежде-
ниях, убедительно показала их иммунологическую 
неравноценность по срокам образования антител в 
организме иммунизированных животных. Другие 
исследования показали, что сохранность в высушен-
ном состоянии не защищает штамм от атте нуации и 
диссоциации клеток в R-форму, не обеспечивающих 
формирования защитного иммунитета [7]. Данное 
положение подтверждается тем, что используемый 
на протяжении многих лет штамм F. tularensis 15 не-
однократно подвергался восстановлению иммуно-
генных свойств (1954, 1962 гг.), в последний раз – в 
2003 г. 

Указанными выше причинами обусловлена не-
обходимость и значимость детального изучения 
основных иммунобиологических свойств культур 
штамма F. tularensis 15 НИИЭГ, хранившихся в тече-
ние длительного времени. 

Целью работы является изучение иммунобиоло-
гических свойств вакцинного штамма F. tularensis 15 
НИИЭГ разных лет хранения.

Материалы и методы

В работе использовали 8 лиофилизированных 
культур штамма F. tularensis 15 НИИЭГ 1953, 1966, 
1969, 1987, 1990, 2003, 2012 и 2013 гг. высушивания, 
хранившихся в Государственной коллекции микро-
организмов ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России 
при температуре минус (18±1) °С. 

Исследуемые культуры штамма F. tularensis 15 
НИИЭГ выращивали на питательной среде для куль-
тивирования и выделения туляремийного микроба 
(Ft-агар) при температуре (37±1) °С в течение 48 ч. 
Изучение иммунобиологических свойств штаммов 
туляремийного микроба проводили на беспородных 
белых мышах (масса 18–20 г) и морских свинках 
(масса 300–450 г). Для определения остаточной ви-
рулентности по 10 белых мышей иммунизировали 
подкожно дозами от 5 до 5·106 м.к. в объеме 0,5 мл. 
За животными наблюдали от 3 до 21 сут. Погибших 
животных вскрывали, асептично извлекали селезен-
ку, высевали в пробирки с FT-агаром и инкубировали 
в течение 5 сут при температуре (37±1) °С.

Для определения иммуногенной активности ис-
следуемые штаммы вводили подкожно 5 морским 
свинкам в дозах от 5 до 5·104 м.к./мл. Через 30 сут 
животных инфицировали культурой вирулентного 

штамма F. tularensis 503 дозой 1000 DCL (1 DCL – 
5 м.к.). За животными наблюдали в течение 30 сут. 
Прививаемость штаммов изучали на 2–5-е сутки по-
сле накожного нанесения морским свинкам суспен-
зий в дозах 5·107 и 5·106 м.к./мл. Специфическую 
безопасность определяли на морских свинках, ко-
торым подкожно вводили 5·109 м.к./мл, с последую-
щим наблюдением за ними в течение 15 сут.

Результаты и обсуждение

Следует отметить, что иммуногенность жи-
вых вакцинных штаммов коррелирует с остаточной 
вирулентностью, снижение которой является пер-
вым сигналом изменения их иммунобиологических 
свойств. Известны случаи, когда культуры штамма 
туляремийного микроба, утратившие остаточную 
вирулентность, одновременно снижали или теряли 
свою иммуногенность [11].

Вакцинный штамм туляремийного микроба дол-
жен обладать определенной степенью остаточной 
вирулентности и вызывать реактивные изменения 
в органах лабораторных животных, интенсивность 
и продолжительность которых зависит от дозы вве-
денных микробных клеток и степени их остаточной 
вирулентности. Результаты изучения остаточной ви-
рулентности культур штамма F. tularensis 15 НИИЭГ 
разных лет высушивания приведены в табл. 1. 

Остаточную вирулентность культур штамма 
F. tularensis 15 НИИЭГ разных лет высушивания опре-
деляли по приживаемости туляремийного микроба в 
органах белых мышей. Гибель животных учитывали 
в сроки до 21 сут после введения культур, т.к. в более 
поздние сроки туляремийный микроб практически не 
обнаруживается ни в мазках, ни в посевах. В процессе 
наблюдения установлено, что у всех павших на 3–10-е 
сутки животных, которым вводили культуры штамма 
туляремийного микроба в дозах 5, 5·101, 5·102, 5·103, 
5·104, 5·105 и 5·106 м.к./мл отмечались типичные для 
туляремийной инфекции патологические изменения в 
разной степени выраженности. Наибольшие измене-
ния в виде плотного инфильтрата на месте введения, 
гиперемии сосудов подкожной клетчатки и лимфати-
ческих узлов, а также увеличения и уплотнения пече-
ни и селезенки наблюдали при введении животным 
больших доз, за исключением штамма 1966 г. лиофи-
лизации. Патоморфологические изменения в органах 
животных при введении, как малых, так и больших 
доз данного штамма были менее выражены. По мере 
увеличения времени с момента введения культуры 
штамма до гибели животных, изменения в их организ-
ме становились более умеренными, но даже в отдален-
ные сроки в месте введения наблюдался инфильтрат. 

Для установления причин гибели животных 
селезенку высевали методом отпечатков на Ft-агар. 
Через 3–5 сут инкубации посевов при температуре 
(37±1) °С культура туляремийного микроба обнару-
живалась во все сроки наблюдения. Выросшую куль-
туру идентифицировали с помощью иммуноглобули-
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нов туляремийных диагностических флуоресцирую-
щих. В мазках, окрашенных иммуноглобулинами, 
наблюдалось специфическое ярко-зеле ное свечение 
по периферии микробных клеток. 

В результате проведенных исследований уста-
новлено, что у 7 культур штамма отмечалась сход-
ная степень остаточной вирулентности, которая на-
ходилась в пределах от 100 до 250 м.к. В то же вре-
мя для штамма 1966 г. высушивания LD50 составила 
7,3·105 м.к. Представленные данные (табл. 1) свиде-
тельствуют о том, что остаточная вирулентность у 
изученных культур, кроме штамма 1966 г., достовер-
но не отличается друг от друга и соответствует регла-
ментированным требованиям (от 100 до 2·106 м.к.).

Результаты изучения иммунобиологических 
свойств культур штамма F. tularensis 15 НИИЭГ раз-
ных лет высушивания приведены в табл. 2. 

Главным условием, определяющим возможность 
использования живых вакцин, является их безопас-
ность для человека и животных. О специфической 
безопасности культур испытываемого штамма раз-
ных лет высушивания судили по реакции организма 
морских свинок на их введение. Бактерии вакцинных 
штаммов должны приживаться и распространяться в 
организме морских свинок и не должны вызывать их 
гибель в течение срока наблюдения. Специфическую 
безопасность определяли путем введения морским 
свинкам подкожно дозы 5·109 м.к./мл исследуемых 
культур. После окончания срока наблюдения у всех 
морских свинок на месте введения отмечался некроз 
тканей, что допускается установленными требова-
ниями. У отдельных животных отмечалось увеличе-
ние и уплотнение лимфатических узлов, спаянных 
с мягкими тканями. При этом культуры 6 штаммов 
были безопасными для животных, а введение штам-
ма 1987 г. вызвало гибель морской свинки в остром 
периоде на 11-е сутки наблюдения. У животного при 
вскрытии выявлены типичные для туляремийного ин-
фекционного процесса изменения в месте введения и 
внутренних органах, а также отмечались умеренное 
увеличение регионарных лимфатических узлов, отек 

окружающей клетчатки с мелкими кровоизлияния-
ми, изменение цвета, уплотнение и увеличение пече-
ни и селезенки.

Таким образом, проведенными исследования-
ми установлено, что только одна культура штамма 
(1987 г.) по специфической безопасности не соответ-
ствовала предъявляемым требованиям. 

Важным показателем иммуногенной активно-
сти штамма F. tularensis 15 НИИЭГ является опреде-
ление его прививаемости на морских свинках при 
накожном применении. Вакцинный штамм при на-
кожном нанесении на депилированный участок кожи 
животных доз 5·106 и 5·107 м.к./мл должен вызывать 
у них прививочную реакцию в виде появления че-
рез 2–5 сут в месте введения насечек инфильтрата 
и гиперемии диаметром от 5 до 15 мм. В результате 
проведенных исследований выявлено, что культуры 
штамма туляремийного микроба вызывали умеренно 
выраженную прививочную реакцию размером от 5 
до 10 мм, что свидетельствует о сохранности имму-
нологической активности испытываемых культур.

Наиболее надежным методом оценки имму-
ногенной активности вакцинного штамма является 
определение минимальной иммунизирующей дозы 
(ЕД50) в тесте активной защиты морских свинок. 
Вакцинный штамм туляремийного микроба при под-
кожной иммунизации в дозах 5, 5·101, 5·102, 5·103 и 
5·104 м.к./мл должен предохранять животных от ги-
бели при заражении через 30 сут вирулентным штам-
мом туляремийного микроба. 

Следует отметить, что значения иммуноген-
ной активности относительно недавно изготовлен-
ных культур штамма F. tularensis 15 НИИЭГ 2012 и 
2013 гг. колебались в регламентированных пределах. 
Установлено, что для подкожно иммунизированных 
морских свинок штаммом туляремийного микроба 
2012 г. и через 21 сут зараженных дозой 1000 DCL 
штамма F. tularensis 503, ЕД50 составила 158,5 м.к., 
а для штамма 2013 г. – 230 м.к., что указывает на их 
высокую иммуногенную активность. Проведенный 
ретроспективный анализ паспортов и протоколов еже-

Таблица 1

Результаты определения остаточной вирулентности культур штамма F. tularensis 15 НИИЭГ разных лет высушивания

Заражающая  
доза, м.к.

1953 г. 1966 г. 1987 г. 2003 г. 2012 г. 2013 г.

Пало  
мышей, шт. Li Пало  

мышей, шт. Li Пало  
мышей, шт. Li Пало  

мышей, шт. Li Пало  
мышей, шт. Li Пало  

мышей, шт. Li

5 3 0,3 0 0 0 0 3 0,3 2 0,2 1 0,1

50 6 0,6 3 0,3 9 0,9 8 0,8 8 0,8 5 0,5

500 7 0,7 1 0,1 9 0,9 9 0,9 9 0,9 9 0,9

5·103 10 1,0 2 0,2 10 1,0 10 1,0 10 1,0 7 0,7

5·104 9 0,9 3 0,3 10 1,0 9 0,9 10 1,0 10 1,0

5·105 10 1,0 4 0,4 10 1,0 10 1,0 10 1,0 10 1,0

5·106 10 1,0 7 0,7 10 1,0 10 1,0 10 1,0 10 1,0

LD50 250 м.к. 7,3·105 м.к.  125 м.к. 100 м.к. 100 м.к. 100 м.к.

Норма LD50 102–2·106 м.к.
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годного изучения штамма F. tula ren sis 15 НИИЭГ на 
базах производителей и специализированной лабо-
ратории показал, что иммуногенность исследуемых 
культур разных лет высушивания и хранения была в 
пределах от 25 до 200 м.к. (норма не более 1000 м.к.). 

Таким образом, полученные в ходе исследования 
результаты свидетельствуют о том, что 7 из 8 изученных 
культур вакцинного штамма F. tularensis 15 НИИЭГ, 
хранившихся в лиофилизированном состоянии от 2 до 
60 лет при температуре минус (19±1) °С, сохраняют 
свои основные иммунобиологические свойства в пре-
делах регламентированных требований. Установлено, 
что хранение в лиофилизированном состоянии куль-
тур штамма F. tularensis 15 НИИЭГ не предохраняет 
его от изменения остаточной вирулентности, оцени-
ваемой по LD50. При этом LD50 у штаммов 1953, 1969, 
1987, 1990, 2003, 2012 и 2013 гг. лиофилизации была в 
пределах от 100 до 250 м.к., для вакцинного штамма, 
изготовленного в 1966 г., – 7,3·105 м.к. Выявлено, что 
штамм F. tularensis 15 НИИЭГ 1987 г. не соответствует 
требованиям по показателю «Специфическая безопас-
ность», т.к. введение подкожно дозы 5·109 м.к./мл вы-
зывало гибель морской свинки в течение установлен-
ного срока наблюдения. Представленные выше данные 
показывают необходимость постоянного поддержания 
в условиях длительного хранения стабильности им-
мунобиологических свойств штамма F. tularensis 15 
НИИЭГ для своевре менного выявления изменений, 
характеризующих его, как вакцинный. 

Авторы подтверждают отсутствие конфликта 
финансовых/нефинасовых интересов, связанных с 
написанием статьи.
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