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целью исследования стало проведение полногеномного секвенирования вакцинного штамма Francisella 
tularensis 15 нииэг, а также определение на основании полученных результатов его филогенетических связей 
и особенностей генетической организации. материалы и методы. полногеномное секвенирование штамма 
F. tularensis 15 нииэг осуществляли на платформах Ion PGM (Ion Torrent, сШа) и MinIon (Oxford Nanopore 
Technologies, великобритания). выравнивание полученных прочтений на полный геном штамма F. tularensis 
subsp. holarctica LVS (CP009694, сШа, 2015 г.) осуществляли с помощью программного пакета DNASTAR 
Lasergene 15.3. гибридную сборку ридов в контиги осуществляли с помощью программы Unicycler v. 0.4.4, ис-
пользуя данные, полученные по технологии полупроводникового секвенирования (Ion PGM) и секвенирования 
через нанопоры (MinIon). Филогенетический анализ выполняли на основе данных о найденных единичных ну-
клеотидных заменах (SNPs), находящихся в коровой части генома F. tularensis. для построения дендрограммы 
по полученным данным общей SNP-матрицы использовали алгоритм Maximum parsimony. результаты и обсуж-
дение. подтверждено близкое родство штамма F. tularensis 15 нииэг с вакцинным штаммом F. tularensis LVS, 
который используется в странах западной европы и северной америки. при поиске общих единичных мутаций, 
характерных для вакцинных штаммов F. tularensis 15 нииэг и LVS, найдены 5 уникальных SNPs, отличаю-
щих их от других 228 штаммов F. tularensis, используемых при сравнении. геномный анализ вакцинного штамма 
F. tularensis 15 нииэг относительно вирулентных штаммов выявил в его структуре две протяженные делеции 
размером 526 п.н. (гены pilA и pilE) и 1480 п.н. (гены, кодирующие липопротеин). аналогичные делеции присут-
ствуют и в геноме вакцинного штамма F. tularensis LVS. 
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Abstract. Objective of the study was to conduct whole-genome sequencing of the vaccine strain Francisella tula-
rensis 15 NIIEG and determine, based on the results, its phylogenetic relationships and the genetic organization fea-
tures. Materials and methods. Whole-genome sequencing of F. tularensis 15 NIIEG strain was performed on Ion PGM 
(Ion Torrent, USA) and MinIon (Oxford Nanopore Technologies, UK) platforms. Alignment of readings obtained to 
the whole-genome of F. tularensis subsp. holarctica LVS (CP009694, USA, 2015) was performed using the software 
package DNASTAR Lasergene 15.3. Hybrid assembly of reads into contigs was performed by means of Unicycler 
v. 0.4.4, using data obtained by semiconductor sequencing technology (Ion PGM) and nanopore sequencing (MinIon). 
Phylogenetic analysis was performed on the basis of single nucleotide polymorphism (SNPs) data located in the core 
part of F. tularensis genome. Maximum parsimony algorithm was used to construct a dendrogram using the obtained data 
of common SNP-matrix. Results and discussion. The close relations of F. tularensis 15 NIIEG strain with F. tularensis 
LVS vaccine strain used in the countries of Western Europe and North America was confirmed. Searching for common 
single mutations characteristic of F. tularensis 15 vaccine strains of NIIEG and LVS, permitted to find 5 unique SNPs 
that distinguish them from all other 228 F. tularensis strains used in the comparison. Comparative genomic analysis of 
F. tularensis 15 NIIEG vaccine strain and virulent strains revealed in its structure two extensive 526 bp deletions (genes 
pilA and pilE) and 1480 bp (genes encoding lipoprotein). Similar deletions are also present in the genome of the F. tula-
rensis LVS vaccine strain. 
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туляремия – зоонозная природно-очаговая ин-
фекция, представляющая серьезную опасность для 
населения из-за высокой восприимчивости к ней 
людей [1, 2]. в россии эффективную защиту против 
туляремии, вызванной штаммами голарктического 
подвида, обеспечивает применение туляремийной 
вакцины на основе живых микробных клеток вак-
цинного штамма Francisella tularensis 15 нииэг, 
которая вызывает формирование напряженного 
специфического иммунитета [3]. 

впервые аттенуированный штамм F. tularensis 
subsp. holarctica 15 получен н.а. гайским в 1945 г. в 
настоящее время туляремийная вакцина, изготавли-
вающаяся из штамма F. tularensis 15 нииэг, оста-
ется единственной живой вакциной, которая широко 
используется для вакцинопрофилактики туляремии 
как на территории россии, так и стран снг [4].

в сШа в 1956 г. на основе переданных из 
ссср культур F. tularensis 15 и 155 создан вакцин-
ный штамм F. tularensis LVS (Live Vaccine Strain) 
[5]. вместе с тем за рубежом туляремийная вакцина 
LVS не производится из-за несоответствия требо-
ваниям безопасности, предъявляемым к вакцинам 
в этих странах. в связи с этим штамм F. tularensis 
LVS используется в странах западной европы и 
северной америки только в экспериментальных 
целях [6, 7]. однако, несмотря на отсутствие воз-
можности использования туляремийной вакцины 
LVS в сШа и европе, ранее продемонстрированы 
ее основные качества, такие как безопасность и эф-
фективность [8, 9].

в 2006 г. полногеномная нуклеотидная последо-
вательность днк штамма F. tularensis LVS представ-
лена в базе данных NCBI GenBank. генетическая 
характеристика вакцинного штамма F. tularensis 15 
нииэг до настоящего времени оставалась малоизу-
ченной. в связи с этим актуальным является получе-
ние данных о геноме вакцинного штамма F. tularensis 
15 нииэг, его сравнение с зарубежным штаммом 
F. tularensis LVS, а также установление филогенети-
ческого родства с другими штаммами туляремийно-
го микроба из базы данных NCBI GenBank.

целью исследования стало проведение полно-
геномного секвенирования вакцинного штамма 
F. tularensis 15 нииэг и определение на основании 
полученных результатов его филогенетических свя-
зей и особенностей генетической организации.

материалы и методы

исследуемый штамм F. tularensis subsp. holarc-
tica 15 нииэг (дата лиофилизации 14.10.2011 г., 
пробирка а) получен из государственной коллекции 
патогенных бактерий Фкуз роснипчи «микроб». 
культивирование осуществляли на чашках петри 

с FT-агаром (Фбун гнц пмб), посевы инкубиро-
вали в течение 36–48 ч при температуре (37±1) °с. 
выделение геномной днк проводили с помощью 
набора ChargeSwitch® gDNA Mini Kit Invitrogen (Life 
Technologies, сШа). полногеномное секвенирова-
ние штамма F. tularensis 15 нииэг осуществляли 
на платформе Ion PGM (Ion Torrent, сШа) с исполь-
зованием наборов для пробоподготовки и секвени-
рования днк, рекомендованных производителем 
оборудования. дополнительно геном исследуемого 
штамма секвенировали на платформе MinIon (Oxford 
Nanopore Technologies, великобритания) c целью 
получения единичных прочтений (ридов) длиной 
3000 п.н. и более. выравнивание полученных про-
чтений на полный геном штамма F. tularensis subsp. 
holarctica LVS (CP009694, сШа, 2015) осущест-
вляли с помощью программного пакета DNASTAR 
Lasergene 15.3. гибридную сборку ридов в конти-
ги осуществляли с помощью программы Unicycler 
v. 0.4.4, используя совместно данные, полученные 
по технологии полупроводникового секвенирова-
ния (Ion PGM) и секвенирования через нанопоры 
(MinIon).

Филогенетический анализ выполняли на основе 
данных о найденных единичных нуклеотидных за-
менах (SNPs), находящихся в коровой части генома 
F. tularensis. для этого получали общую SNP-матрицу 
с помощью программы Wombac 2.1 (https://github.
com/Victorian-Bioinformatics-Consortium/wombac/
archive/v2.1.tar.gz) на основе попарного срав нения 
с геномом референса нуклеотидных последователь-
ностей 229 геномов F. tularensis из базы данных 
NCBI GenBank. в качестве референс-генома исполь-
зовали штамм F. tularensis ssp. tularensis SCHU S4 
(CP010446). для построения дендрограммы по полу-
ченным данным общей SNP-матрицы использовали 
алгоритм Maximum parsimony.

результаты и обсуждение

геном штамма F. tularensis 15 нииэг со-
бран в 28 контигов, средняя глубина покрытия – 
135х, общая длина собранного генома составила 
1826738 п.н. нуклеотидная последовательность 
штамма F. tularensis 15 нииэг депонирована в базе 
данных NCBI GenBank под номером LVYJ03000001.

для проведения филогенетического анализа из 
базы данных NCBI GenBank взяты все доступные 
229 геномов F. tularensis. в итоге в анализируемой 
группе, состоящей из 230 геномов F. tularensis, все-
го выявлено 31294 коровых SNPs. на основании 
филогенетического анализа по определению SNPs 
все исследованные геномы возбудителя туляре-
мии кластеризовались в четыре группы в соответ-
ствии с подвидовой принадлежностью (рис. 1, а): 
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кластер 1 – F. tularensis ssp. tularensis, кластер 2 – 
F. tularensis ssp. holarctica, кластер 3 – F. tularensis 
ssp. novicida, кластер 4 – F. tularensis ssp. mediasiatica. 
кластер 2 содержал 172 штамма F. tularensis подвида 
holarctica и был представлен двумя подкластерами. 
исследуемый штамм F. tularensis 15 нииэг вошел в 
состав наиболее многочисленного подкластера (об-
веден кругом на рис. 1, а), состоящего из 168 штам-
мов F. tularensis. при детальном рассмотрении этого 
подкластера установлено, что он делится еще на три 
основные группы, в одной из которых и представлен 
изучаемый штамм туляремийного микроба (группа 
штаммов, обведенная кругом на рис. 1, в). в итоге 
установлено, что максимально близко, с отличием в 
2 коровых SNPs, к исследуемому штамму расположе-
ны два варианта штамма F. tularensis LVS (CP009694 
и AM233362, NCBI GenBank) (рис. 2).

следующим по филогенетической близости 
к штамму F. tularensis 15 нииэг оказался штамм 
F. tularensis ssp. holarctica MAX (LVKZ01000001, 
россия, выделен в 1928 г. от больного человека) с от-

личием от исследуемого штамма на 15 коровых SNPs. 
далее следует группа из трех штаммов F. tularensis 
ssp. holarctica, выделенных в 2011 г. в норвегии от 
больных людей, – NO17 (JPMR01000001), NO18 
(JPMS01000001) и NO7 (JPML01000001), отличаю-
щихся от штамма 15 нииэг на 23, 23 и 24 коро-
вых SNPs соответственно. наиболее удаленным по 
филогенетическому родству от штамма 15 нииэг 
из рассматриваемой группы (рис. 2, группа штам-
мов обведена пунктиром) является штамм 503 
(LVKX01000001, россия, выделен в 1939 г. от клеща 
рода Dermacentor), отличающийся от него на 29 ко-
ровых SNPs. 

сравнительную оценку структуры генома штам-
ма F. tularensis 15 нииэг проводили методом кар-
тирования ридов секвенированного генома штамма 
F. tularensis 15 нииэг на геном штамма F. tularensis 
LVS (CP009694), покрытие последнего состави-
ло 100 %, всего выявлено шесть единичных мута-
ций (SNPs): две несинонимичные, одна нонсенс-
мутация, одна единичная делеция, одна синонимич-

рис. 1. А – дендрограмма, построенная с использованием алгоритма 
Maximum parsimony по данным матрицы коровых SNPs, полученной при 
сравнительном анализе 230 геномов штаммов F. tularensis. B – увеличен-
ное изображение ветви кластера 2 (рис. А). геном штамма F. tularensis 15 
нииэг входит в состав группы, обозначенной цифрой 1 (рис. B)

Fig. 1. A – a dendrogram constructed using Maximum parsimony algorithm 
according to the matrix of core SNPs obtained by comparative analysis of 230 
genomes of F. tularensis strains. B shows an enlarged image of the branch of 
cluster 2 (fig. A). The genome of the strain F. tularensis 15 NIIEG is part of the 
group indicated by the number 1 (fig. В)
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ная замена и одна единичная замена в межгенной 
области. других инсерций и делеций не обнаружено 
(табл. 1). риды, которые не картировались на геном 
штамма F. tularensis LVS, собраны в три небольшие 
контига, последовательность каждого была полно-
стью идентична фрагментам котигов, полученных 
при гибридной сборке генома штамма F. tularensis 
15 нииэг. таким образом, как в структуре генома 
штамма F. tularensis 15 нииэг, так и в структуре 
генома штамма F. tularensis LVS не обнаружено об-
ластей, которые были бы уникальными при их срав-
нительном анализе.

при поиске общих единичных мутаций, ха-
рактерных для вакцинных штаммов F. tularensis 
15 нииэг и LVS, нами обнаружены 5 уникальных 
SNPs, отличающих их от всех других 228 штаммов 
F. tularensis, используемых при сравнении (табл. 2). 

особенно стоит отметить мутацию в гене purL, 
кодирующем фосфорибозил-формилглицинамидин 
синтазу, которая участвует в метаболизме пуринов. 
нарушение биосинтеза пуриновых соединений ока-
зывает негативное влияние на выживаемость бакте-
рий в макрофагах [10, 11]. единичная мутация об-
наружена и в гене, кодирующем 2-кето-4-пентеноат 
гидратазу; предполагается, что данный фермента-
тивный белок участвует в катаболизме ароматичес-
ких соединений. в условиях голода ароматические 
соединения могут служить альтернативным источ-
ником углерода, а потеря способности катаболизма 
этих соединений может ограничивать рост бактерий 
в организме хозяина [12]. также, возможно, суще-
ственное значение имеет мутация в гене, кодирую-
щем ацилтрансферазу биосинтеза липида а в струк-
туре липополисахарида. существуют данные, что 

рис. 2. детальное изображение филогенетического род-
ства между геномами, входящими в группу, обведенную 
кругом на рис. 1, в 

Fig. 2. A detailed picture of phylogenetic relations between 
the genomes in the group circled in fig. 1, B

Таблица 1 / Table 1
отличия в структуре генома штамма F. tularensis 15 нииЭГ относительно штамма F. tularensis LVS (CP009694)

Differences in the F. tularensis 15 NIIEG genome structure as compared with F. tularensis LVS (CP009694) strain

позиция в штамме 
LVS

Position in strain 
LVS

тип основания 
в штамме LVS

Type of base 
in strain LVS

тип основания  
в штамме 

15 нииэг
Type of base 

in 15 NIIEG strain

тип мутации
Type of mutation

вероятность мута-
ции (SNP), %

Mutation probability 
(SNP), %

наименование гена и кодируемого  
продукта (по штамму LVS)

The name of the gene and the encoded 
product (by LVS strain)

1169122 C - сдвиг рамки считывания
Reading frame shift 100 AW21_1333 – гипотетический белок

AW21_1333 – hypothetical protein

1314900 C A несинонимичная замена
Non-synonymous replacement 73 AW21_1477 – формил-трансфераза

AW21_1477 – formyl transferase

1326993 C T нонсенс-мутация
Nonsense mutation 64 AW21_1487 - trxA – тиоредоксин

AW21_1487 - trxA – thioredoxin

1518663 G T несинонимичная замена
Non-synonymous replacement 100 AW21_1697 – аминоацид-пермеаза

AW21_1697 – aminoacid permease

1835981 A G синонимичная замена
Synonymous replacement 45 AW21_2083 – гипотетический белок

AW21_2083 – hypothetical protein
178404 C T - 100 -
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лабораторные штаммы F. tularensis с измененной 
структурой лпс отличаются от природных изолятов 
F. tularensis по способности размножаться в макро-
фагах и в органах экспериментальных животных [1]. 
найденные единичные мутации, характерные толь-
ко для вакцинных штаммов F. tularensis 15 нииэг 
и LVS, могут способствовать повышению степени 
аттенуации данных штаммов. 

помимо единичных нуклеотидных замен ге-
номный анализ вакцинного штамма F. tularensis 
15 нииэг выявил в его структуре две протяженные 
делеции размером 526 п.н. (затрагивает части генов, 
кодирующих пили IV типа – pilA и pilE) и 1480 п.н. 
(затрагивает части генов, кодирующих липопротеин). 
данные делетированные фрагменты соответствуют 
областям дифференциации (RD – от англ. region of 
difference) RD19 (содержит гены pilA и pilE) и RD18 
(содержит гены, кодирующие липопротеин) [13].

подобные делеции описаны ранее в геноме 
вакцинного штамма LVS [14, 15]. по мнению боль-
шинства авторов, они оказывают влияние на повы-
шение степени аттенуации вакцинного штамма [12, 
14, 16–19]. 

для подтверждения уникальности данных де-
леций для вакцинных штаммов 15 нииэг и LVS 
нами проведен сравнительный анализ всех геномов 
штаммов F. tularensis ssp. holarctica (рис. 1, а, клас-
тер 2). в результате сравнительного анализа геномов 
представленных штаммов выяснено, что делеция 
1480 п.н. в генах, кодирующих липопротеин, харак-
терна только для штаммов F. tularensis 15 нииэг и 
F. tularensis LVS. неожиданной находкой стало об-
наружение делеции 526 п.н. в штамме F. tularensis 
MAX, изолированном от больного человека. эта де-
леция оказалась идентичной выявленной ранее в вак-
цинных штаммах. возможно, данная мутация не яв-
ляется определяющей для существенной аттенуации 
F. tularensis ssp. holarctica. вероятно, окончательное 
решение о значимости этой делеции может быть по-
лучено после получения генно-инженерного штам-

ма с направленной аналогичной мутацией и изуче-
ния его вирулентности. ранее K. Svensson et al. [13] 
методом пцр-анализа выявлены штаммы с делеци-
ей в генах, кодирующих липопротеин (область диф-
ференциации RD18): авирулентный вариант SCHU 
(FSC 043, выделен от человека, штат огайо, сШа, 
1941 г.), SVA T7 (FSC 074, выделен от зайца, Швеция, 
1974 г.), SVA T7K (FSC 069, получен путем пассажа 
SVA T7), LVS (FSC 155, живой вакцинный штамм, 
россия), штамм 015 (FSC 338, вакцинный штамм, 
россия). также авторами выявлены штаммы с деле-
цией в генах pilA и pilE (область дифференциации 
RD19): FAM SR (FSC 014, неизвестное происхожде-
ние, 1960 г.), CCUG 33391 (FSC 158, выделен от че-
ловека, норвегия), LVS (FSC 155, живой вакцинный 
штамм, россия), штамм 015 (FSC 338, вакцинный 
штамм, россия). авторы предполагают, что обнару-
женные делеции могут являться результатом много-
кратных пассажей штаммов F. tularensis. K. Svensson 
et al. [13] допускают, что делеции в генах, кодирую-
щих липопротеин и/или пили IV типа, играют роль в 
аттенуации штаммов, поскольку обнаружены в вак-
цинных штаммах 015 (FSC338), LVS (FSC 155) и в 
авирулентном варианте SCHU (FSC043) [13].

таким образом, полученные результаты секве-
нирования генома вакцинного штамма F. tularensis 
15 нииэг и проведение его филогенетического ана-
лиза относительно всех геномов F. tularensis, пред-
ставленных в базе данных NCBI GenBank на момент 
исследования, позволили установить наиболее близ-
кородственные к нему штаммы (LVS, MAX, NO18, 
NO17, NO7 и 503). оценка идентичности структуры 
генома штамма F. tularensis 15 нииэг относитель-
но генома F. tularensis LVS (CP009694), методом кар-
тировании ридов, показала 100 % покрытие послед-
него, всего выявлено шесть единичных мутаций, 
инсерций и значительных делеций не обнаружено. 
на основании полученных данных можно сделать 
заключение о том, что по филогенетическому род-
ству и структурной организации геном исследуемого 

Таблица 2 / Table 2
Уникальные SNPs для вакцинных штаммов F. tularensis 15 нииЭГ и LVS

Unique SNPs for F. tularensis 15 NIIEG and LVS vaccine strains

тип основания  
в референтном штамме 

(OR96-0246)
The type of base  

in the reference strain  
(OR96-0246)

тип основания в штаммах 
15 нииэг и LVS

The type of base in the 
strains NIIEG and LVS

положение 
в гене

Position in gene

обозначение гена  
в референтном штамме  

(OR96-0246)
The designation of the 

gene in the reference strain  
(OR96-0246)

продукт
Product

C T 3113 bp AAX59_01085 | purL Фосфорибозил-формилглицинамидин синтаза 
Phosphoribosyl-formylglycinamidin synthase

G A 697 bp AAX59_02630 неохарактеризованный секреторный белок
Uncharacterized secretory protein

C T 226 bp AAX59_03990 | fmt метионил-трнк формилтрансфераза 
Methionyl tRNA formyl transferase

G T 246 bp AAX59_05100 2-кето-4-пентеноат гидратаза
2-keto-4-pentenoat hydrase  

T G 491 bp AAX59_09600 ацилтрансфераза биосинтеза липида а
Lipid A biosynthesis acyltransferase



Проблемы особо опасных инфекций. 2020; 2          ОРигинальнЫе статьи

96

штамма F. tularensis 15 нииэг максимально близок 
к геному штамма F. tularensis LVS. кроме того, вы-
явлены уникальные SNPs и делеции, отличающие 
оба вакцинных штамма от всех остальных штаммов, 
представленных в базе данных NCBI GenBank.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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