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Цель работы – изучение биологических свойств и генетических характеристик штаммов возбудителя 
туляремии, изолированных в природных очагах Ростовской области в 2020 г. Материалы и методы. Полевой 
материал исследовали серологическим, бактериологическим, биологическим и молекулярно-генетическими 
методами.  Получение белковых спектров исследуемых культур методом MALDI-TOF MS проводили с 
использованием масс-спектрометра Autoflex speed III Bruker Daltonics и программного обеспечения Flex Control, 
идентификацию штаммов – с помощью программы Biotyper. Генетические характеристики штаммов определяли 
методами VNTR- и INDEL-типирования и SNP-анализом. Результаты и обсуждение. При мониторинге 
природных очагов туляремии от мышевидных грызунов с помощью биологической пробы выделены шесть 
штаммов возбудителя туляремии. Показано, что по своим биологическим свойствам, а также в соответствии 
с данными ПЦР-анализа и INDEL-типирования по каноническим маркерам все штаммы являются типичными 
представителями вида Francisella tularensis subsp. holarctica biovar EryR. При VNTR-типировании по шести 
генетическим локусам установлено, что штаммы относятся к четырем индивидуальным генотипам. Штамм, 
выделенный в 2020 г. в природном очаге Сальского района, оказался идентичен штамму, выделенному в этом же 
районе в 1989 г. На основе полногеномного секвенирования двух штаммов обнаружено, что по изучаемому набору 
SNP-маркеров они наиболее близки культурам, изолированным в Турции (2009, 2012 гг.) и в Ханты-Мансийске 
(2013 г.). Таким образом, установлено, что в природных очагах Ростовской области в течение длительного 
времени могут циркулировать как идентичные (или близкородственные) клоны возбудителя туляремии, так и 
появляться новые штаммы с уникальными генотипами, ранее не описанными для Ростовской области.
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Abstract. Objective of the study was to investigate biological properties and genetic characteristics of tularemia 
agent strains isolated from natural foci of the Rostov Region in 2020. Materials and methods. Field material from 
natural foci of the Rostov Region was examined by serological, bacteriological, biological, and molecular-genetic meth-
ods. Cultural-morphological, biochemical, antigenic and pathogenic properties of isolated cultures were studied. Protein 
profiles were obtained through MALDI-TOF MS using mass spectrometer Autoflex speed III Bruker Daltonics and Flex 
Control of Biotyper software. The genetic characteristics of the strains were determined by VNTR and INDEL typing 
and SNP analysis. Results and discussion. Six strains of tularemia pathogen were isolated from mouse-like rodents 
using biological method. The investigation of their biological features and data of PCR analysis and INDEL typing 
with canonical markers showed that all strains are typical representatives of the Francisella tularensis subsp. holarctica 
biovar EryR. VNTR typing by six genetic loci revealed that all strains belong to four individual genotypes. The strain 
isolated in 2020 in the Salsky district was identical to the strain which was isolated in the same area in 1989. Based on 
the whole genome sequencing of two strains, we established that they are closest to the cultures isolated in Turkey (2009, 
2012) and Khanty-Mansiysk (2013) by the studied set of SNP markers. Thus, we found that both identical (or closely 
related) clones of the tularemia agent and new strains with unique genotypes which previously were not described for the 
Rostov Region can circulate in natural foci of this region for a long period of time.
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Туляремия – опасное инфекционное заболева-
ние человека и широкого круга млекопитающих. 
Мас совая иммунизация населения в середине XX в. 
живой туляремийной вакциной позволила сни зить 
заболеваемость до спорадического уровня, и в нас-
тоящее время туляремия относится к так называе-
мым вакциноуправляемым инфекциям [1, 2]. Вместе 
с тем природные очаги болезни характеризуются 
стабильностью, что проявляется их цикличной акти-
ви зацией и, как следствие, формированием эпи-
де мических рисков возникновения случаев забо-
левания среди восприимчивого населения. Природ-
ные очаги туляремии в дельтах рек Волги, Дона, 
Урала и в Московской области известны более 
90 лет. Согласно данным Т.Ю. Кудрявцевой с соавт. 
(2019), с 2009 по 2018 год в России зарегистриро вано 
1944 случая заболевания человека туляремией, из 
которых 1005 имели место во время эпидемической 
вспышки в Ханты-Мансийском автономном округе 
(2013 г.). Спорадическая и групповая заболеваемость 
туляремией в последние годы наблюдалась в основ-
ном на территориях Северо-Западного и Сибирс кого 
федеральных округов. В 2018 г. в стране зарегист-
рирован 71 случай туляремии в 19 регионах страны 
[3]. Стабильность природных очагов связана с био-
логи ческими особенностями туляремийного микро-
ба – широким кругом хозяев и переносчиков, с одной 
стороны, и его высокой устойчивостью к факто рам 
внешней среды – с другой. Это определяет необхо-
димость пристального внимания и системного мони-
то ринга состояния активности эндемичных терри то-
рий и оценки рисков заболеваемости людей.

Ростовская область является эндемичной по 
туляремии, причем природные очаги пойменно- 
болотного и степного типов зарегистрированы в 35 
из 42 муниципальных образований. Поэтому на 
сегод няшний день болезнь остается актуальной для 
Ростовской области [4]. Следует подчеркнуть, что 
с 1996 по 2017 год эпидемическая ситуация по туля-
ремии в области оценивалась как стабильно благо-
получная [4].

Целью настоящей работы явилось изучение 
биологических свойств и генетических характеристик 
штаммов возбудителя туляремии, изолированных из 
природных очагов Ростовской области в 2020 г.

Материалы и методы

Культуры возбудителя туляремии выращивали 
на плотной питательной среде Т и агаре FT (про-
изводство ФБУН ГНЦ ПМБ, г. Оболенск). В свя-
зи с высокой температурой окружающей среды 
(38–40 °С) в питательную среду Т дополнительно 
вводили полимиксин (100 ед/мл) и цефотаксим 
(25 мкг/мл) для предотвращения контаминации по-
сторонней микрофлорой. 

В качестве типового штамма использовали вак-
цин ный штамм туляремийного микроба Francisella 
tularensis 15 НИИЭГ subsp. holarctica, полученный 
из музея живых культур Ростовского-на Дону про-
тивочумного института.

Первый этап исследования включал изучение 
полевого материала с помощью серологических и 
молекулярно-генетических методов в соответствии 
с МУ 3.1.2007-05, МУК 4.2.2939-11.

Реакцию нейтрализации антител (РНАт) прово-
дили с туляремийным антигенным эритроцитарным 
диагностикумом (производство Ставропольского 
про тиво чумного института) согласно инструкции 
произ водителя.

ПЦР для выявления ДНК возбудителя туля-
ремии проводили с использованием набора реа-
ген тов «ОМ-Скрин-Туляремия-РВ» производства 
ЗАО «СИНТОЛ». ДНК из биологических проб выде-
ляли с помощью набора «Рибо-преп» («Амплисенс»). 
Реакцию выполняли на амплификаторе ДТ-прайм 
(производство «ДНК-технология»).

Из серологически (РНАт) и ПЦР-позитивных 
образцов полевого материала для выделения куль-
тур туляремийного микроба использовали биоло-
гический метод (МУ 3.1.2007-05).

В качестве экспресс-теста для индикации и иден-
тификации возбудителя туляремии использовали 
«ИХ-тест систему F. tularensis» (производство ФБУН 
ГНЦ ПМБ, г. Оболенск).

Цитруллинуреидазную, фосфатазную и β-лакта-
маз ную активность определяли в соответст вии 
с ранее описанными методами [5–7].

Антибиотикочувствительность исследуемых 
культур изучали диско-диффузионным методом 
согласно МУК 4.2.2495–09 «Определение чувстви-
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тельности возбудителей опасных бактериальных 
инфекций (чума, сибирская язва, холера, туляремия, 
бруцеллез, сап, мелиоидоз) к антибактериальным 
препаратам».

Вирулентность изолированных штаммов опре-
де ляли на беспородных белых мышах (18–20 г), 
которых подкожно заражали 1–10–100–1000 м.к./ 
мышь. По количеству выживших и павших живот-
ных оценивали LD50 или DCL. Все работы с живот-
ными выполняли в соответствии с СП 1.3.3118-13 
и Директивой Европейского парламента и Совета 
Европейского союза по охране животных, исполь-
зуемых в научных целях [8].

Белковые профили штаммов изучали мето дом 
MALDI-TOF MS с использованием масс-спек тро-
метра Autoflex speed III Bruker Daltonics и програм-
много обеспечения Flex Control, идентификацию 
проводили с помощью программы Biotyper и ранее 
созданной базы данных «Белковые профили масс-
спектров представителей рода Francisella для прог-
раммы MALDI Biotyper» (свидетельство о регистра-
ции 2014621080).

С целью получения генетических характеристик 
выделенных культур проводили INDEL-анализ 
и VNTR-типирование. Для определения подвида 
штаммов F. tularensis использовали пять авторских 
INDEL-маркеров. VNTR-типирование выполняли с 
набором 6 VNTR-локусов из 11, ранее предложенных 
A.J. Vogler et al. [9]: М3, М5, М6, М10, М23 и М24. 
Для уменьшения размеров конечного продукта 
и повышения точности измерений типирование 
проводили с помощью модифицированных нами 
праймеров для указанных локусов. Амплификацию 
выполняли на программируемом термоциклере 
«Терцик». По окончании реакции смеси разделяли 
электрофоретически в 8 % полиакриламидном геле, 
окрашивали бромистым этидием и визуализировали 
в УФ-свете. Результаты реакции учитывали по 
наличию и размеру амплификатов, определяемых 
по маркеру молекулярных масс и/или ампликону 
референтного штамма.

Данные о генотипах штаммов возбудителя туля-
ремии, определенных другими авторами, получены 
из онлайн-базы данных MLVAbank [10]. Кластерный 
анализ и построение дендрограмм проводили с 

помощью авторского программного обеспечения по 
методам UPGMA и MST (minimal spanning tree). Для 
построения дендрограммы использовали программу 
MEGA 5 [11].

В работу включены данные полногеномного 
секвенирования 22 штаммов туляремийного микро-
ба из базы данных NCBI. Секвенирование двух 
штам мов 2020 г. проводили на платформе MiSeq 
Illumi na. Сборку геномов и отбор SNP-маркеров для 
сравни тельного анализа выполняли по методике, 
описан ной ранее [12].

Результаты и обсуждение

Ключевым разделом эпидемиологического над-
зора за туляремией является мониторинг эпизоо то ло-
гического состояния природных очагов болезни [13].

В 2020 г. проведено эпизоотологическое обсле-
дование территории Ростовской области (РО): Некли-
новский, Матвеево-Курганский, Мясниковский, Ак-
сайс кий, Азовский, Куйбышевский, Ремонтненс кий, 
Сальский районы и г. Ростов-на-Дону.

Исследование полевого материала проводили 
с помощью скрининг-методов – серологического 
теста (РНАт) и ПЦР-анализа. При получении поло-
жи тельных результатов в обоих тестах для обнару-
жения в полевом материале живых бактерий прово-
дили биологическую пробу с использованием чувст-
ви тельных лабораторных животных (белые мыши).

Материал от биопробных животных (гомогенаты 
печени, селезенки и кровь) давал четкие позитивные 
результаты в РНАт, ИХ-тестах и ПЦР. При посеве 
на селективную питательную среду нам удалось 
изолировать шесть культур с подозрением на туля-
ремийный микроб. При их дальнейшем изучении 
с помощью традиционных микробиологических 
(культурально- морфологические, биохимические, 
антиген ные свойства, патогенность для лаборатор-
ных животных) и современных молекулярно-
биологических методов установлено, что все выде-
ленные культуры относятся к виду F. tularensis. 
Таким образом, в результате исследования от мелких 
грызунов, собранных в Сальском и Ремонтненском 
районах РО, выделены шесть культур возбудителя 
туляремии (рис. 1, таблица).

Рис. 1. Регионы Ростовской об-
ласти и прилегающих к ним 
территорий с указа нием мест 
изоляции культур возбудителя 
туляремии в 2020 г.

Fig. 1. Territories of the Rostov 
Region and neighboring territo-
ries where tularemia microbe 
was isolated in 2020
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Следующий этап исследования включал подроб-
ную характеристику биологических и генетических 
свойств штаммов, циркулирующих в настоящее 
время на территории Ростовской области.

С помощью разработанных ранее биохимичес-
ких экспресс-тестов дополнительно проведена внутри-
видовая дифференциация культур [5–7]. Обна ру же но, 
что исследуемые штаммы продуцируют β-лакта мазу 
(тест с нитроцефиновыми дисками) и не обла-
дают цитруллинуреидазной и фосфатазной актив-
ностями (тест с индоксилфосфатными дис ка ми), что 
характерно для голарктического подви да туля ре-
мийного микроба. Бактерии характери зова лись ус-
той чивостью к β-лактамам (пеницил лины и цефало-
спорины), клиндамицину, полимик сину и эритро мици-
ну, но проявляли высокую чувстви тель ность к амино-
гликозидам, фторхино ло нам, риф ампи цину. Таким 
обра зом, все выделенные штаммы отно сились к виду 
F. tularensis подвиду holarctica био вара EryR.

Как известно, ИХ-тест используют как для обна-
ру жения антигена в нативных пробах, так и на этапе 
идентификации чистой культуры возбудителя. Ранее 
показано, что тест может быть полезен и при оценке 
вирулентности туляремийного микроба in vitro [14]. 
Определение патогенных свойств выделенных куль-
тур с помощью ИХ-тестов показало, что все они 
синтезируют полноценную структуру ЛПС, сле до-
вательно, являются высоковирулентными для чувст-
ви тельного хозяина. Эти данные подтверждены в 
экспе риментах in vivo: изученные штаммы при инфи-
ци ровании лабораторных животных (белых мышей) 
вызывали их гибель при дозе заражения 1–10 м.к.

В результате масс-спектрометрического анализа 
белковых профилей всех выделенных на территории 
РО штаммов обнаружено, что они являются типич-
ными представителями голарктического подвида 
возбудителя [15]. Интересно отметить, что по белко-
вому спектру штаммы 249 и 251, изолированные в 
Сальском районе в 2020 г., наиболее близки профилю 
штамма 250, выделенному в том же районе в 1989 г.

Анализ штаммов с применением INDEL-
типирования по каноническим маркерам также 
подт вердил принадлежность штаммов к подвиду 
holarctica.

В настоящее время молекулярно-генетический 
мониторинг распространения возбудителя туляремии 
на эндемичных территориях позволяет обнаружить 
степень родства между штаммами, циркулирующими 
в окружающей среде, определить генетические 
линии микроорганизма и провести временной анализ 
распространения возбудителя. Например, в рамках 
нескольких международных проектов осуществлено 
исследование вариабельности геномов штаммов, 
изолированных в Швеции, Испании, Германии, 
Япо нии, Китае, Турции, Чехии, Швейцарии и дру-
гих странах. SNP-анализ штаммов туляремийного 
микроба, собранных на трех континентах из 27 стран 
и от 43 различных хозяев, показал значительную 
вариабельность геномов голарктических штаммов 
туляремийного микроба [16, 17]. Тем не менее 
боль шинство штаммов, собранных на Европейском 
континенте представлены двумя ветвями: западно-
европейской и восточно-европейской.

Ранее А. Johansson et al. (2004) для дифферен циа-
ции штаммов F. tularensis предложили схему VNTR- 
типирования, основанную на 25 VNTR-локусах [18]. 
Позднее А.J. Vogler et al. (2009) опти мизировали эту 
схему, выбрав 11 наиболее вариа бельных локусов 
[9]. Для настоящего исследования на основании 
изучения in silico геномов более 200 штаммов F. tu-
larensis подвида holarctica выбра ны 6 наиболее 
вариабельных для этого подвида VNTR-локусов: 
М3, М5, М6, М10, М23 и М24. По этим локусам про-
ведено генотипирование изолированных штаммов, 
результаты которого представлены в таблице.

Кластерный анализ (по локусам М3 и М6) пока-
зал, что изученные штаммы представлены четырьмя 
индивидуальными генотипами и, следовательно, 
принадлежат к различным генетическим линиям 
(рис. 2). При этом штаммы 210 и 211 имеют один и 
тот же генотип. Интересно отметить, что одинако-
вые генотипы зарегистрированы как у недавно вы-
деленных штаммов 249 и 251, так и у штамма 250, 
выделенного в 1989 г. В то же время вакцинный 
штамм 15 НИИЭГ отличался от остальных изучен-
ных штаммов. Подобное генетическое разнообразие 
можно объяснить длительным существованием ми-
кроба на данной территории [19].

Sources, areas of F. tularensis isolation, VNTR-typing of F. tularensis strains

№ штамма
F. tularensis
Strain No.

Место выделения
Areas of isolation

Источник выделения
Sources of isolation

VNTR-типирование штаммов
VNTR-typing of strains

М3 М5 М6 М10 М23 М24

210 Ремонтненский район, п. Первомайский, июль 2020
Remontnensky district, Pervomaisky village, July 2020

Общественная полевка Microtus socialis
Social vole Microtus socialis 20 2 7 2 1 2

211 Ремонтненский район, п. Первомайский, июль 2020
Remontnensky district, Pervomaisky village, July 2020

Общественная полевка Microtus socialis
Social vole Microtus socialis 20 2 7 2 1 2

249 Сальский район, с. Новый Егорлык, июль 2020
Salsky district, Novy Yegorlyk village, July 2020

Обыкновенная полевка Microtus arvalis
Common vole Microtus arvalis 14 2 4 2 1 2

251 Сальский район, с. Сандата, июль 2020
Salsky district , Sandata village, July 2020

Обыкновенная полевка Microtus arvalis
Common vole Microtus arvalis 14 2 4 2 1 2

256 Сальский район, с. Романовка, июль 2020
Salsky district, Romanovka village, July 2020

Обыкновенная полевка Microtus arvalis
Common vole Microtus arvalis 11 2 4 2 1 2

257 Сальский район,  с. Новый Егорлык, июль 2020
Salsky district, Novy Yegorlyk village, July 2020

Обыкновенная полевка Microtus arvalis
Common vole Microtus arvalis 21 2 6 2 1 2
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Для проведения сравнительного изучения из 
онлайн-базы данных MLVAbank получены VNTR-
профили 113 штаммов F. tularensis, выделенных на 
территории России в различные годы и исследован-
ных другими авторами по локусам М3, М5, М6, М10, 
М23 и М24. Это позволило провести кластерный 
анализ и построить дендрограмму, отражающую ге-
нетическую близость изученных штаммов (рис. 3). 
Близкородственные штаммы 257 (обыкновенная 
полевка, Сальский район, 2020) и генетически иден-
тич ные штаммы 210 и 211 (общественная полевка, 
Ремонтненский район, 2020) составили отдельную 
группу и характеризовались генотипами, ранее 
не обна руженными на территории Ростовской об-
лас ти. Штамм 256, выделенный в 2020 г. от обык-
новен ной полевки в Сальском районе, также имел 
уни кальный генотип и вошел в состав самого мно го-
численного кластера, объединяющего штаммы прак-
тически всех эндемичных территорий РФ. И наконец, 
в дру гой группе этого кластера нахо дятся штаммы 
249, 250 и 251 (Сальский район). Сле дует особо 
отметить, что выделенный в 2017 г. от зайца- русака 
в Целинском районе штамм F. tularensis 20198, от ко-
торого впоследствии заразились два человека, имел 
уникальный генотип и гене тически располагался 
достаточно обособленно от ближайших штаммов 
этого же кластера. Таким образом, проведенное 
иссле дование показало, что в Ростовской области при 
активизации очагов инфекции происходит не только 
выявление ранее циркулирующих штаммов, но и 
появ ление новых генетических линий возбудителя 
туля ремии. Полученные данные позволяют предпо-
ложить существование на территории Ростовской 
области независимых микроочагов возбудителя (или 
одного большого гетерогенного). Это согласуется 
с данными О.А. Гнусаревой с соавт. (2019), пока-
завшими генетическое разнообразие штаммов, вы-
деленных в Ставропольском крае в 2017 г., которые 

Рис. 2. Кластерный анализ пяти штаммов F. tularensis, выде-
ленных на территории Ростовской области в 2020 г. (метод MST-
minimal spanning tree)

Fig. 2. Cluster analysis of 5 F. tularensis strains isolated in the Rostov 
Region in 2020 (MST-minimal spanning tree method)

Рис. 3. Дендрограмма VNTR-генотипов F. tularensis, построен-
ная по методу UPGМА

Fig. 3. Dendrogram of F. tularensis VNTR genotypes, constructed 
using the UPGMA method
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имели, согласно результатам MLVA, разноудаленные 
генетические дистанции [20]. В связи с этим пред-
ставляется целесообразным проведение постоянного 
молекулярно-генетического мониторинга штаммов 
возбудителя туляремии, циркулирующих на терри-
тории Ростовской области, и оценки их эпиде мичес-
кого потенциала.

С целью изучения вариабельности SNP-марке-
ров проведено полногеномное секвенирование двух 
штаммов 210 (депонирован в GenBank 22.09.2020  
№ JACXBQ000000000: JACXBQ010000001 – 
JACXBQ010000958) и 211. Для сравнительного ана-
лиза из базы данных NCBI сформирована кол лек ция 
из 22 геномов туляремийного микроба голаркти-
ческого подвида, выделенных на территории России 
и Европы. Кластерный анализ на основе сформи-
рованного перечня 6324 SNP позволил построить 
дендрограмму, отражающую генетическое родство 
изучаемых штаммов (рис. 4).

Удивительно, что ростовские культуры оказа-
лись идентичными по изучаемому набору SNP 
штамму FDC205, выделенному в Турции в 2012 г. 
В эту же монофилетическую группу попал штамм 
из Турции 2009 г. (отличия составили три SNP) и 
изоляты, выделенные в Ханты-Мансийске в 2013 г. 
(отличия по девяти SNP). От вакцинного штамма их 
отличало 17 SNP, а от штаммов, изолированных в дру-
гих европейских странах, – более 200 нуклеотидных 
замен из составленного нами перечня.

Обращает на себя внимание явная террито-
риальная приуроченность отдельных кластеров 
европейских штаммов. Так, культуры, выделенные в 
Норвегии в 2011 г., дистанцированы от всех других 

штаммов и представлены отдельной группой; 
штаммы из Испании (2007 и 2008 гг.) также соста-
вили отдельную группу. Аналогичная ситуация 
наблюдается для штаммов из Германии (2008, 2009 и 
2015 гг.). Это подтверждает существование стойких 
микроочагов туляремии.

Полученные результаты свидетельствуют в 
поль зу того, что циркулирующие в настоящее время 
на территории Ростовской области штаммы туляре-
мийного микроба являются типичными предста-
вителями голарктического подвида F. tularensis 
EryR. При этом они стабильно сохраняют основные 
видовые биологические свойства: типичную анти-
генную структуру, высокую патогенность для 
чувст ви тельных хозяев и чувствительность к ами-
но гликозидам, фторхинолонам и рифампицину. 
Вместе с тем изолированные из различных оча гов 
культуры F. tularensis характеризуются гене ти чес-
ким разнообразием и формируют четыре инди-
видуальных генотипа. В то же время обнаружено, 
что на территории Сальского района выделенные 
в 2020 г. штаммы генетически идентичны штамму, 
изолированному нами в 1989 г. Это позволяет пред-
по лагать, что в природных очагах в течение дли-
тельного времени могут стабильно сохраняться 
идентичные (или близкородственные) клоны штам-
мов возбудителя туляремии. В то же время в 2020 г. 
удалось изолировать новые штаммы с уникальными 
генотипами, ранее не описанными в Ростовской 
области.

Конфликт интересов. Авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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