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Усовершенствование имеющихся и разработка 
новых профилактических средств против туляремии 
остается актуальной задачей. Используемые в насто-
ящее время живые туляремийные вакцины создают 
стойкий и длительный иммунитет, защищают против 
легочной туляремии, но обладают реактогенностью. 
Использование убитых бактериальных препаратов, 
даже совместно с адъювантами, недостаточно для 
формирования полноценного иммунитета [13]. В 
связи с этим ведутся работы по созданию более со-
вершенной живой и разработке химической и суб-
клеточной вакцин [6, 7, 9, 10, 11]. Для создания эф-
фективного препарата может потребоваться большой 
набор бактериальных полипептидов, вызывающих 
активацию как клеточного, так и гуморального имму-
нитета макроорганизма. В качестве такого «природ-
ного коктейля» биологически активных компонентов 
туляремийного микроба могут рассматриваться пре-
параты антигенных комплексов внешней мембраны, 

которые характеризуются поверхностным располо-
жением, сложной химической природой, наличием 
в своем составе основных иммунодоминантных бел-
ков и выраженными иммуногенными свойствами [1, 
3, 5, 8, 15]. 

Материалы и методы

Моделирование туляремийной инфекции про-
водили с использованием вирулентных штаммов 
F. tularensis 503 subsp. holarctica и F. tularensis A’Cole 
subsp. nearctica на белых мышах и морских свинках. 
Выбор заражающих штаммов и дозы были обуслов-
лены требованиями к типовым штаммам для контро-
ля вакцинирующей активности живой туляремийной 
вакцины. В качестве положительного контроля ис-
пользовали животных, однократно подкожно (п/к) 
вакцинированных живой туляремийной вакциной 
(ЖТВ). Отрицательный контроль – животные, кото-
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рым вводили равный объем 0,86 % раствора NaCl. 
Белых мышей заражали на 21-е сутки после имму-
низации, морских свинок – на 30-е. Срок наблюде-
ния в первом случае составил 21 сут, во втором – 25. 
Специфичность экспериментальной туля ремийной 
инфекции подтверждали данными контрольного 
вскрытия, микроскопией мазков-отпечатков и высе-
вами на питательные среды.

Острую токсичность испытуемого препара-
та прототипа химической туляремийной вакцины 
(ПХТВ) по морфологическим показателям определя-
ли в экспериментах на морских свинках при одно-
кратном подкожном способе введения. Проводили 
вскрытие животных на 1, 3, 7, 14, 21, 28, 31 и 46-е 
сутки и подробное протоколирование всех види-
мых патолого-анатомических изменений, а также 
забор гистологического материала на исследование. 
Вскрытие животных выполняли общепринятым ме-
тодом. Гистологический материал (кусочки органов, 
лимфатические узлы – целиком) фиксировали в 10 % 
растворе нейтрального формалина. Дальнейшую 
обработку выполняли по стандартной схеме [4], го-
товые срезы окрашивали гематоксилином и эози-
ном (Г.Э.). Гистологические изменения изучали при 
световой микроскопии, используя увеличение ×40 
и ×200. Подсчет клеточных элементов и отдельных 
структур органа (клеток ретикулоэндотелиальной 
системы печени, почечных телец, клеток инфильтра-
тов и др.) проводили в десяти полях зрения правиль-
но ориентированных срезов.

Уровень антител в сыворотке крови биомоделей 
оценивали с помощью иммуноферментного анализа 
с использованием экспериментальной тест-системы 
на основе антигенов – компонентов ПХТВ и коммер-
ческой ИФА-Став-тул (производство СтавНИПЧИ). 
Влияние препарата ПХТВ на иммунную систему 
морских свинок оценивали по степени функцио-
нальной активности макрофагов в НСТ-тесте, ре-
акции лейкоцитолиза, поликлональной активности 
В-лимфоцитов по числу антителообразующих кле-
ток (АОК), по развитию иммунного ответа на гетеро-
логичный антиген. 

Результаты и обсуждение

Был проведен выбор оптимальной прописи скон-
струированного препарата, разработаны схемы его 
введения. В состав экспериментального препарата 
химической туляремийной вакцины входит протек-
тивный антигенный комплекс (ПАК) туляремийного 
микроба, полученный из F. tularensis 15 НИИЭГ [3] 
и белок S-слоя (Slp) чумного микроба, полученный 
из Y. pestis КМ 218, который, как было показано ра-
нее, обладает иммуногенными свойствами и взаимо-
действует с клетками и белками макроорганизма [2]. 
Данные литературы указывают на перспективность 
применения S-слоев в комбинированных вакцинах в 
качестве адъювантов и носителей эпитопов [12, 14]. 
Совместное однократное введение S-белка и ПАК 

белым мышам значительно усиливает иммуноген-
ные свойства последнего. ED50 препарата ПАК для 
белых мышей против F. tularensis 503/840 составляет 
в среднем (3±0,50) мкг. В тех же условиях экспери-
мента ED50 ПАК+S-белок составляет (0,5±0,2) мкг. 

Препарат ПХТВ в лиофильно высушенном со-
стоянии представляет собой однородную серовато-
белую пористую массу. Обладает хорошей раство-
римостью в дистиллированной воде и 0,9 % раство-
ре натрия хлорида. В растворенном виде препарат 
ПХТВ представляет собой бесцветную жидкость с 
опалесценцией без посторонних примесей и хлопьев, 
рН растворенного препарата прототипа химической 
вакцины составляет (7,2±0,1) ед, концентрация белка 
на 1 условную дозу (у/д) – (1,5±0,1) мг.

Для анализа токсичности беспородным белым 
мышам препарат ПХТВ вводили внутрибрюшинно в 
объеме 0,5 мл, морским свинкам – подкожно в объеме 
1,0 мл, в обоих случаях в максимальной концентра-
ции (1 у/д). Контрольным группам вводили равный 
объем 0,86 % раствора NaCl (рН 7,2). Наблюдали 
белых мышей – 7 сут, морских свинок – 28. Было 
установлено, что препарат прототипа химической ту-
ляремийной вакцины не токсичен в тесте на белых 
мышах и морских свинках. Все животные в течение 
срока наблюдения остались живы. Уменьшение веса 
у экспериментальных групп животных в течение все-
го периода не наблюдалось. 

При оценке острой токсичности препарата по 
морфологическим показателям было установлено, 
что препарат ПХТВ при подкожном введении мор-
ским свинкам не вызывал видимых изменений со сто-
роны внутренних органов и грубых экссудативных и 
инфильтративных процессов в месте его введения. 
Полученные данные морфометрических показателей 
(вес и линейные размеры органов) для иммунизиро-
ванной группы морских свинок практически не отли-
чались от аналогичных параметров для контрольной 
группы животных. 

При гистологическом исследовании отмечали 
умеренную экссудативную реакцию в коже места 
введения ПХТВ, сохраняющуюся до 3 сут и прохо-
дящую бесследно. 

Со стороны паренхиматозных органов реги-
стрировали признаки умеренного функционального 
напряжения клеток паренхимы и незначительные ге-
модинамические нарушения. В почках подопытных 
животных наблюдали умеренное функциональное 
напряжение эпителия извитых канальцев, отмечали 
реакцию со стороны гломерулярного аппарата в виде 
умеренного полнокровия капиллярных петель почеч-
ных телец (рис. 1). На всем протяжении периода на-
блюдения процент полнокровных почечных телец не 
превышал 35, и четко прослеживалась тенденция к 
уменьшению их количества по мере отдаления срока 
наблюдения. Все описанные изменения происходили 
без уменьшения количества функционально активных 
почечных телец на единицу площади среза органа. В 
печени подопытных животных нарушения в системе 
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гемоциркуляции до 13-х суток проявлялись умерен-
ным полнокровием внутридольковых синусоидаль-
ных гемокапилляров и отчасти касались системы от-
тока крови из органа (центральных вен печеночных 
долек). Реакция со стороны звездчатых ретикулоэндо-
телиоцитов (клеток Купфера) заключалась в относи-
тельной активации элементов РЭС печени в период с 
3-х по 46-е сутки и сводилась к увеличению количе-
ства клеток Купфера в 2,5 раза к 13-м суткам и до 1,5 
раз после 21-х суток наблюдения. Изменения в над-
почечниках у подопытных животных укладывались в 
картину стресс-реакции организма биомодели. 

Со стороны лимфоидных органов отмечали при-
знаки иммунологической перестройки в период с 
13-х по 46-е сутки. В тимусе в период с 21-х по 31-е 
сутки выявляли по результатам макрометрии уме-
ренное уменьшение его массы, сопровождающееся 
при гистологическом исследовании некоторым ис-
тончением коркового вещества органа и стиранием 
границ между корковым и мозговым веществом. По-
видимому, эти изменения сопряжены с массовым вы-
бросом Т-лимфоцитов в кровоток в период актива-
ции процессов иммуногенеза. В последующие сроки 
восстанавливалась обычная структура органа и име-
ла место умеренная пролиферативная активность 
клеток мозгового вещества. 

Функциональное состояние органов перифери-
ческой иммунной системы укладывалось в картину 
иммуногенеза, что проявлялось последовательным 
усилением процессов активации Т- и В-зон лимфо-
идных органов.

В селезенке признаки умеренной пролифератив-
ной активности отмечали с 21-х суток. Нарастание 
пролиферативной активности в Т- и В- зонах органа, 
регистрируемое с 31-х суток, сохранялось на высо-
ком уровне до 46-х суток. Определенный прирост 
плазмобластов наблюдали в период с 21-х по 46-е 
сутки.

При макрометрии отмечали планомерное увели-
чение массы регионарных (РЛУ) и отдаленных (ОЛУ) 
лимфатических узлов в период с 21-х по 46-е сутки. 
При гистологическом исследовании регистрировали 
признаки пролиферативной активности паракорти-

кальных зон (ПКЗ) – Т-зон, в РЛУ – практически с 3-х 
суток, а в ОЛУ – с 13-х. Далее активность ПКЗ посте-
пенно нарастала и достигала максимальной выражен-
ности к 31-м суткам, в последующем в РЛУ к 46-м 
суткам имело место некоторое снижение активности, 
а в ОЛУ – активность еще сохранялась. Появление 
активных фолликулов со светлыми центрами, с на-
растанием бластической реакции (В-зоны), усилени-
ем митотической активности отмечали в РЛУ и ОЛУ 
с 21-х суток, максимальные проявления активности в 
РЛУ приходились на 31-е сутки, а в ОЛУ регистриро-
вались вплоть до 46-х суток наблюдения. 

Таким образом, выявленные изменения у подо-
пытных животных укладывались в картину умерен-
ного функционального напряжения органов и си-
стем макроорганизма, обусловленных до 13-х суток 
стресс-реакцией на препарат и манипуляции, связан-
ные с его введением, а с 21-х по 46-е сутки – процес-
сом иммуногенеза и адаптации.

Установлено, что однократная подкожная имму-
низация лабораторных животных препаратом ПХТВ 
вызывает формирование напряженного адаптивного 
иммунитета к 14–21-м суткам: выработку специфи-
ческих антител и стимуляцию клеточного звена им-
мунитета. Было показано, что однократная п/к имму-
низация белых мышей вызывает образование специ-
фических антител к компонентам прототипной вак-
цины на 3-и сутки с максимумом к 14-м. При имму-
низации морских свинок (таблица) максимум уровня 
антител регистрировался на 21-е сутки. Динамика 
уровня реакции лейкоцитолиза у иммунизированных 
белых мышей линии BALB/c была аналогична по-
казателям вакцинированной ЖТВ группы, достигая 
резко положительных значений также к 21-м суткам 
(53–56 %). Максимум значений коэффициента лей-
коцитолиза (81,1 %) у морских свинок регистриро-
вался на 14–21-е сутки после иммунизации с тенден-
цией снижения к 30-м суткам. Резко положительный 
ответ на введение испытуемого препарата морским 
свинкам свидетельствует о высокой иммуногенности 
прототипа химической туляремийной вакцины. 

Испытуемый препарат ПХТВ стимулировал 
функциональную активность фагоцитирующих мо-
нонуклеаров перитонеального экссудата. Наиболее 
выраженное стимулирующее влияние прототипа 
ХТВ на функциональную активность перитонеаль-
ных макрофагов (в 3–5 раз по сравнению с контроль-
ными значениями) отмечалось при иммунизации 

Динамика образования специфических антител (обратные титры)  
у морских свинок, иммунизированных препаратом ПХТВ

Срок после  
иммунизации,  

сут
Ат к ПАК Ат к S-белку

Ат к клеткам  
туляремийного  

микроба

7-е 200 80 800

14-е 320 100 1600

21-е 640 200 3200

30-е 480 400 1600

42-е 400 400 1600

Рис. 1. Гистологическое исследование почки морской свинки на 
13-е сутки после иммунизации препаратом ПХТВ. Умеренное 
функциональное напряжение эпителия извитых канальцев. 
Окраска Г.Э. Увеличение ×100
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морских свинок на 14–21-е сутки после иммуниза-
ции, что соответствует моменту формирования на-
пряженного адаптивного иммунитета при туляремии 
и свидетельствует о выраженной протективной ак-
тивности препарата. Экспериментальный препарат 
ПХТВ не приводил к увеличению количества АОК 
в селезенке, т.е. не вызывал поликлональную актива-
цию В-лимфоцитов, а также не вызывал у нелиней-
ных белых мышей угнетения иммунного ответа на 
гетерологичный антиген. Представленные результа-
ты свидетельствуют об отсутствии повреждающего 
действия препарата ПХТВ на иммунную систему 
морских свинок. 

В «остром» опыте показано, что однократное п/к 
введение сконструированного препарата защищает в 
среднем 87,5 % белых мышей при эксперименталь-
ной туляремии, вызванной штаммом голарктическо-
го подвида, при 100 % гибели животных в группе 
отрицательного контроля (рис. 2). Средняя иммуни-
зирующая доза (ED50) против экспериментальной ту-
ляремии, вызванной штаммами голарктического под-
вида, составила 0,008 условной человеко-дозы (у/д). 
При заражении штаммом неарктического подвида 
средняя иммунизирующая доза составила 0,2 у/д, а 
индекс защиты – 50 %. Напряженность иммунитета 
в обоих случаях была высокой (показатель индекса 
иммунитета более 15). 

После заражения 1000 Dcl вирулентного штам-
ма голарктического подвида выживали 75 % мор-
ских свинок, иммунизированных препаратом про-
тотипа химической вакцины (рис. 3). Средняя про-
должительность жизни составила 24,5 сут при 
100 % гибели контрольной группы на 8–9-е сутки. 
Вакцинация ЖТВ защищала 67 % морских свинок, 
средняя продолжительность жизни которых соста-
вила 21,6 сут. Индекс иммунитета при иммунизации 
препаратом ПХТВ составил 18,7, а при вакцинации 
ЖТВ – 11,1, что соответствует требованиям, предъ-
являемым живым туляремийным вакцинам (согласно 
МУ 3.3.1.2161-07 – не менее 10). При оценке продол-
жительности иммунитета через 3,5 мес. после имму-
низации препаратом экспериментальной химической 
вакцины выживало 50 % со средней продолжитель-

ностью жизни после заражения 21,2 сут. 
Для успешного внедрения экспериментального 

препарата в качестве возможной химической вакци-
ны требуется изучение его эффективности при раз-
личных способах инфицирования иммунизирован-
ных животных вирулентными штаммами туляремии, 
проведение анализа особенностей формирования 
клеточных факторов защиты, состояния специфич-
ного иммунитета в отдаленные сроки после приме-
нения данного препарата.
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