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Оценка степени аллергизирующего действия 
различных препаратов Francisella tularensis

 

Резюме

Проведена. оценка. степени. сенсибилизации. лейкоцитов. крови. морских. свинок,. иммунизированных. препаратами. клеточных.

стенок.Francisella.tularensis.разных.подвидов..Показано,.что.препараты.КС.F..tularensis.subsp..mediaasiatica.А-61.и.F..tularensis.

subsp..tularensis.В-399.A-Cole,.в.отличие.от.препаратов.КС.F..tularensis.15.НИИЭГ.и.F..tularensis.subsp..holarctica.306,.не.вызы-

вают.аллергизацию.организма.

Ключевые слова: туляремия,.лейкоциты,.клеточные.стенки,.сенсибилизация

Assessment of the Degree of Allergenic Effects of Various Drugs of Francisella tularensis
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Abstract

The.evaluation.of.sensitization.conducted.on.guinea.pig.leukocytes.immunized.with.the.cell.wall.preparations.of.F..tularensis..In.this.

research. was. shown. that. the. cell. wall. preparations. F.. tularensis. subsp.. mediaasiatica. A-61. and. F.. tularensis. subsp.. tularensis.

В-399.A-Cole.do.not.caused.allergization.in.contrast.with.cell.wall.prepararions.of.F..tularensis.15.(extracted.by.Research.Institute.

of.Epidemiology.and.Hygiene).and.F..tularensis.subsp..holarctica.306.

Key words:.Francisella.tularensis,.tularemia,.leukocytes,.cell.wall,.sensitization

Введение
Применяемые в настоящее время вакцины об-

ладают сенсибилизирующим действием и могут 
вызывать аллергические реакции. Формирование 
специфической гиперчувствительности рассма-
тривается как нежелательный фактор, создающий 
предпосылки для осложнений аллергической при-
роды при повторном введении препарата. Аллер-
гическую сенсибилизацию можно рассматривать 
как частный случай усиленного либо недостаточно 
отрегулированного первичного иммунного отве-
та [1]. Сенсибилизированные клетки белой крови 
при контакте с антигенами подвергаются массо-
вому разрушению – лейкоцитолизу, что приводит 
к выбросу в кровеносное русло биогенных ами-
нов, токсинов, ферментов, являющихся медиато-
рами аллергических реакций немедленного типа. 
Не является исключением и лицензированная жи-
вая модифицированная вакцина Эльберт-Гайского 

отечественного производства на основе  штамма 
Francisella.tularensis 15 НИИЭГ, применяемая в на-
стоящее время в эндемичных очагах туляремии 
на территории России [2]. Обладая высокой им-
муногенностью при однократном введении, она 
успешно используется на протяжении длительно-
го времени. Однако применение живой вакцины 
имеет определенное ограничение, вызванное вы-
сокой реактогенностью и отсутствием полных зна-
ний о молекулярных механизмах формирования 
иммунитета к туляремии [3], что дает основание 
говорить об актуальности работы в области соз-
дания более эффективных профилактических пре-
паратов. Современная стратегия иммунопрофилак-
тики туляремии во многом определяется поиском 
средств, способных потенцировать иммунные ре-
акции макроорганизма.

На специфичность иммунного ответа ма-
кроорганизма у возбудителя туляремии влияют  
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липополисахарид (ЛПС) и белки внешней мембра-
ны (ВМ), которые рассматриваются как основа 
профилактических и диагностических препара-
тов [4, 5]. Во многих работах показано, что неза-
висимо от подвидовой принадлежности штаммов-
продуцентов, полученные препараты обладают 
выраженной антигенной активностью, нетоксичны 
для животных и иммуногенны [5].

В связи с этим исследование препаратов кле-
точных стенок (КС) F.. tularensis. разных подвидов 
является актуальным.

Цель работы – оценить степень сенсибилиза-
ции лейкоцитов крови с помощью реакции лей-
коцитолиза у экспериментальных животных, имму-
низированных клеточными стенками. F.. tularensis.
разных подвидов.

Материалы и методы
В работе использовали препараты клеточных 

стенок F.. tularensis. разных подвидов, получен-
ные из трех вирулентных штаммов живых культур: 
F..tularensis.subsp. mediaasiatica А-61 (ЛД

50  
для бе-

лых мышей – 1 м.к.), F.. tularensis.subsp.. tularensis.
В-399 A-Cole (ЛД

50 
 для белых мышей – 1 м.к.), 

F.. tularensis subsp. holarctica 306 (ЛД
50 

 для белых 
мышей – 1 м.к.) и вакцинного штамма F..tularensis 
subsp. holarctica 15 НИИЭГ (ЛД

50 
для белых мы-

шей – 2 ¹x 106 м.к.) из музея живых культур Иркут-
ского научно-исследовательского противочумного 
института. Работу с экспериментальными животны-
ми осуществляли в соответствии с приложением 
к приказу Министерства здравоохранения и соци-
ального развития Российской Федерации от 23 ав-
густа 2010 г. № 708 н «Правила лабораторной 
практики». В опыте использовали 30 сертифициро-
ванных морских свинок обоих полов весом 250 – 
300 г.

Работа выполнялась in.vitro в два этапа. На пер-
вом этапе в стерильную пробирку, обработанную 
гепарином (50 Ед), набирали 3 мл крови из сердца 
интактных морских свинок. Затем гепаринизиро-
ванную кровь разливали по 0,45 мл в стерильные 
пробирки. В первую, которая являлась контролем, 
добавили 0,05 мл 0,9% хлористого натрия. Во вто-
рую, третью, четвертую и пятую опытные пробир-
ки вносили 0,9% хлористого натрия по 0,025 мл 
и по 0,025 мл исследуемого препарата (95 мкг/мл – 
максимальная доза, не вызывающая спонтанно-
го повреждения клеток крови): во вторую пробир-
ку – КС F.. tularensis subsp. holarctica 15 НИИЭГ 
(далее по тексту F.. tularensis. 15 НИИЭГ), третью – 
КС F.tularensis subsp. mediaasiatica А-61, четвер-
тую – КС F..tularensis.subsp..tularensis.В-399 A-Cole 
и в пятую – КС F.. tularensis subsp. holarctica 306. 
Пробирки инкубировали в течение 80 минут при 
температуре 37 °С, затем тщательно перемешива-
ли и согласно общепринятой методике готовили 
разведения крови, количество лейкоцитов подсчи-
тывали в камере Горяева в 25 больших квадра-
тах [6]. Эксперименты проводили в пяти повторах. 

Оценку результатов производили по формуле:

К(%) = (Лк – Ло)/Лк ¹x 100%, где 

Лк.–.количество.лейкоцитов.в.контрольной.группе,.
Ло

.
.–.количество.лейкоцитов.в.опытной.группе,..

К.–.коэффициент.лейкоцитолиза.

По степени интенсивности реакции результат 
оценивали: отрицательный или сомнительный – 
разрушение клеток меньше 15%; слабоположи-
тельный – альтерация лейкоцитов от 16 до 20%; 
положительный – от 21 – 30%; резко положитель-
ный – лизис клеток от 31% и выше.

На втором этапе в качестве объекта исследова-
ния использовали кровь иммунизированных мор-
ских свинок, распределенных на четыре опытные 
группы по пять особей в каждой, и кровь от жи-
вотных из контрольной группы. Животных опыт-
ных групп примировали препаратами КС одно-
кратно подкожно в область правого бедра, в дозе 
95 мкг/0,5 мл (в пересчете на белок). Морским 
свинкам контрольной группы вводили в том 
же объеме изотонический раствор хлорида на-
трия рН 7,2. Кровь из сердца животного в объ-
еме 1,0 мл забирали на 2, 3, 5, 7, 14 и 21 сутки 
после иммунизации. Коэффициент лейкоцитолиза 
вычисляли по выше приведенной формуле. Наряду 
с этим, во всех случаях так же проводили общий 
анализ крови по стандартной методике [7].

Статистическую обработку полученных данных 
проводили с помощью компьютерной программы 
«Статистика», версия 6 (г. Новосибирск). Достовер-
ными оценивали различия при р < 0,05, р < 0,01.

Результаты и обсуждение
При сопоставлении данных гематологического 

исследования у морских свинок, примированных 
КС F.. tularensis 15 НИИЭГ и F.. tularensis subsp. 
holarctica 306, среднее количество общего чис-
ла лейкоцитов во все сроки исследования было 
в пределах от 9,6 ± 0,6 до 11,8 ± 0,9 ¹x 109/л, что 
достоверно не отличалось от данного показателя 
у интактных животных (10,6 ± 0,7 x 109/л). У жи-
вотных иммунизированных КС F.. tularensis subsp. 
mediaasiatica А-61 и F.. tularensis. subsp.. tularensis.
В-399 A-Cole на 2-е и 3-е сутки имело место не-
значительное повышение общего числа лейкоци-
тов в пределах от 12,8 ± 0,7 до 13,5 ± 0,9 ¹x 109/л 
с последующим снижением к 21 суткам до значе-
ний в контрольной группе. Общее число эритро-
цитов у животных всех опытных групп не отлича-
лось от показателей в контрольной группе (5,6 ± 
0,4 x 1012/л) и варьировало в пределах 5,7 ± 0,9 – 
5,9 ± 0,5 ¹x 1012/л.

При изучении морфологического состава пери-
ферической крови экспериментальных животных 
установлено, что на ранних сроках наблюдения 
(2-е и 5-е сутки) в крови животных, иммунизирован-
ных КС F..tularensis 15 НИИЭГ и F..tularensis subsp. 
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holarctica 306 имело место увеличение эозинофи-
лов (в 3 – 4 раза) по сравнению с контролем. Уве-
личение числа эозинофилов (эозинофилию) можно 
рассматривать как аллергическую реакцию орга-
низма животных на вводимые препараты (рис. 1). 
К более поздним срокам (14 – 21 сутки) данный 
показатель снижался до значения в контроле. При 
введении морским свинкам КС F.. tularensis subsp. 
mediaasiatica А-61 и F.. tularensis. subsp.. tularensis.
В-399 A-Cole на 3-е, 5-е и 7-е сутки имело ме-
сто повышение числа овальноядерных моноцитов 
и широкоплазменных лимфоцитов, указывающее 
на активацию иммунного ответа на введение этих 
препаратов. К 14-м суткам в этих опытных группах 
показатели лейкограммы не отличались от значе-
ний в контроле.

Результаты взаимодействия лейкоцитов кро-
ви интактных морских свинок с КС F.. tularensis 
разных подвидов в условиях in. vitro представлены 
в таблице 1. Процент лизированных лейкоцитов 
крови, примированных КС F.. tularensis 15 НИИ-
ЭГ и F.. tularensis subsp. holarctica 306 составил 
18,9% ± 1,7 и 18,7% ± 1,3 соответственно, что в 1,9 
и в 2,7 раза превышало альтерацию лейкоцитов 
крови животных, примированных КС F.. tularensis 
subsp. или mediaasiatica А-61, и КС F.. tularensis.
subsp.. tularensis. В-399 A-Cole соответственно. 
Данное обстоятельство указывает на реакцию ги-
перчувствительности немедленного типа в ответ 
на введения антигена – аллергическую реакцию, 
которую можно расценивать в первом случае как 
слабоположительную (КС F.. tularensis 15 НИИ-
ЭГ и F.. tularensis subsp. holarctica 306) и сомни-
тельную во втором случае (КС F.. tularensis subsp. 
mediaasiatica А-61 и F.. tularensis. subsp.. tularensis.
В-399 A-Cole).

На следующем этапе исследования оценивали 
действие КС F.. tularensis разных подвидов в усло-
виях in. vivo на клетки крови морских свинок, им-
мунизированных этими препаратами. В крови экс-
периментальных животных, иммунизированных КС 
F..tularensis subsp. mediaasiatica А-61 и F..tularensis.
subsp.. tularensis. В-399 A-Cole во все сроки на-
блюдения  количество разрушенных лейкоцитов 
не превышало 15%, что указывает на отсутствие 
специфической сенсибилизации организма экс-
периментальных животных на введение данных 

препаратов. В случае применения КС F.. tularensis 
15 НИИЭГ и F.. tularensis subsp. holarctica 306 
на 2-е и 3-и сутки установлена положительная 
реакция лейкоцитолиза (количество разрушен-
ных лейкоцитов на 2-е сутки составило 24,6 ± 1,3 
и 22,4 ± 0,9 соответственно, а на 3-и сутки – 
20,7 ± 1,8 и 26,4 ± 1,6 соответственно). На 5 – 
14-е сутки выявлено снижение коэффициента лей-
коцитолиза, который не превышал 20% (рис. 2). 
К 21 суткам только в случае иммунизации морских 
свинок КС. F.. tularensis subsp. holarctica 306 аль-
терация лейкоцитов оставалась слабоположитель-
ной (К > 15%).

Выводы
1. Cравнительное изучение морфологического 

и количественного состава клеток крови экс-
периментальных животных, иммунизирован-
ных КС показало, что независимо от подви-
довой принадлежности штаммов-продуцентов, 
полученные препараты нетоксичны для мор-
ских свинок.

2. На ранних сроках наблюдения (2 – 7 сутки) уста-
новлено у экспериментальных животных, имму-
низированных КС, повышение показателей ин-
декса лейкоцитолиза, которые к 21 суткам до-
стоверно не отличались от значений в контроле. 

3. Изменения, вызванные введением анти-
генных препаратов КС F.. tularensis subsp. 

Рисунок 1. 
Кровь морской свинки. 2-е сутки после иммунизации 
КС F. tularensis subsp. holarctica 306. Эозинофилия. 
Окраска по Романовскому-Гимзе, увеличение 10 ×x 100

Таблица 1. 
Влияние КС F. tularensis разных подвидов на неспецифическую сенсибилизацию лейкоцитов крови интактных 
морских свинок в условиях in vitro (M ± m)

Антигенные препараты КС К, %

F. tularensis subsp. mediaasiatica А-61 9,7 ± 1,7

F. tularensis subsp. tularensis В-399 A-Cole 6,8 ± 1,1

F. tularensis subsp. holarctica 306 18,7 ± 1,3

F. tularensis 15 НИИЭГ 18,9 ± 1,7

Контроль 0
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mediaasiatica А-61 и F.. tularensis. subsp..
tularensis. В-399 A-Cole. не вызывают ал-
лергизацию организма экспериментальных  
животных.

4. Увеличение числа эозинофилов и повышение 
коэффициента лейкоцитолиза в случае приме-
нения препаратов КС F.. tularensis 15 НИИЭГ 
и F.. tularensis subsp. holarctica 306 можно 

расценивать как аллергическую реакцию орга-
низма на введение этих антигенов.

При аллергодиагностике экспериментальных анти-
генных препаратов в частности для оценки степени 
сенсибилизации лейкоцитов крови лабораторных жи-
вотных может быть использован данный метод с уче-
том простоты постановки и информативности. 

Рисунок 2. 
Влияние КС F. tularensis разных подвидов на неспецифическую сенсибилизацию лейкоцитов 
в крови морских свинок
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