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В настоящее время большое внимание уделяется 
заболеванию, вызванному бактерией Francisella tula-
rensis, из-за возможности его применения в террори-
стических актах. В связи с увеличившимся интере-
сом к этой инфекции стали проясняться многие, ра-
нее не понятные, факты. Однако отдельные вопросы 
еще остаются не изученными. К приоритетным на-
правлениям исследований относится раскрытие ме-
ханизмов функционирования иммунофагоцитарной 
системы, обеспечивающей устойчивость организма к 
воздействию инфекционных патогенов. Способность 
многих патогенных бактерий к паразитированию в 
фагоцитах, в том числе и туляремийного микроба, 
играет важную роль в патогенезе инфекции. В свя-
зи с этим сопоставление свойств F. tularensis разных 
подвидов и вирулентности в аналогичных условиях 
взаимодействия позволит внести некоторую ясность 
в понимание закономерностей взаимоотношений 
«хозяин-пара зит».

Цель исследования – выяснение особенностей 
бактерицидных механизмов фагоцитоза клеток имму-
нофагоцитарной системы и морфофункциональных 
изменений в иммунокомпетентных органах экспери-
ментальных животных в динамике инфекционного 
процесса, вызванного F. tularensis разных подвидов. 

Проведено изучение патогенеза и иммуногенеза 
туляремии, отдельных структурных элементов гене-
тического аппарата, особенностей влияния F. tula-
rensis разных подвидов на бактерицидные функции 
клеток иммунофагоцитарной системы и на макроор-
ганизм с точки зрения патоморфологических, патоги-
стологических и восстановительно-ком пен саторных 
изменений в иммунокомпетентных органах. 

Материалы и методы

Опыты in vivo проводили с использованием 415 
беспородных морских свинок (массой 300–350 г) и 
230 белых мышей (18–20 г). Для воссоздания экс-

периментального инфекционного процесса морским 
свинкам вводили подкожно туляремийный микроб в 
дозе 100 КОЕ, белым мышам – 1 КОЕ. Животных вы-
водили из эксперимента воздушной эмболией сосу-
дов сердца в соответствии с Правилами проведения 
работ с использованием экспериментальных живот-
ных (2003 г.).

В качестве объекта исследования использовали 
10 штаммов возбудителя туляремии – вакцинный 
F. tularensis 15 НИИЭГ (F. tularensis subsp. holarcti-
ca); F. tularensis subsp. tularensis И-163 (Schu); F. tula-
rensis subsp. holarctica И-94 (401), И-250 (306), И-335 
(4), И-366 (1049); F. tularensis subsp. mediaasiatica 
И-357 (А-120), И-385 (А-61); F. tularensis subsp. novi-
cida И-383 (F 6168), И-384 (Utah 112). 

Вирулентность и подвидовые различия штаммов 
определяли на лабораторных животных (белых мы-
шах и морских свинках) по биохимическим свойствам 
и различию в строении геномных областей pdpD и 
pdpA острова патогенности (FPI) по методу F.E.Nano 
[6]. Фрагмент pdpD (720 п.н.) у всех штаммов ампли-
фицировали методом ПЦР с праймерами: pdpD-1F, 
5’-TGC TTT TAG TGG GTC ATG GA-3’, и pdpD-1R, 
5’-CTA CGG CAT AAA TGG CTG GT-3’; фрагмент 
pdpА (307 п.н.) – с праймерами pdpA1, 5’-CAA GTG 
CTT GTT GGT GGT AA-3’ и pdpA2, 5’-TGA TGT 
TTG ACC TGA ATT AGT GG-3’. Олигонуклеотиды 
производства ЗАО «Синтол» (Москва). 

 Активность NO-синтазы (NOS) определяли по 
методу L.C.Green [5] в нашей модификации [1] и вы-
ражали в мкМ/106 фагоцитов. 

В качестве продуцента цитокинов использо-
вали перитонеальные макрофаги белых мышей. 
Индуктором цитокинов (ИЛ-1α, ФНО-α, ИФН-γ, 
ИЛ-10) служили туляремийные микробы разных под-
видов. Влияние туляремийного микроба на цитокин-
продуцирующую активность изучали в ИФА с помо-
щью моноклональных антител (Bender MedSystems 
GmbH, Вена, Австрия). Для гистологических ис-
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следований забирали регионарные лимфатические 
узлы и селезенку. Использовали методы обзорной 
микроскопии с окраской гематоксилином-эозином, 
метиловым зеленым-пиронином [3]. Забор материа-
ла на исследование производили на 3, 6, 9 и 18-е сут-
ки. Контролем служили перитонеальные макрофаги 
и регионарные лимфатические узлы, селезенка ин-
тактных животных. 

Все полученные материалы обработаны стати-
стически стандартными параметрическими метода-
ми с использованием t-критерия Стьюдента и с при-
менением стандартного пакета программ «Statistica», 
версия 6 (Copyright©Stat Soft, Inc 19842001, ИПЧИ 
31415926535897) и программы Microsoft Excel (2003 г.) 
корпорации Microsoft. Достоверными оценивали раз-
личия при уровне значимости p < 0,05, p < 0,01.

Результаты и обсуждение

Ранее при изучении влияния F. tularensis разных 
подвидов на иммунокомпетентные клетки экспери-
ментальных животных в условиях in vitro нами было 
показано, что туляремийный микроб подвидов tula-
rensis и mediaasiatica снижает фагоцитарную спо-
собность фагоцитов, что, в свою очередь, приводит 
к незавершенности фагоцитоза [2]. Подтверждением 
тому является снижение функциональной активно-
сти нейтрофилов и макрофагов при взаимодействии 
с туляремийным микробом подвидов tularensis и me-
diaasiatica в большей мере, чем с представителями 
других исследованных подвидов F. tularensis. Низкие 
показатели содержания катионного белка и угнете-
ние активности NOS, возможно, связаны с потерей 
активности фермента и катионного белка в процессе 
фагоцитоза туляремийного микроба. 

Данные, полученные при использовании прай-
меров для амплификации внутренних фрагментов 
«острова патогенности» pdpA, pdpD в ПЦР, демон-

стрируют сходную структуру FPI в штаммах F. tu-
larensis подвида tularensis и novicida. Ген, кодирую-
щий белок pdpD, отсутствует в штаммах F. tularensis 
подвида holarctica, в том числе и в F. tularensis 15 
НИИЭГ. Установлено, что ген, кодирующий белок 
pdpА, присутствует во всех исследованных штам-
мах, кроме F. tularensis subsp. mediaasiatica И-385. 
Возможно, это связано с утратой вирулентности в 
процессе хранения штамма. Результаты амплифика-
ции представлены на рис. 1. 

Установлено, что при инфицировании морских 
свинок туляремийным микробом разных подвидов так 
же, как и in vitro, в фагоцитах происходит стимуляция 
продукции NO (рис. 2). В наибольшей степени обра-
зование монооксида азота, характеризующее актива-
цию NOS, имело место при взаимодействии туляре-
мийного микроба подвида novicida (И-384). Снижение 
активности NOS фагоцитов, выявленное у морских 
свинок, инфицированных F. tularensis subsp. tularensis, 
возможно, объясняется тем, что у туляремийных бак-
терий этого подвида обнаружен ген, продукты которо-
го являются антагонистами монооксида азота и могут 
противодействовать антимикробной активности фаго-
цита при внутриклеточной инфекции [4]. 

Показано, что фагоциты животных, инфициро-
ванных франциселлами разных подвидов, по сравне-
нию с контролем, продуцируют как провоспалитель-
ные, так и противовоспалительные цитокины на 3, 
6, 9-е сутки наблюдения (Р < 0,05). Максимальные 
уровни провоспалительных цитокинов: ИЛ-1α и 
ИФН-γ зарегистрированы на 6-е, а ФНО-α на 3-и 
сутки наблюдения. В макрофагах белых мышей, за-
раженных F. tularensis, всех исследованных подви-
дов продукция ФНО-α зарегистрирована на 3, 6 и 9-е 
сутки наблюдения, а в случае F. tularensis subsp. me-
diaasiatica И-385 также и на 18-е сутки (рис. 3). 

Туляремийный микроб неарктического подви-
да оказывал наиболее выраженный стимулирующий 
эффект на продукцию этих цитокинов. Наименьшие 
показатели цитокинпродуцирующей активности фа-

Рис. 1. Результаты амплификации генов pdpА и pdpD с помо-
щью ПЦР в структуре острова патогенности штаммов F. tular-

ensis разных подвидов:
1 – Вакцинный аттенуированный штамм F. tularensis subsp. holarctica 15 

НИИЭГ; 2 – F. tularensis subsp. novicida И -384 (Utah-112); 3 – F. tular-
ensis subsp. holarctica И -250 (306); 4 – F. tularensis subsp. mediaasiatica 
И-357 (A-120); 5 – F. tularensis subsp. mediaasiatica И -385 (A-61); 6 – 

F. tularensis subsp. tularensis И -163 (Schu); 7 – отрицательный контроль; 
8 – маркер молекулярного веса 100 bp («Fermentas», Латвия)

Рис. 2. Активность NOS перитонеальных макрофагов  
в динамике инфекционного процесса,  
вызванного  туляремийным микробом  

разных подвидов (M ± m)
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гоцитов зарегистрированы в группе животных, зара-
женных туляремийным микробом голарктического и 
среднеазиатского подвидов. 

Установлено, что достоверное (Р < 0,05) уве-
личение продукции ИЛ-10 фагоцитами животных, 
зараженных F. tularensiss, разных подвидов проис-
ходит на 6-е сутки, при этом уровень этого цитокина 
в образцах, полученных от белых мышей, инфици-
рованных F. tularensis, подвидов novicida и mediaasi-
atica И-357 был в 1,6–2,3 раза выше, по сравнению с 
другими группами животных (Р < 0,05). 

Таким образом, с помощью предложенных 
F.E.Nano [6] праймеров pdpD-1F, pdpD-1R, pdpA1, 
pdpA2 удалось охарактеризовать структуру FPI в 
двухпраймерной ПЦР штаммов F. tularensis раз-
ных подвидов и установить межподвидовые разли-
чия. Показана взаимосвязь генетической структуры 
острова патогенности туляремийного микроба с ви-
рулентностью и его подвидовой принадлежностью. 

Показано, что выявленные различия в функцио-
нировании механизмов неспецифической защиты 
макроорганизма (активность NOS фагоцитов и про-
дукция цитокинов), а также иммунная перестройка 
организма (реакция клеток иммунокомпетентных ор-
ганов) в ответ на внедрение патогена зависят от под-
видовой принадлежности туляремийного микроба. 
Полученные нами данные могут способствовать по-
ниманию механизма патогенеза туляремийной инфек-
ции на молекулярном уровне, выявлению дефектов в 
функционировании механизмов защиты макроорга-
низма и поиску способов коррекции этих нарушений.
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Рис. 3. Показатели продукции ФНО-α фагоцитами мышей,  
зараженных F. tularensis разных подвидов (M ± m)


