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Эпидемиологическая ситуация по туляремии на 
территории России продолжает оставаться нестабиль-
ной. С определенной периодичностью проявления 
этой инфекции отмечаются на территории большин-
ства субъектов Российской Федерации [1]. Только в 
Новосибирской области за девять месяцев 2010 г. за-
регистрировано 19 случаев туляремии у людей [6]. 

Возбудитель туляремии – Francisella tularensis  – 
имеет длительную историю. При этом представления 
о факторах патогенности и иммуногенности этого 
микроорганизма, а также о механизмах их реализа-
ции в условиях макроорганизма весьма ограничены 
[12]. Возбудитель туляремии является факультатив-
ным внутриклеточным паразитом, причина высокой 
патогенности которого остается до конца не раскры-
той. Следовательно, не решенным остается ряд во-
просов, касающихся оценки степени повреждающего 
действия микроорганизма на тканевые и клеточные 
структурные элементы макроорганизма, чем и обу-
словлена актуальность исследований пато- и морфо-
генеза данного заболевания с использованием новых 
возможностей аппаратно-программного обеспечения. 

Опираясь на современные данные о механизмах 

развития туляремийной инфекции [14], интерес пред-
ставляет более подробная морфометрическая харак-
теристика изменений, возникающих в макроорганиз-
ме. В настоящее время усложняется мето дическая 
база научных исследований и, наряду с классиче-
скими методами, все чаще в экспериментальной 
морфологии применяют компьютерные технологии. 
Морфометрический анализ при оценке состояния 
функционально значимых органов и систем биомоде-
ли, используемой в моделировании специфического 
инфекционного процесса, позволяет решать вопросы, 
связанные с разработкой унифицированного подхода 
к учету тяжести течения патологического процесса 
или характеристике адаптационно-компенсаторных 
состояний у экспериментальных животных. 

Целью исследования была разработка унифи-
цированного подхода к оценке тяжести течения экс-
периментальной туляремийной инфекции на основе 
применения морфометрического анализа.

Материалы и методы
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вье морских свинок агути (пестрые), полученных из 
филиала «Андреевка» питомника НЦБМТ РАМН. В 
эксперимент брали животных обоего пола (35 осо-
бей) возраста 4–5 мес. массой (350±50) г. До начала 
эксперимента животных выдерживали в карантине в 
течение 7 сут в условиях вивария, затем морских сви-
нок переводили в отделение с барьерной системой 
содержания, соответствующей BSL (biosafety level) 
III класса. Рацион питания животных был стандарт-
ным, сбалансированным. Дальнейшие исследова-
ния выполняли в соответствии с «Правилами прове-
дения работ с использованием экспериментальных 
животных». Экспериментальную туляремийную ин-
фекцию воспроизводили путем подкожного зараже-
ния морских свинок культурой туляремийного ми-
кроба вирулентного штамма F. tularensis 503 в дозе  
5 м.к./мл (1 Dcl). Для заражения использовали двух-
суточную агаровую культуру 2-й генерации, выра-
щенную на среде Мак-Коя. Контрольным живот-
ным в условиях, аналогичных опытным, подкожно 
вводили 0,5 мл 0,9 % раствора натрия хлорида. С 
момента заражения за животными было установле-
но наблюдение в течение 11 сут. К 5–7-м суткам у 
зараженных животных отмечали уменьшение аппе-
тита, снижение активности и веса. На 10–11-е сутки 
после заражения животных опытной и контрольной 
групп выводили из эксперимента хлороформом, 
и сразу проводили морфологическое исследова-
ние. Морских свинок вскрывали и регистрировали 
патолого-анатомические изменения в органах, био-
метрию забираемого материала. Для бактериоло-
гического исследования делали посевы из органов 
(селезенка, кровь из сердца) на питательную среду 
для культивирования и выделения туляремийного 
микроба (FT агар). Для гистологического исследо-
вания у животных брали кусочки внутренних орга-
нов: участок кожи в месте введения культуры, селе-
зенки, печени, почек с надпочечниками, регионар-
ных и отдаленных лимфатических узлов, легких, 
сердца. Гистологический материал фиксировали 
в 10 % водном нейтральном растворе формалина. 
Обезвоживание, пропитку и заливку в парафин ги-
стологического материала выполняли по стандарт-
ной методике. Готовые полутонкие парафиновые 
срезы окрашивали растворами гематоксилина и 
эозина [9]. Морфометрический анализ выполняли 
с помощью денситоморфометрической программы 
(ДММ – версия 2.1.0.0.) аппаратно-программного 
комплекса МЕКОС-Ц. Статистическую обработку 
полученных данных осуществляли, следуя соответ-
ствующим рекомендациям [2]. Морфометрические 
характеристики, полученные с помощью програм-
мы ДММ, статистически обрабатывали в рамках 
возможностей, предусмотренных программой.

Результаты и обсуждение

Туляремия – острое природно-очаговое инфек-
ционное заболевание, характеризующееся септице-

мией, лихорадкой, обязательным и типичным пора-
жением лимфатических узлов. Вирулентность воз-
будителя туляремии полидетерминантна и определя-
ется целым комплексом факторов, обеспечивающих 
микроорганизмам способность преодолевать защит-
ные барьеры макроорганизма, быстро размножаться 
в нем и вызывать инфекционный процесс. 

У морских свинок, зараженных культурой ви-
рулентного штамма туляремийного микроба, в ме-
сте введения культуры регистрировали крупные 
очаги расплавления подкожной клетчатки, участки 
гнойного поражения тканей. При гистологическом 
исследовании места введения культуры отмечали 
очаги обильной инфильтрации подкожной и меж-
мышечной клетчатки полиморфно-ядерными лей-
коцитами (ПЯЛ) с участками некроза мышечных 
волокон (рис. 1, А, Б). Регионарные лимфатические 
узлы (РЛУ) были увеличены в размере до 0,5–0,7 мм 
в диаметре, плотные. Микроскопия РЛУ выявляла 
разлитое гнойное воспаление с очагами некроза 
(рис. 1, В). Аналогичные, но очаговые изменения 
были характерны для отдаленных групп лимфати-
ческих узлов (ОЛУ). Селезенка у подопытных жи-
вотных была увеличена (длина 2,75±0,64 см, ши-
рина 1,5±0,82 см, толщина 0,6±0,17 см), уплотнена, 
темно-малинового цвета с множеством беловато-
сероватых узелков (37,5±2,45 штук на орган) разме-
ром порядка 0,05–0,1 мм. При гистологическом ис-
следовании органа обнаруживали картину гнойно-
некротического спленита (рис. 1, Г). По результа-
там бактериологического исследования в посевах 
из селезенки и крови были выделены F. tularensis 
исходного штамма. 

При генерализации туляремийной инфекции 
часть микробов погибает с высвобождением эндо-
токсина, что проявляется комплексом повреждений 
печени, почек и легких, характерных для бактериаль-
ного эндотоксикоза [8]. 

Печень у зараженных животных была увеличе-
на в размере, плотная, полнокровная, с единичными 
белесоватыми узелками (4,2±1,45 штук на орган), 
размером от 0,1 до 0,2 мм. При гистологическом 
исследовании в органе на фоне относительного за-
стоя в системе циркуляции крови отмечали круп-
ные поля лимфогистиоцитарной инфильтрации со 
значительным включением ПЯЛ, располагающиеся 
в зонах триад или вокруг сосудов – до (266459,91± 
97752,41) мкм2 (рис. 1, Д). Встречались единич-
ные преимущественно эпителиоидно-клеточные 
(рис. 1, Е) гранулемы (до 3,1±0,89 в срезе) размером 
до (23830,30±1964,12) мкм2. Дистрофическое по-
ражение гепатоцитов было различной степени вы-
раженности, при этом характерным образом меня-
лось ядерно-цитоплазматическое отношение (ЯЦО) 
в опытной и контрольной группах и составляло 
0,16 и 0,22 соответственно. Деструктивный индекс 
(ДИ), характеризующий удельный вес в клеточной 
популяции элементов с проявлениями цитопатоло-
гии, был равен 0,78, что более чем в 6 раз превы-
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сило аналогичный показатель в контрольной группе 
(0,12). В отдельных участках регистрировали зоны 
некробиоза и некротического поражения клеток, 
достаточно густо инфильтрированные лейкоци-
тами. Для определения учитываемых параметров 
проводилась полуавтоматическая и автоматическая 
сегментация характеризуемых структур с помощью 
аппаратно-программного комплекса МЕКОС-Ц 
(рис. 2). Морфометрическая характеристика оча-
гов гнойно-некротического поражения паренхи-
мы печени в силу размытости их границ вызыва-
ла затруднение при автоматической сегментации. 
Характерной была реакция со стороны звездчатых 
ретикуло-эндотелиоцитов (клеток Купфера) в виде 
резкого уменьшения их количества у зараженных 
животных до 5,2±1,24 (в контроле – 14,8±2,48). 
Такое резкое (в 2,8 раза) падение количества клеток 
Купфера указывало на определенный блок ретикуло-
эндотелиальной системы у подопытных животных. 

Выживаемость в клетках ретикуло-эндоте лиаль-
ной фагоцитирующей системы макроорганизма – 
ключевая характеристика туляремийного микроба. 
Предполагается, что выброс фактора некроза опу-
холи (ФНОα) из клеток Купфера и следующие за 
этим процессы вторичной активации лейкотриено-
вого каскада в альвеолярных макрафагах, синтеза 
и секреции фактора агрегации тромбоцитов лежат 
в основе повреждения легких [3, 4]. Доказана уско-
ряющая роль ФНОα макроорганизма на скорость 

размножения вирулентных штаммов микроорганиз-
мов [10]. Выделяемые под действием бактериальных 
токсинов цитокины и биологически активные веще-
ства макроорганизма, участвующие в межклеточных 
взаимодействиях, могут выступать специфическими 
факторами, используемыми бактериями для своего 
размножения [5, 10].

В легких у зараженных F. tularensis животных от-
мечали участки неравномерного полнокровия капил-
ляров, умеренную очаговую инфильтрацию межаль-
веолярных перегородок лимфоцитами и макрофага-
ми, единичные периваскулярные инфильтраты пло-
щадью до (61843,16±52974,50) мкм2 и до 2,95±0,89 
на срезе, состоящие из ПЯЛ, лимфоцитов и эпите-
лиоидных клеток. Перфузионно-венти ля цион ное от-
ношение (ПВО), определяемое по отношению пло-
щади альвеол (рис. 2, Г) к площади сосудов (рис. 2, 
Д) на единицу площади среза, у животных опытной 
группы составляло 2,14, что значительно ниже по-
казателя ПВО в группе контрольных морских сви-
нок – 27,9. При резком угнетении показателя ПВО на 
территории легких развиваются дисметаболические 
и медиаторные процессы, лежащие в основе фор-
мирования нарушений гемодинамики, вентиляции и 
мощного повреждения легочной ткани.

Липополисахарид (ЛПС) туляремийного микро-
ба обладает многофакторностью воздействия на ма-
кроорганизм [7], что затрудняет выделение эффектов 
его прямого или опосредованного, обусловленно-
го индукцией биологически активных соединений 
[11], влияния на клетки последнего. В этом случае 
применение морфометрического анализа позволяет 
наиболее полно охарактеризовать функциональное 
состояние систем жизнеобеспечения макроорганиз-
ма. Взаимодействие ЛПС туляремийного микроба 
с макрофагами запускает последовательный каскад 
реакций, приводящих к клеточным и организменным 
изменениям, патогенез развития которых до конца не 
изучен [13]. Регистрируемыми проявлениями этого 
взаимодействия будут нарушения гемодинамики, ак-
тивация гемокоагуляции и агрегации тромбоцитов, 
интоксикация и как следствие – дисфункция парен-
химатозных органов. 

Почки у зараженных животных были увели-
чены в размере, дряблой консистенции, с резким 
полнокровием пирамид на фоне относительной 
анемии коркового вещества. При гистологическом 
исследовании регистрировали очаги выраженной 
дистрофии эпителия извитых канальцев вплоть 
до некробиоза отдельных клеток. Характерным 
было уменьшение количества почечных телец в 
поле зрения среза органа до 9,85±2,48 (в контроле 
16,5±4,38). Изменение функционального состояния 
гломерулярного аппарата характеризовало увеличе-
ние площади почечных телец (6492,63±917,05 мкм2) 
по сравнению с показателями у контрольных живот-
ных (4593,52±2214,81) на фоне уменьшения площа-
ди самих сосудистых клубочков (2278,20±356,76 в 
опытной группе, 3328,42±1287,14 в контрольной), 

Рис. 1. Морская свинка. Подкожное заражение F. tularensis 503, 
11-е сутки наблюдения:
А, Б – кожа места введения культуры, гнойное воспаление, очаговый не-
кроз; В – регионарный лимфатический узел, гнойно-некротический лим-
фаденит; Г – селезенка, гнойно-некротический спленит; Д – печень, поля 
лимфогистиоцитарной инфильтрации; Е – печень, эпителиоидноклеточ-
ная гранулема. Окраска гематоксилин-эозином. Ув. ×100 
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рис. 2, Е. Реакцией со стороны поврежденного гло-
мерулярного аппарата является выделение ФНОα, 
интерлейкина 6 и фактора агрегации тромбоцитов 
[15], и этим обусловлены нарушения микроцир-
куляции в органе и другие гистопатологические  
эффекты. 

Лежащий в основе всех этих изменений срыв 
адаптации у зараженных животных характеризовало 
резкое изменение стрессорного индекса (ИС), опре-
деляемого по изменению морфометрических пара-
метров коркового и мозгового вещества надпочечни-
ков. Показатель ИС у животных опытной группы со-
ставлял 1,97 и был в 1,5 раза выше, чем аналогичный 
показатель в контрольной группе (1,25). Изменение 
морфометрических характеристик регистрировали 
на фоне резкого снижения феохромии мозгового ве-
щества и опустошения адренокортикоцитов корково-
го вещества надпочечников. 

Таким образом, на основании проведенных ис-
следований был отобран ряд морфометрических па-
раметров, которые наиболее полно характеризовали 
интенсивность дистрофических, некробиотических 
и некротических процессов, инфильтративных из-
менений в клетках и тканях зараженных животных. 
Учет отобранных количественных показателей по-
зволяет адекватно судить о функциональном состоя-

нии систем жизнеобеспечения биомодели и может 
быть предложен для оценки степени тяжести тече-
ния экспериментальной туляремийной инфекции. 
Применение морфометрического анализа в экспери-
ментальной морфологии, направленное на унифика-
цию и объективизацию исследования, способствует 
повышению его качества.
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