
208208

ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2025, Vol. 10, N 3

Experimental researches Экспериментальные исследования 

РЕЗЮМЕ 

Биопленка является формой существования многих бактерий, позволяющая 
им выживать в неблагоприятных условиях внешней среды. К таким патоге-
нам относятся некоторые штаммы возбудителя туляремии. Иммуногенные 
свойства штаммов Francisella tularensis, способных к образованию биопленки, 
изучены недостаточно. Одним из ключевых показателей активации врожден-
ного иммунитета является повышение уровня экспрессии TLRs (Toll-подобные 
рецепторы). Сравнительный анализ экспрессии генов TLRs в иммунокомпе-
тентных клетках животных, инфицированных биопленочными и агаровыми 
культурами, позволит оценить их иммуногенный потенциал и адаптивную 
пластичность, а также дополнит новыми данными имеющиеся сведения 
о патогенезе туляремии.
Цель работы. Оценить влияние биопленочных и агаровых культур F. tularensis 
на экспрессию генов TLRs 2 и 4 типов клетками крови и селезенки белых мышей.
Материалы и методы. Исследование проведено на 125 сертифицированных 
беспородных белых мышах. Забор материала (кровь и селезенка) осуществля-
ли на 1, 2, 3, 7 и 14 сутки. В работе использовали семисуточные биопленочные 
и двухсуточные агаровые культуры аттенуированного вакцинного штамма 
F. tularensis 15В линии НИИЭГ и авирулентного F. tularensis И-384. Детекцию мо-
лекул РНК и обратную транскрипцию выполняли с помощью коммерческих 
комплектов реагентов. Концентрацию кДНК TLR2 и TLR4 определяли мето-
дом ПЦР в реальном времени с применением специфических праймеров.
Результаты. Сравнительный анализ экспрессии генов TLR2 и TLR4 в ответ 
на введение биопленочных и агаровых культур F. tularensis выявил статисти-
чески значимое увеличение экспрессии генов TLRs в клетках эксперименталь-
ных животных, инфицированных биопленочными культурами по сравнению 
с агаровыми культурами.
Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о значительном 
влиянии подвидовой принадлежности штамма F. tularensis и условий его куль-
тивирования на экспрессию генов TLR2 и TLR4 в клетках крови и селезенки бе-
лых мышей при экспериментальной туляремии.

Ключевые слова: TLR, биопленка, Francisella tularensis, иммунитет

Для цитирования: Дубровина В.И., Пятидесятникова А.Б., Юрьева О.В., Коры-
тов К.М.,Старовойтова Т.П., Мазепа А.В., Наумова К.В., Балахонов С.В. Влияние агаро-
вых и биопленочных культур Francisella tularensis на экспрессию генов TLR2 и TLR4 
в клетках крови и селезенки экспериментальных животных. Acta biomedica scientifica. 
2025; 10(3): 208-216. doi: 10.29413/ABS.2025-10.3.22

ВЛИЯНИЕ АГАРОВЫХ И БИОПЛЕНОЧНЫХ КУЛЬТУР FRANCISELLA TULARENSIS 
НА ЭКСПРЕССИЮ ГЕНОВ TLR2 И TLR4 В КЛЕТКАХ КРОВИ И СЕЛЕЗЕНКИ 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ЖИВОТНЫХ

Дубровина В.И., 
Пятидесятникова А.Б., 
Юрьева О.В.,
Корытов К.М.,
Старовойтова Т.П., 
Мазепа А.В., 
Наумова К.В., 
Балахонов С.В.

ФКУЗ Иркутский научно-
исследовательский противочумный 
институт Роспотребнадзора (664047, 
г. Иркутск, ул. Трилиссера, 78, Россия)

Автор, ответственный за переписку: 
Дубровина Валентина Ивановна, 
e-mail: dubrovina-valya@mail.ru

Статья поступила: 04.12.2024
Статья принята: 15.05.2025
Статья опубликована: 17.07.2025



209209

ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2025, Том 10, №3

Экспериментальные исследования Experimental researches

RESUME

Biofilm as a form of existence of many bacteria that allows them to survive in unfa-
vorable environmental conditions. Such pathogens include some strains of tularemia 
pathogen. Immunogenic properties of Francisella tularensis strains capable of biofilm 
formation are insufficiently studied. One of the key indicators of the activation of innate 
immunity is an increase in the level of TLRs expression. A comparative analysis of TLRs 
gene expression in immunocompetent cells of animals infected with biofilm and agar 
cultures will allow us to assess the degree of their adaptive capacity to the pathogen, 
as well as add to the existing data on the pathogenesis of tularemia.
The aim. To evaluate the effect of biofilm and agar cultures of F. tularensis on the ex-
pression of TLRs genes of types 2 and 4 by blood and spleen cells of white mice.
Materials and methods. The study was carried out on 125 certified mongrel white 
mice. Material (blood and spleen) was collected on days 1, 2, 3, 7 and 14. Seven-day-
old biofilm and two-day-old agar cultures of attenuated vaccine strain F. tularensis 15B 
of the NIIEG line and avirulent F. tularensis I-384 were used to create experimental tu-
laremia infection. RNA molecule detection and reverse transcription were performed 
using commercial reagent kits. TLR2 and TLR4 cDNA concentration was determined 
by real-time PCR using specific primers.
Comparative analysis of TLR2 and TLR4 gene expression in response to the introduction 
of biofilm and agar cultures of F. tularensis revealed a statistically significant increase 
in TLRs gene expression in cells of experimental animals infected with biofilm cultures 
compared to agar cultures.
Conclusion. The obtained results indicate a significant effect of F. tularensis subspecies 
and conditions of its cultivation on TLR2 and TLR4 genes expression in blood and spleen 
cells of white mice in experimental tularemia.
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ВВЕДЕНИЕ

Биопленки представляют собой организованное 
сообщество микроорганизмов, закрепленное на жи-
вых и неживых поверхностях при помощи полимерных 
структур, синтезированных членами сообщества. Эти 
экзо-полимерные структуры биопленок образуются 
из полисахаридов, белков, липидов и нуклеиновых 
кислот и могут содержать различные микроорганиз-
мы. Такая форма существования позволяет микробам 
выживать и персистировать в различных условиях. Ин-
фекции, связанные с образованием биопленок, такие 
как раневые, ушные, лёгочные и т.д., трудно поддаются 
лечению, поскольку патогенные микроорганизмы в со-
ставе таких сообществ обладают резистентностью к ан-
тибиотикам и иммунным механизмам хозяина [1, 2, 3].

Понимание вирулентности и патогенеза Francisella 
tularensis значительно продвинулось в последние годы, 
включая исследования, касающиеся способности воз-
будителя образовывать биопленку. F. tularensis способ-
на менять свой стиль жизни на внутриклеточный, пер-
систирующий, «некультивируемый», симбиотический 
или свободноживущий, в зависимости от среды, в кото-
рую она попадает. Для патогенных бактерий биопленка 
является фактором адаптации к внешней среде. Роль 
биопленкообразования в вирулентности патогена 
до конца не выявлена, возможно, данная способность 
может являться ключевым механизмом выживания 
и устойчивости в окружающей среде [4, 5].

Опубликованы данные о существовании популя-
ции туляремийной бактерии в водно-болотной среде, 
насыщенной простейшими с высокой питательной до-
ступностью [6, 7].

Способность поражать и размножаться в различ-
ных клетках хозяина является одной из главных осо-
бенностей экологии и эпидемиологии F. tularensis subsp. 
holarctica. После инфицирования эукариотических кле-
ток бактерии F. tularensis быстро диссеминируют и раз-
множаются в селезенке, печени, легких, лимфатических 
узлах и костном мозге [8, 9].

Подвид F.  tularensis subs. novicida никогда не иден-
тифицировали у диких животных и членистоногих 
переносчиков. Единственным источником изолята 
F.  tularensis subs. novicida была вода в штате Юта (США, 
1951 г.). Позже сообщалось о выделении и идентифика-
ции новицидоподобного подвида F.  tularensis из раны 
на ноге, полученной в солоноватой воде на террито-
рии Австралии [10, 11]. Известно, что F.  tularensis subs. 
novicida может вызывать заболевание только у людей 
с ослабленным иммунитетом и обладает сниженной 
вирулентностью для кроликов [12]. Обычно этот под-
вид используют в качестве объекта для лабораторных 
исследований, поскольку он способен инфицировать 
макрофаги in vitro и вызывать заболевания у мышей [13].

По некоторым данным, биопленочные культуры при-
обретают свойства, при которых бактериальные клетки 
способны вызывать более выраженные патологические 
изменения в органах и тканях [14]. Также имеются сведе-
ния о том, что F. tularensis, культивируемая в питательном 

бульоне, быстро и спонтанно переходит в неподдаю-
щееся культивированию состояние (некультивируемые 
формы, НФ), пик которого приходится на 7 сутки. При 
этом клетки туляремийного микроба сохраняют свою 
жизнеспособность. Фагоциты реагируют на бактерии, 
находящиеся в состоянии НФ, интенсивно продуцируя 
провоспалительный цитокин TNF-α, секретируемый 
в результате сигнала TLR4 (Toll-подобные рецепторы 4 
типа). Вместе с тем, клетки макроорганизма, заражен-
ные культивируемым типом туляремийного микроба 
продуцируют данный цитокин, в количестве, сопоста-
вимом с его продукцией интактными клетками [15].

Исследования, связанные с оценкой иммуногенно-
го потенциала биопленочных культур F. tularensis имеет 
большое фундаментальное и практическое значение. 
Ключевую роль в активации врожденного иммуните-
та играют TLR, которые распознают консервативные 
структуры микроорганизмов и индуцируют развитие 
иммунного ответа. Выработка цитокинов опосредова-
на экспрессией TLR2. Воспаление, также необходимое 
для быстрой активации врожденного иммунитета, ин-
дуцирует экспрессия TLR4. Лигандами для TLR являются 
липополисахарид (ЛПС), некоторые белки теплового 
шока, гликолипиды, липопротеины, липопептиды и др.

ЛПС туляремийного микроба является главным 
антигенным компонентом клеточной стенки. В его 
состав входит липид А, О-полисахарид (О-антиген), 
высоковариабильные углеводы. Липид А и О-анти-
ген в составе ЛПС могут подвергаться модификации. 
Установлена связь между модификацией компонен-
тов ЛПС F.  tularensis и способностью туляремийного 
микроба «ускользать» от иммунных процессов. Меха-
низмы защиты возбудителя туляремии от иммунной 
системы связывают с тем, что рецепторам TLR сложно 
идентифицировать измененную структуру ЛПС рецеп-
торами [8]. Установлено, что вирулентность подвидов 
F. tularensis зависит от соотношения массы углеводной 
части (основная часть состоит из О-антигена) и массы 
гидрофобной (липид А). Чем выше это соотношение, т.е. 
масса гидрофильной части больше массы липида А, тем 
наиболее вирулентный подвид [16].

Способность F.  tularensis нарушать передачу сигна-
лов TLR2 и оставаться незамеченным для клеток макро-
организма на ранних стадиях после заражения играет 
центральную роль, что обеспечивает репликацию и вы-
живание туляремийного микроба во внутриклеточной 
нише [17]. Уровень экспрессии TLR2, индуцированной 
Francisella, варьирует в зависимости от подвида. Установ-
лено, что F. tularensis subs. novicida значительно увеличива-
ет экспрессию TLR2 после заражения, в то время как при 
инфицировании F. tularensis уровень TLR2 снижается [18].

Таким образом, изучение экспрессии генов Toll-по-
добных рецепторов экспериментальных животных 
важно для выяснения особенностей иммунных меха-
низмов хозяина, которые активируются при проник-
новении в его клетки патогенных микроорганизмов, 
поскольку эти рецепторы являются основными рыча-
гами системы врожденной реакции организма, иници-
ирующей иммунный ответ. Исследование экспрессии 
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генов TLR2 и TLR4 в иммунокомпетентных клетках экс-
периментальных животных под действием биопленоч-
ных культур F.  tularensis позволит оценить иммуноген-
ный потенциал и адаптивную пластичность различных 
штаммов туляремийного микроба и может послужить 
фундаментом для разработки способов оптимизации 
оценки иммунного ответа на туляремийную инфекцию.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценить влияние биопленочных и агаровых куль-
тур F.  tularensis на экспрессию генов TLRs 2 и 4 типов 
клетками крови и селезенки белых мышей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В эксперименте использованы семисуточные био-
пленочные и двухсуточные агаровые культуры аттенуи-
рованного вакцинного штамма F. tularensis subs. holarctica 
15В линии НИИЭГ (далее F.  tularensis 15В) и штамма 
F. tularensis subs. novicida И-384 (далее F. tularensis И-384), 
полученные из музея живых культур ФКУЗ Иркутский 
научно-исследовательский противочумный институт 
Роспотребнадзора. Агаровую культуру получали пу-
тем выращивания туляремийной бактерии на FT-агаре 
c глюкозой, а биопленочную – на мясопептонном бульо-
не (МПБ) с добавлением глюкозы [19].

Исследование проведено на 125 сертифицирован-
ных беспородных белых мышах (НПО «Вектор») обоих 
полов, стандартных по условиям содержания и весу 
(18–20 г). Работа проводилась в соответствии с требова-
ниями СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологиче-
ские требования по профилактике инфекционных бо-
лезней», а также с требованиями Директивы 2010/63/
EU Европейского парламента и Совета Европейского 
Союза от 22 сентября 2010 года по охране животных, 
используемых в научных целях и «Правил надлежащей 
лабораторной практики», утвержденных приказом 
Министерства здравоохранения №  199н от 01.04.2016 
года. Исследование одобрено локальным этическим 
комитетом института (протокол №  3 от 01.06.2020  г., 
протокол № 7 от 15.11.2021 г.).

Животных разделили на 4 опытные и одну кон-
трольную группы (по 25 особей). Культуру клеток 
в концентрации 4  КОЕ/мл (LD50) вводили белым мы-
шам подкожно во внутреннюю поверхность право-
го бедра в дозе 0,5  мл: I группе – агаровую культуру 
штамма F.  tularensis 15В, II – биопленочную культуру 
штамма F. tularensis 15В, III – агаровую культуру штамма 
F. tularensis И-384, IV – биопленочную культуру штамма 
F.  tularensis И-384. В контрольной (V) группе исполь-
зовали интактных животных. Наблюдения проводи-
ли в течение 14 суток. Из эксперимента белых мышей 
выводили гуманным способом. Забор биологического 
материала (кровь, селезенку) осуществляли на 1, 2, 3, 
7 и 14 сутки. Кровь использовали цельную, селезенку 
гомогенизированную.

Материал подвергали обеззараживанию соглас-
но методическим указаниям МУ 3.5.5.1034-01. Ис-
следуемые образцы (100  мкл) и лизирующий буфер 
(300 мкл) помещали в микропробирки на 1,5 мл типа 
«Eppendorf», смешивали и прогревали при температу-
ре 65 °С в течение 15 мин.

Экстракцию РНК из биологического материала про-
водили с помощью комплекта реагентов для выделе-
ния тотальной РНК из цельной крови, клеточных куль-
тур и образцов тканей РНК-ЭКСТРАН (ООО «Синтол», 
г. Москва) в соответствии с инструкцией производите-
ля. Для расщепления геномной ДНК в пробах применя-
ли фермент ДНКаза (ООО «Синтол», г. Москва) согласно 
инструкции. Инкубирование образцов при 37  ºС в те-
чении 30 минут и термической инактивации при 75 ºС 
– 10 мин, приводило к полному распаду геномной ДНК, 
отсутствие которой оценивали с помощью ПЦР-РВ. За-
тем, определяли концентрацию РНК в пробе с помо-
щью спектрофотометра NanoDrop (Thermo Fisher, США) 
и приводили содержание РНК к 0,1 нг/мкл.

Синтез комплементарной ДНК на матрице одноце-
почечной РНК проводили с использованием набора ре-
агентов для проведения реакции обратной транскрип-
ции (ОТ) и приводили концентрацию кДНК к 50  нг/мкл. 
Для определения относительной концентрации (ОК) 
комплиментарной ДНК (кДНК), полученной в результате 
реакции обратной транскрипции применяли метод по-
лимеразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-
РВ) с помощью набора реагентов для проведения ПЦР-РВ 
в присутствии SYBR Green I (ООО «Синтол», г. Москва). При 
постановке реакции использовали канал детекции FAM 
при следующих условиях: предварительная инкубация 
– 50  ºC в течение 2  мин, начальная стадия денатурации 
при 95 ºC – 2 мин, затем 40 циклов денатурации в течение 
15 с при 95 ºC и отжига при 60 ºC – 30 с. Амплификацию 
проводили в трех повторах, в качестве отрицательного 
контроля использовали деионизированную воду. Отно-
сительную концентрацию генов TLRs определяли с помо-
щью порогового цикла (СТ) и нормировали относительно 
гена «домашнего хозяйства» GAPDH, который кодирует 
фермент глицеральдегид-3-фосфатдегидрагеназы. Ис-
пользуемые в реакциях специфические пары прайме-
ров мышиных TLR2, TLR4 и GAPDH [20], синтезированные 
ООО «Люмипроб РУС» (Россия), представлены в табли-
це 1. ПЦР-РВ проводили в амплификаторе детектирую-
щем ДТ-прайм (ООО «ДНК-технологии», г. Москва).

ПЦР-РВ проводили в амплификаторе детектирую-
щем ДТ-прайм (ООО «ДНК-технологии», г. Москва).

Исследование по оценке уровня экспрессии ге-
нов TLRs проводили в трех независимых репликациях, 
оценивали внутритестовую и межтестовую вариабель-
ность данных, определяя коэффициенты вариации 
и стандартное отклонение. Статистическую обработку 
данных проводили с использованием компьютерных 
программ Microsoft Excel. Достоверность между груп-
пами оценивали непараметрическим методом U-кри-
терия Манна – Уитни. Относительную концентрацию 
выражали в условных единицах (у.е). Результаты счита-
ли достоверными при значении р < 0,05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Установлено, что введение, как агаровой, так и био-
пленочной культуры F. tularensis И-384, индуцирует экс-
прессию гена TLR2 в клетках крови экспериментальных 
животных уже на 1 сутки с последующим повышением 
к 14 суткам, а в селезенке на 2 сутки и активным по-
вышением уровня данного показателя к окончанию 
исследования (14 сутки). Так, в IV группе животных ОК 
TLR2 в крови на 1 сутки составила 13,1 у.е., на 2 сутки 
– 19,1, на 3, 7 и 14 сутки – 24,7; 58,0; 257,0 у.е. соответ-
ственно. Таким образом, медианные значения ОК TLR2 
в клетках крови были статистически значимо выше 
значений III группы в 2,3 раза на 1 сутки, в 1,9 раза на 2 
сутки, в 2,1 – на 3 и 7 сутки, в 1,8 раза (р < 0,05) – на 14 
сутки исследования. В IV опытной группе ОК была выше 
в 2,9 раза на 1 сутки, в 14,7 раза – на 2 сутки в 3,0 раза 
– на 3 сутки, в 3,8 раза – на 7 сутки и в 4,6 раза (р < 0,05) 
– на 14 сутки наблюдения по сравнению с показателя-
ми ОК TLR2 II группы. Необходимо отметить, что введе-
ние биопленочной культуры F. tularensis 15В (II группа) 
приводит к повышению уровня экспрессии гена TLR2 
в клетках крови в 2,3 раза на 3 сутки и в 6,4 раза – на 7 
сутки исследования по сравнению с I группой (табл. 2).

Экспрессия Toll-подобного рецептора 2 типа в се-
лезенке отмечалась во всех опытных группах животных 
со 2 суток исследования и имела нарастающий харак-
тер к 14 суткам (табл.  2). Медианные показатели TLR2 
в клетках селезенки животных IV группы статистиче-
ски значимо выше по сравнению с другими опытными 
группами на 2, 3 и 7 сутки. При введении биопленочной 
культурой F. tularensis И-384 (IV группа), на 2 сутки пока-
затели ОК статистически значимо выше в 2,5 (р < 0,05) 
раза по сравнению с III группой и в 3,0 раза (р < 0,05) 
по сравнению со II группой. На 3 и 7 сутки установле-
но статистически значимое повышение экспрессии 
гена TLR2 в 3,2 и 18,4 раза (р < 0,05) по сравнению с III 
группой и в 1,4 и 1,9 раза (р < 0,05) по сравнению со II 
группой. К 14 суткам отмечалось значительное повы-
шение уровня экспрессии TLR2 в клетках селезенки 
животных, но статистически значимых различий меж-
ду биопленочными культурами F.  tularensis, так же, 
как и между агаровыми культурами разных подвидов, 

не выявлено. ОК гена Toll-подобного рецептора 2 типа 
I группы составляла 1960 у.е., II – 12301 у.е., III – 2032 у.е., 
IV – 14632 у.е. Следует отметить, что ОК TLR2 в клетках 
селезенки II группы животных, инокулированных био-
пленочной культурой F. tularensis 15В, во все сроки на-
блюдения статистически значимо выше, чем ОК в клет-
ках селезенки I группы. Так, ОК гена TLR2 во II группе 
выше, чем в I группе в 9,0 раз (р < 0,05) на 2 сутки, в 4,7 
раза (р < 0,05) – на 3 сутки, в 19,8 раза (р < 0,05) – на 7 
сутки, в 6,3 раза (р < 0,05) – на 14 сутки (табл. 2).

Полученные данные указывают на то, что штамм 
F. tularensis И-384, независимо от метода культивирова-
ния, более активно индуцирует экспрессию гена TLR2 
по сравнению с F. tularensis 15В, что может быть связа-
но с его низкой способностью уклоняться от иммунных 
реакций макроорганизма, а также за счет перехода 
бактерий в НФ.

Экспрессия гена TLR4 в клетках крови и селезенки 
белых мышей, инфицированных штаммами F. tularensis 
И-384, отмечалась на 2 сутки, а при введении F. tularensis 
15В – на 3 сутки наблюдения. Пик увеличения копий 
гена наблюдался к 7 суткам с последующим его сниже-
нием. Установлено, что уровень экспрессии гена TLR4 
в крови экспериментальных животных, инфицирован-
ных биопленочной культурой F. tularensis И-384 (IV груп-
па), статистически значимо выше на 3 сутки в 14,3 раза 
(р < 0,05), на 7 сутки – в 3,6 раза (р < 0,05), чем экспрессия 
гена данного типа Toll-подобного рецептора у живот-
ных, которым вводили агаровую культуру F.  tularensis 
И-384 (III группа). Также медианные показатели ОК гена 
TLR4 в клетках крови IV группы статистически значимо 
превышали данный показатель во II группе на 3 и 7 сут-
ки исследования в 19,9 (р  <  0,05) и 5,9 (р  <  0,05) раза 
соответственно. На 14 сутки отмечалось статистически 
значимое снижение уровня экспрессии данного гена 
в клетках крови во II-IV опытных группах (табл. 3).

Выявлены значительные различия в динамике экс-
прессии TLR4 между агаровой (III) и биопленочной (IV) 
культурами в клетках селезенки (табл.  3). В группе жи-
вотных, инокулированных биопленочной культурой 
F. tularensis И-384 (IV группа), зарегистрировано статисти-
чески значимое повышение ОК по сравнению с III груп-
пой (на 2 сутки в 16,4 раза, на 3 сутки – в 10,8 раза, на 7 
сутки – в 14,0 раз и на 14 сутки – в 17,8 раза (р < 0,05)).

№ Ген Последовательность нуклеотидов (5’→ 3’) Длина продукта (bp)

1 GAPDH
F: TGAGCAAGAGAGGCCCTATC
R: AGGCCCCTCCTGTTATTATG

94

2 TLR2
F: CAGCTGGAGAACTCTGACCC
R: CAAAGAGCCTGAAGTGGGAG

193

3 TLR4
F: CAACATCATCCAGGAAGGC

R: GAAGGCGATACAATTCCACC
206

ТАБЛИЦА 1

СПЕЦИФИЧЕСКИЕ ПРАЙМЕРЫ, ИСПОЛЬЗОВАННЫЕ 
В ПЦР В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ

TABLE 1

SPECIFIC PRIMERS USED IN REAL-TIME PCR
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Сравнительный анализ экспрессии гена Toll-по-
добного рецептора 4 типа в селезенке мышей, инфи-
цированных биопленочной и агаровой культурами 
F. tularensis 15В, выявил статистически значимое повы-
шение ОК во II группе в 24,3 (р < 0,05) раза по сравне-
нию с I группой на 3 сутки и в 15,6 (р  <  0,05) раз на 7 
сутки исследования (табл.  3). Достоверных различий 
между значениями ОК мРНК TLR4 типа у групп живот-
ных, зараженных F.  tularensis И-384 и F.  tularensis 15В, 
культивируемых в МПБ, на 1-7 сутки не выявлено. Ста-
тистически значимые различия между II и IV группами 
установлены на 14 сутки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Способность возбудителя туляремии к пленко-
образованию является важным условием для выжива-
ния микроорганизма. В составе биопленок F. tularensis 
меньше подвержена фагоцитозу и воздействию анти-
бактериальных веществ, что обусловлено барьерной 
функцией и способностью формировать клетки-перси-
стеры. В связи с этим, образование биопленок можно 
расценивать как фактор патогенности [8].

Распознавание патоген-ассоциированных моле-
кулярных паттернов (PAMP) Toll-подобными рецепто-
рами на клетках организма обосновывает роль TLR 

в патогенетических механизмах многих заболеваний, 
в том числе и туляремии. В ходе исследований прове-
дена сравнительная оценка влияния на этот процесс 
агаровых и биопленочных культур F. tularensis. Установ-
лено статистически значимое увеличение экспрессии 
генов Toll-подобных рецепторов 2 и 4 типов в иммуно-
компетентных клетках при экспериментальном инфек-
ционном процессе, вызванном биопленочными культу-
рами F. tularensis по сравнению с агаровыми. Показано, 
что штамм F. tularensis subs. novicida И-384, независимо 
от метода культивирования, более активно индуцирует 
экспрессию гена TLR2 и TLR4 по сравнению с F. tularensis 
subs. holarctica 15В.

Таким образом, в ходе исследований выявлены 
особенности влияния подвидовой принадлежности 
возбудителя туляремии, так и условий его культивиро-
вания на экспрессию генов TLR2 и TLR4 в клетках кро-
ви и селезенки белых мышей при экспериментальной 
туляремии.

Полученные результаты расширяют сведения 
об иммуно- и патогенезе туляремии и могут быть по-
лезны при разработке новых критериев оценки им-
мунного ответа на туляремийную инфекцию.

Конфликт интересов
Авторы данной статьи сообщают об отсутствии 

конфликта интересов.

Примечание: I – F. tularensis 15В (агаровая культура), II – F. tularensis 15В (биопленочная культура), III – F. tularensis И-384 (агаровая культура), IV – F. tularensis 
И-384 (биопленочная культура), V – контроль; * – p < 0,05 по сравнению с агаровыми культурами.

Группа

TLR2, у.е.

Кровь Селезенка
Срок, сутки Срок, сутки

1 2 3 7 14 1 2 3 7 14

I 2,2
(1,9-2,8)

2,0
(1,4-2,6)

3,5
(2,7-3,9)

2,4
(1,7-2,6)

31,2
(27,1-33,5)

1,1
(0,5-2,4)

36,1
(29,3-38,5)

160,0 
(154,0-
163,0)

160,0 
(152,0-
164,0)

1960,0 
(1845,0-
2030,0)

II 4,5
(3,8-4,8)

1,3
(1,2-1,4)

8,1
(7,6-8,3)

15,4
(14,5-17,1)*

56,2
(52,5-58,0)*

1,9
 (1,3-2,0)

325,0 
(319,0-
331,0)

750,0 
(739,0-
759,0)*

3168,0 
(2998,0-
3201,0)*

12301,0 
(11865,0-
12560,0)*

III 5,8
(5,0-6,1)

10,1
(8,9-11,0)

12,0
(10,8-13,1)

28,0
(26,0-30,0)

143,0
(137,0-149,0)

3,1
(2,8-3,6)

395,0 
(378,0-
410,0)

326,0 
(318,0-
339,0)

321,0 
(316,0-
332,0)

2032,0 
(1899,0-
2025,0)

IV 13,1
(12,1-14,2)

19,1 
(18,5-20,4)*

24,7
(23,0-26,0)*

58,0
(55,0-61,0) *

257,0
(253,0-262,0)*

2,2
(1,6-2,5)

968,0 
(951,0-
980,0)*

1040,0 
(902,0-

1086,0)*

5920,0 
(5299,0-
6153,0)*

14632,0 
(12986,0-
15026,0)*

V 0,1 
(0,1-0,2)

0,5 
(0,3-0,6)

2,1
(1,5-2,6)

1,1
(0,9-1,5)

2,2
(1,7-2,5)

2,2
(1,8-2,6)

1,2
(0,5-1,5)

3,5
(2,7-3,9)

4,0
(3,4-5,1)

3,7
(2,7-4,6)

ТАБЛИЦА 2

ОТНОСИТЕЛЬНАЯ КОНЦЕНТРАЦИЯ КДНК ПОСЛЕ 
ОТ МРНК TLR2 В ОБРАЗЦАХ КРОВИ И СЕЛЕЗЕНКИ 
БЕЛЫХ МЫШЕЙ, ИНФИЦИРОВАННЫХ 
АГАРОВЫМИ И БИОПЛЕНОЧНЫМИ КУЛЬТУРАМИ 
F. TULARENSIS, ME (Q1–Q2)

TABLE 2

RELATIVE CDNA CONCENTRATION AFTER OT OF TLR2 
MRNA IN BLOOD AND SPLEEN SAMPLES OF WHITE 
MICE INFECTED WITH AGAR AND BIOFILM CULTURES 
OF F. TULARENSIS, ME (Q1–Q2)
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ТАБЛИЦА 3

ОТНОСИТЕЛЬНАЯ КОНЦЕНТРАЦИЯ КДНК ПОСЛЕ 
ОТ МРНК TLR4 В ОБРАЗЦАХ КРОВИ И СЕЛЕЗЕНКИ 
БЕЛЫХ МЫШЕЙ, ИНФИЦИРОВАННЫХ АГАРОВЫМИ 
И БИОПЛЕНОЧНЫМИ КУЛЬТУРАМИ F. TULARENSIS 
15В И F. TULARENSIS И-384, ME (Q1–Q2)

TABLE 3

RELATIVE CDNA CONCENTRATION AFTER OT OF TLR4 
MRNA IN BLOOD AND SPLEEN SAMPLES FROM 
WHITE MICE INFECTED WITH AGAR AND BIOFILM 
CULTURES OF F. TULARENSIS 15B AND F. TULARENSIS 
I-384, ME (Q1–Q2)

Группа

TLR4, у.е.

Кровь Селезенка
Срок, сутки Срок, сутки

1 2 3 7 14 1 2 3 7 14

I 0 2,0 
(1,3-2,4)

24,1 
(22,3-26,0)

19,6 
(17,9-21,0)

20,6 
(18,9-
22,0)

2,5
(1,7-3,1)

4,1
 (3,2-4,6)

161,0 
(151,0-
169,0)

28,9 
(26,1-33,5)

3,8
(2,8-4,6)

II 1,1 
(0,5-1,3)

0,2 
(0,1-0,2)

43,2 
(40,9-44,2)*

147,0 
(141,0-
150,0)*

31,3 
(29,7-
33,1)

3,9
(2,9-4,6)

4000,0 
(2800,0-
4800,0)*

3920,0 
(3450,0-
4310,0)*

4500,0 
(4200,0-
4860,0) *

2,6
(1,7-3,0)

III 3,2 
(2,3-3,9)

15,0 
(13,2-16,8)

60,3 
(58,4-62,0)

241,0 
(229,0-
254,0)

22,1 
(21,0-
23,2)

2,3
(1,7-2,6)

203,0 
(180,0-
226,0)

420,0 
(382,0-
446,0)

399,0 
(360,0-
426,0)

153,0 
(139,0-
165,0)

IV 2,5 
(1,8-3,1)

18,0 
(16,5-19,6)

860,0 
(826,0-
887,0)*

861,0 
(839,0-
874,0) *

31,2 
(28,4-
33,8)

3,4
(2,6-4,2)

3320,0 
(2999,0-
3601,0)*

4520,0 
(4120,0-
4789,0)*

5600,0 
(4982,0-
5966,0)*

2720,0 
(2450-

3010,0)*

V 1,1 
(0,5-1,3)

3,6 
(2,7-4,1)

5,4
(4,1-5,9)

2,5
(1,8-3,1)

2,3
(1,5-2,9)

2
(1,4-2,7)

4,5
(2,7-5,7)

4
(2,5-6,7)

4,3
(3,4-4,8)

2,0
(1,3-2,2)

Примечание: I – F. tularensis 15В (агаровая культура), II – F. tularensis 15В (биопленочная культура), III – F. tularensis И-384 (агаровая культура), IV – F. tularensis 
И-384 (биопленочная культура), V – контроль; * – p < 0,05 по сравнению с агаровыми культурами.
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