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В настоящее время существует проблема создания новых вакцинных туляремийных штаммов, стабильных и менее 
реактогенных. Одними из важнейших серологических методов оценки иммунной реакции у лабораторных животных 
на введение вакцинных штаммов являются реакция агглютинации и иммуноферментный анализ.
Целью нашего исследования являлась интегральная оценка гуморального иммунитета против двух подвидов subsp. 
holarctica и subsp. tularensis F. tularensis с использованием инактивированных мертиолятом натрия бактериальных 
суспензий в методах реакции агглютинации и иммуноферментного анализа.
В работе показано, что на титры агглютинации сывороток мышей, иммунизированных штаммом F. tularensis 15 НИИЭГ 
не оказывает влияние инактивация мертиолятом натрия бактерий F. tularensis и подвид: holarctica или tularensis. 
А уровни специфических антител IgG к суммарному антигену несколько выше при использовании в иммунофермент-
ном анализе лизата бактерий подвида tularensis, чем подвида holarctica.
Получены данные о динамике изменения специфических титров класса IgG и титров агглютинации в сыворотках 
иммунных мышей в течение 6 месяцев наблюдения.
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Currently, there is the problem of creating new vaccine tularemia strains that are stable and less reactogenic. One of the most 
important serological methods for assessing the immune response in laboratory animals to the administration of vaccine strains 
is agglutination and enzyme immunoassay.
The objective of our study was the integral assessment of humoral immunity against two subspecies subsp. holarctica и subsp. 
tularensis F. tularensis using sodium mertiolate-inactivated bacterial suspensions in agglutination reaction and enzyme-linked 
immunosorbent assay methods.
The study shows that the titers of agglutination of the sera of mice immunized with the strain F. tularensis 15 NIIEG are not 
affected by inactivation of the bacteria F. tularensis with sodium mertiolate and subspecies: holarctica or tularensis. And the 
levels of specific IgG antibodies to the total antigen are slightly higher when used in the enzyme-linked immunosorbent assay 
of bacteria of the tularensis subspecies than of the holarctica subspecies.
Data were obtained on the dynamics of changes in specific IgG class titers and agglutination titers in the sera of immune mice 
during 6 months of observation.
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Т уляремия  – зоонозная природноочаговая инфекция, 
представляющая серьезную опасность для населения 

Российской Федерации. Природные очаги этого возбудителя 
встречаются практически на всей территории страны [1]. 
Ежегодно в России регистрируются от 100 до 400 случаев 
туляремии [1]. У людей после перенесенной инфекции фор-
мируется специфический гуморальный и клеточный имму-
нитет, который сохраняется более пяти лет [2].

Лабораторная диагностика гуморального иммунитета к 
туляремии основывается главным образом на иммунологи-
ческих методах [3]. Самым простым и доступным методом 
является антигенный эритроцитарный диагностикум на ос-
нове секретируемых антигенов F. tularensis subsp. holarctica 
[4]. Данный метод позволяет выявлять специфические имму-
ноглобулины подклассов IgG и IgM [5].

Для выявления специфических иммуноглобулинов под-
классов IgG и IgM к поверхностным антигенам F. tularensis 
используют реакцию агглютинации (РА) с инактивированны-
ми прогревом бактериальными суспензиями туляремийного 
микроба [6].

Наиболее чувствительным методом определения специ-
фических антител всех подклассов является иммунофер-
ментный анализ (ИФА) с использованием суммарного ком-
плекса антигенов [5].

В настоящем исследовании проведено сравнение РА на 
инактивированных мертиолятом натрия (МН) суспензиях 
бактерий F. tularensis subsp. holarctica и subsp. tularensis и 
метода твердофазного ИФА с использованием адсорбиро-
ванного ультразвукового дезинтеграта бактерий этих под-
видов. Данное сравнение проведено на сыворотках мышей, 
иммунизированных вакцинным штаммом F. tularensis 15 
НИИЭГ, взятых в разные сроки после иммунизации. А также 
оценили влияние обработки МН бактериальных суспензий и 
сроки хранения клеток на агглютинирующие свойства.

Материалы и методы

Бактериальные штаммы и условия культивирования. 
Перечень штаммов, использованных в работе, представлен 
в таблице.

Бактериальные культуры выращивали на L-агаре или FT-
агаре (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск) при температурах 25–
37°C. При необходимости в среду добавляли 100 мкг × мл–1 
полимиксина B, 5% сахарозы и 6 мкг × мл–1 хлорамфенико-
ла. Бактериальные суспензии инактивировали добавлением 
МН, в соотношении 1 : 10 000 (0,01%) [7] с последующим 
прогревом при температуре 37°C в течение 2  ч. 
Инактивированные суспензии хранили при +4°С для даль-
нейшего использования.

Аттенуация туляремийного микроба. Удаление в геноме 
штамма F. tularensis B399 двух копий гена iglC проводили по 
методике, описанной ранее [1].

Животные. В исследованиях использовались мыши 
линии BALB/c самцы/самки (19 ± 3 г). Все работы с животны-
ми проводились в соответствии с ГОСТ 33216-2014 «Руко- 
водство по содержанию и уходу за лабораторными животны-
ми». Все эксперименты с животными были одобрены коми-
тетом по биоэтике.

Сыворотки. Сыворотки были получены от групп мышей 
линии BALB/c (n = 3), иммунизированных внутрикожно штам-
мом F. tularensis 15 НИИЭГ в дозе 3 × 103 КОЕ через 30, 60, 
90 и 180 сут после иммунизации. Цельную кровь выдержива-
ли при температуре + 4°С в течение 18 ч. Образовавшуюся 
сыворотку отбирали, обеззараживали добавлением раство-
ра МН, как описано ранее [7], и инкубировали при темпера-
туре + 4°С в течение 18 ч. Аликвоты хранили при температу-
ре – 18°С.

Реакция агглютинации. Сенсибилизацию 96-луночных 
круглодонных планшет (Biofil, China) проводили двухсуточ-
ной агаровой культурой штаммов F. tularensis. Для этого в 
каждую лунку вносили 108 КОЭ бактериальной суспензии в 
объеме 50 мкл в забуференном физиологическом растворе 
(PBS). Затем в лунки вносили двукратные разведения сыво-
роток мышей в объеме 50 мкл, в контрольные лунки добав-
ляли PBS. Далее планшеты инкубировали в термостате 
(ТС-1180 СпУ, Россия) при температуре + 37°C в течение 
1 ч, а затем инкубировали в холодильнике при +4°C в тече-
ние 48 ч. Предварительный визуальный учет результатов 
проводили через 24 ч.

ИФА. Для сенсибилизации 96-луночных планшет (ООО 
«КОМПАНИЯ СОВТЕХ», Россия) использовали ультразвуко-
вой дезинтеграт бактериальных суспензий штаммов 
F.  tularensis 108 КОЕ/мл, инактивированных прогревом при 
температуре +95°С, в течение 10 мин., в 0,1 М карбонат-би-
карбонатном буфере (pH 9,6). Ультразвуковой дезинтеграт 
бактериальных суспензий получали в результате трехкрат-
ной обработки ультразвуком (Col Parmer, USA) мощностью 
20% (100 W) в течение 15 секунд, с перерывом между каж-
дым циклом в 15 секунд. ИФА проводили по методике как 
описано ранее [8]. Титром антител считали величину наи-
большего разведения иммунной сыворотки, которой соот-
ветствовала оптическая плотность (ОП) 450 нм, превосходя-
щая контрольное значение на 0,1 единицу, при условии до-
стижения значения ОП не меньше 0,2. Все данные выраже-
ны как среднее ± стандартная ошибка. Для статистического 
анализа использовали Graph Pad Prism 8.4.3 (Graph Pad 
Software, La Jolla, CA). Выполняли однофакторный дисперси-
онный анализ ANOVA. Различия считали достоверными при 
p ≤ 0,05.

Таблица. Характеристика штаммов, использованных в работе
Table. The Strains of microorganisms used of in the work 
characterization

Название /
Name

Характеристика / Characteristic Источник / ссылка
Source / Reference

F. tularensis 
15 НИИЭГ

subsp. holarctica, вакцинный штамм / 
vaccine strain

ГКПМ-Оболенск /
SCPMCC-Obolensk

F. tularensis 
B399

subsp. tularensis, природный штамм /
natural strain

ГКПМ-Оболенск /
SCPMCC-Obolensk

F. tularensis 
3m/23-2

F. tularensis subsp. holarctica, 503 с 
двумя делетированными копиями гена 
iglC / F. tularensis 503 with two deleted 
copies of the iglC gene

ГКПМ-Оболенск /
SCPMCC-Obolensk 
[1]

F. tularensis 
T-2

F. tularensis subsp. tularensis B399 с 
двумя делетированными копиями гена 
iglC / F. tularensis B399 with two deleted 
copies of the iglC gene

НИ
This study

ГКПМ-Оболенск – Государственная коллекция патогенных микроорганизмов 
и клеточных культур / SCPMCC-Obolensk – State Collection of Pathogenic 
Microorganisms and Cell Cultures.
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Результаты исследования 

На начальном этапе проведено сравнение титров агглю-
тинации (ТА) иммунных сывороток мышей на бактериальную 
суспензию F. tularensis 3m/23-2 через 30 дней после иммуни-
зации с добавлением в сыворотки МН и без МН. В обоих 
случаях титр был одинаковый и составил 1/40, что указыва-
ет на отсутствие негативного влияния 0,01% МН на РА. 
Обработанные МН суспензии F. tularensis потеряли способ-
ность к росту на FT-агаре, вследствие чего они считалась 
безопасными для дальнейшего использования.

Хранение бактериальной суспензии F. tularensis 3m/23-2 с 
0,01% МН при температуре +4°С в течение 3 мес. не влияло 
на ее агглютинирующие свойства: ТА сывороток оставался 
на уровне 1/40.

В дальнейших экспериментах по агглютинации были ис-
пользованы инактивированные МН бактериальные суспен-
зии F. tularensis.

Оценку влияния подвида F. tularensis на их агглютинирую-
щую и антиген-связывающую способности в РА и ИФА про-
водили с использованием бактерий: F. tularensis 3m/23-2 
подвид subsp. holarctica и F. tularensis T-2 подвид subsp. 
tularensis и сывороток мышей линии BALB/c, иммунизиро-
ванных штаммом F. tularensis 15 НИИЭГ, отобранных через 
30, 60, 90 и 180 дней после иммунизации.

ТА и титры специфических антител на суспензии сравни-
ваемых штаммов или их ультразвуковые дезинтеграты пред-
ставлены на рисунке.

Полученные результаты показали, что ТА сывороток на 
антигены бактериальных суспензий F. tularensis 3m/23-2 и 
F. tularensis T-2 достоверно не отличались между собой не-
зависимо от сроков после иммунизации. Максимальные ТА
наблюдали через 30 дней после иммунизации, с последую-
щим их снижением к 60, 90 и 180-му дню.

Из рисунка 1Б следует, что титры специфических антител 
к антигенам F. tularensis T-2 достоверно выше титров к анти-
генам F. tularensis 3m/23-2. Титр специфических антител IgG 
в сыворотках мышей повышается с 30 по 90-е сутки после 
иммунизации, а к 180-му дню – существенно снижается.

Обсуждение

Для проверки возможности использования инактивиро-
ванных бактериальных суспензий F. tularensis в РА было 
проведено сравнение значений ТА на живые бактериальные 
суспензии и обработанные раствором МН. Инактивация бак-
териальных суспензий F. tularensis раствором МН не влияет 
на способность иммуноглобулинов классов IgM и IgG связы-
ваться с поверхностными антигенами туляремийного микро-
ба. Таким образом, для бактерий F. tularensis в РА помимо 
прогрева можно использовать обработку бактериальной су-
спензии МН [7]. Причем у этой суспензии агглютинирующие 
свойства сохранялись в течение 3 мес. при температуре 
+4°С. Кроме того, инактивация сывороток МН также не сни-
жает эффективность взаимодействия антител с антигенами
в РА.

Идентичность ТА бактериальных суспензий двух подви-
дов F. tularensis: holarctica и tularensis в РА с сыворотками 
мышей, иммунизированных штаммом F. tularensis 15 НИИЭГ 
(относящийся к подвиду holarctica), указывает на подобие 
поверхностных антигенных структур этих подвидов туляре-
мийного микроба.

В отличие от РА в ИФА с адсорбированными на планшет 
ультразвуковыми дезинтегратами бактерий подвидов holar- 
ctica и tularensis, уровень специфических антител IgG в им-
мунных сыворотках несколько выше к антигенам бактерии 
подвида tularensis, выяснение причины данного эффекта 
является предметом дальнейших исследований.
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Рисунок. ТА и титры специфических антител сывороток мышей линии BALB/c, иммунизированных штаммом F. tularensis 15 НИИЭГ 
на F. tularensis 3m/23-2 и F. tularensis T-2 в разные сроки, после иммунизации: А – ТА; Б – титры специфических антител класса IgG.
Статистическую значимость определяли с помощью логарифмического критерия Каплана–Мейера (Graph Pad Prism 8.4.3), ns – p > 0,05, 
*p < 0,05.
Fig. TA and titers of specific antibodies of BALB/c mice sera immunized with F. tularensis 15 strain of NIIEG on F. tularensis 3m/23-2 and F.
tularensis T-2 at different times after immunization: А – ТА, Б – titers of specific IgG antibodies.
Statistical significance was determined using the Kaplan–Meier log-rank test (Graph Pad Prism 8.4.3), ns – p > 0.05, *p < 0.05.
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Уровни антител у мышей, иммунизированных штаммом 
F. tularensis 15 НИИЭГ, определяемые методами РА и ИФА, 
отличаются временной динамикой: в РА наблюдается посте-
пенное снижение титров, а в ИФА – плавное повышение до 
90-го дня, а затем снижение. Такое отличие, вероятно, свя-
зано с тем, что в РА больший вклад вносят антитела класса 
IgM, чем IgG.

Заключение

В проведенной работе предложен безопасный метод по-
становки РА с использованием обеззараженных культур 
F. tularensis двух подвидов subsp. holarctica и tularensis и по-
казано, что ТА и уровни специфических антител к суммарно-
му антигену туляремийного микроба у мышей, иммунизиро-
ванных штаммом F. tularensis 15 НИИЭГ, отличаются вре-
менной динамикой: в РА происходит постепенное снижение 
титров с 30 по 180-й день, а в ИФА наблюдается плавное 
повышение до 90-го дня, а затем снижение.

Предложенную схему подготовки бактериальных суспен-
зий F. tularensis предполагается использовать для изучения 
взаимодействия сывороток экспериментальных животных, 
иммунизированных кандидатами в вакцинные штаммы 
F.  tularensis с бактериальными клетками природных изоля-
тов туляремийного микроба.
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Н о в о с т и  н а у к и

Исследователи используют спаривание комаров для распространения грибков, 
борющихся с малярией 

Энтомопатогенные грибы, разработанные для экспрессии нейротоксинов, специфичных для 
насекомых, продемонстрировали потенциал в качестве агентов микробного контроля против 
малярийных комаров. В настоящее время основным методом применения является прямой кон-
такт спор с комарами, отдыхающими в помещении. Однако многие комары, переносящие маля-
рию, питаются и отдыхают на открытом воздухе. Для борьбы с ними разработан альтернативный метод, который использует 
летальность трансгенных грибов как заболевания, передающегося половым путем от комаров. Этот подход имеет как более 
широкое междисциплинарное значение, так и важные последствия для профилактики заболеваний, переносимых комарами.

Bilgo E, Lovett B, Millogo AS, Sare I, Gnambani EJ, Leger RS, et al.
Transmission of transgenic mosquito-killing fungi during copulation.
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