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Внутривидовая дифференциация штаммов Francisella tularensis  
с помощью молекулярно-генетических методов. Комплексный подход
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цель исследования – разработка алгоритма внутривидовой дифференциации штаммов возбудителя туляре-
мии с использованием комплекса подходов, основанных на амплификационных и секвенационных технологиях. 
материалы и методы. в работе использовали 97 штаммов Francisella tularensis различных подвидов, биоваров 
и субпопуляций. внутривидовую принадлежность штаммов возбудителя туляремии осуществляли с использо-
ванием системы «F. tularensis-4c», анализа вариабельности области дифференциации RD1, гена sdhA, диско-
диффузионным методом с использованием дисков с эритромицином. Фрагментное секвенирование по сэнгеру 
осуществляли на генетическом анализаторе 3500 XL (Applied Biosystems, сШа) с учетом рекомендаций произво-
дителя. оценку гомологии последовательностей – по алгоритму BLAST, используя базу данных GenBank NCBI, 
программы MEGA11 v11.0.13 и Unipro UGENE v50.0. результаты и обсуждение. выявлены подвидо- и биова-
роспецифичные мутации в гене 23S ррнк. определены перспективные для изучения участки данного гена с по-
мощью фрагментного секвенирования. предложена комплексная схема внутривидовой дифференциации штам-
мов туляремийного микроба, где на первом этапе проводится определение подвидовой принадлежности и био-
вара japonica, а на втором – верификация полученных результатов на основании определения мутаций в гене 23S 
ррнк. эффективность предложенного комплексного подхода подтверждена при исследовании 97 коллекционных 
штаммов возбудителя туляремии. проведенные исследования позволяют осуществить быструю идентификацию 
штаммов разных подвидов туляремийного микроба и верифицировать их таксономическую принадлежность с 
помощью молекулярно-генетических методов, дополняют данные о циркуляции различных подвидов, биоваров и 
субпопуляций патогена на территории европы, азии и других регионов мира.

Ключевые слова: внутривидовая дифференциация, Francisella tularensis, биовары, подвиды, алгоритм, ком-
плексный подход, амплификационные и секвенационные технологии.
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Abstract. The aim of the study was to develop an algorithm for intraspecific differentiation of tularemia agent strains 
using a set of approaches based on amplification and sequencing technologies. Materials and methods. 97 strains of 
Francisella tularensis of various subspecies, biovars and subpopulations from the State Collection of Pathogenic Bacteria 
of the Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe” were used in the work. The intraspecific identification of tulare-
mia agent strains was carried out using the “F. tularensis-4c” system; analysis of the variability of the RD1 differentiation 
region, the sdhA gene, by applying the disk diffusion method using disks with erythromycin. Fragment Sanger sequen-
cing was performed on a 3500 XL genetic analyzer (Applied Biosystems, USA) taking into account the manufacturer’s 
recommendations. Sequence homology assessment was conducted using the BLAST algorithm, the GenBank NCBI 
database, MEGA11 v11.0.13 and Unipro UGENE v50.0 software. Results and discussion. Subspecies- and biovar-
specific mutations have been detected in the 23S rRNA gene. Promising regions of this gene for further investigation 
have been identified using fragment sequencing. A comprehensive scheme for intraspecific differentiation of tularemia 
microbe strains has been put forward, where at the first stage the subspecies and biovar japonica are determined, and at 
the second stage, the results are verified based on the determination of mutations in the 23S rRNA gene. The effective-
ness of the proposed integrated approach has been confirmed in a study of 97 collection strains of tularemia agent. The 
conducted research allows for rapid identification of tularemia agent strains of different subspecies and verification of 
their taxonomic appurtenance using molecular-genetic methods, expanding data on the circulation of various subspecies, 
biovars and subpopulations of the pathogen in Europe, Asia and other regions of the world.
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идентификация штаммов туляремийного ми-
кроба предусматривает определение принадлежно-
сти к подвиду, биовару и субпопуляции патогена. 
важность такой дифференциации связана с отли-
чиями по вирулентности штаммов возбудителя ту-
ляремии, относящихся к различным внутривидовым 
таксонам [1]. в настоящее время выделяют четыре 
подвида Francisella tularensis: tularensis, holarctica, 
mediasiatica и novicida; при этом подвид tularensis 
имеет две субпопуляции – AI и AII, holarctica – три 
биовара: japonica, эритромицинустойчивый EryR, 
эритромицинчувствительный EryS [2, 3].

в последние годы для определения подвидовой 
принадлежности возбудителя туляремии широкое 
применение получили молекулярно-генетические 
методы. среди них особое место занимает поли-
меразная цепная реакция (пцр). с использовани-
ем различных вариантов данного метода (пцр с 
гибридизационно-флуоресцентной [пцр-рв] или 
электрофоретической [пцр-эФ] детекцией, RAPD) 
предложены подходы для дифференциации как от-
дельных подвидов и биоваров патогена [3–5], так и 
практически всех внутривидовых таксонов [6–11]. 
однако все разработанные способы не позволяют 
определять принадлежность штаммов голарктиче-
ского подвида к биоварам EryR и EryS. ряд авторов 
показали возможность дифференциации этих биова-
ров на основании выявления единичной мутации в 
гене 23S ррнк: A2059C (нумерация нуклеотидов по 
последовательности Escherichia coli) [12–14]. 

возможность образования мутаций в геноме 
туляремийного микроба определяет необходимость 
использования для внутривидовой дифференциа-
ции нескольких подходов на основе молекулярно-
генетических технологий, которые направлены на 
выявление различных днк-мишеней: отдельных 
генов, участков, содержащих INDEL-маркеры или 
полиморфные нуклеотиды (SNP). в связи с этим 
представляется перспективным создание комплекс-
ной системы определения внутривидовой принад-
лежности штаммов туляремийного микроба, которая 
позволила бы, с одной стороны, выявить все подви-
ды, биовары и субпопуляции патогена, а с другой – 
верифицировать результаты исследования.

целью работы является разработка алгоритма 
внутривидовой дифференциации штаммов возбуди-
теля туляремии с использованием комплекса подхо-
дов, основанных на амплификационных и секвена-
ционных технологиях. 

материалы и методы

объектом исследования служили 97 штаммов 
туляремийного микроба из государственной коллек-
ции патогенных бактерий Фкун российский проти-
вочумный институт «микроб» роспотребнадзора, из 
них подвида tularensis AI – 2, tularensis AII – 4, media-
siatica – 3, holarctica bv. EryR – 53, holarctica bv. EryS –  
29, holarctica bv. japonica – 4, novicida – 2. Штаммы 
культивировали на FT-агаре (Фбун гнц пмб) в тече-
ние 36–48 ч при температуре (37±1) °с. из выросших 
культур готовили суспензии в 2 мл 0,9 % раствора на-
трия хлорида по фармакопейному стандартному об-
разцу мутности бактериальных взвесей 10 ме Фгбу 
«нцэсмп» минздрава россии, что соответствовало 
5·109 м.к./мл. обеззараживание проб осуществляли в 
соответствии с му 1.3.2569-09. выделение днк про-
водили с помощью набора реагентов «днк-сорб-в» 
в соответствии с инструкцией производителя.

определение чувствительности штаммов ту-
ляремийного микроба к эритромицину осущест-
вляли диско-диффузионным методом с использова-
нием дисков c антибиотиком 15 мкг/мл (Oxoid Ltd, 
великобритания).

для проведения реакции амплификации приме-
няли 10хпцр-буфер-б, 25 ммоль мgCl2, 25 ммоль 
смеси днтФ, фермент SynTaq днк-полимеразу с ак-
тивностью 5 ед/мкл с ингибирующими активность 
фермента антителами (ооо «синтол», россия).

амплификацию осуществляли в реакционной 
смеси, содержащей 10 пкмоль соответствующих 
праймеров, 0,2 ммоль днФ, 2,5 ед. фермента, по сле-
дующей программе: 95 °с – 5 мин; 40 циклов 95 °с – 
20 с, 60 °с – 30 с, 72 °с – 1 мин; 72 °с – 5 мин.

постановку пцр с гибридизационно-флуо рес-
центным учетом результатов осуществляли на при-
боре типа CFX96 (Bio-Rad, сШа), а с электрофоре-
тической детекцией – на амплификаторе Mastercycler 
nexus (Eppendorf, германия), визуализируя амплико-
ны в 2 % агарозном геле.

определение подвидовой принадлежности с ис-
пользованием разработанной нами системы «F. tula-
rensis-4c» осуществляли в соответствии с описанны-
ми ранее условиями [7], на основании анализа вариа-
бельности области дифференциации RD1 – методом 
пцр с электрофоретической детекцией, как указано 
в рекомендациях воз [5], и на основании выявления 
полиморфных нуклеотидов в гене sdhA – в соответ-
ствии с представленными данными [7].
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Фрагментное секвенирование по сэнгеру осу-
ществляли на генетическом анализаторе 3500 XL 
(Applied Biosystems, сШа) с учетом рекоменда-
ций производителя. для оценки гомологии после-
довательностей использовали алгоритм BLAST и 
базу данных GenBank NCBI, программу MEGA11 
v11.0.13 [16], дизайн праймеров и пцр in silico 
Unipro UGENE v50.0 [17].

результаты и обсуждение

оценка возможности и эффективности внутри-
видовой дифференциации штаммов туляремийно-
го микроба на основании изучения вариабельности 
гена 23S ррнк. ранее H. Rossow et al. [18] показали 
эффективность применения гена 23S ррнк в каче-
стве днк-мишени для выявления и идентифика-
ции штаммов туляремийного микроба, используя 
секвенирование фрагмента данного гена размером 
834 п.н. авторы определили принадлежность вы-
явленного в пробе патогена к F. tularensis holarctica. 
в работе E. Karlsson et al. [14] показаны единичные 
мутации, специфичные для голарктического подви-
да возбудителя туляремии: G160A, C1151T, T1340C, 
T2123C, C2716T; а также для его биоваров EryS/R: 
C588T, C1397T, C1526T, G2444A, C2519T, T2673T. 
несмотря на проанализированное авторами огра-
ниченное количество штаммов и не всех подвидов, 
было заявлено о возможности дифференциации под-
вида holarctica туляремийного микроба и его биова-
ров на основании определения единичных мутаций 
в гене 23S ррнк. 

ввиду небольшого количества представлен-
ных на тот момент в GenBank полногеномных по-
следовательностей F. tularensis в упомянутых рабо-
тах сравнение нуклеотидных последовательностей 
гена 23S ррнк проводилось с аналогичным геном 
E. coli. но гены 23S ррнк туляремийного микроба 
и кишечной палочки имеют значительные различия. 
поэтому мы использовали в качестве референтного 
штамм F. tularensis tularensis AI SchuS4 (GenBank 
№ AJ749949.2), а не E. coli. сравнительный анализ 
последовательностей генов 23S ррнк референт-
ных штаммов всех подвидов и биоваров возбуди-
теля туляремии, представленных в базе данных 
GenBank: F. tularensis tularensis AI SchuS4 (GenBank 
№ AJ749949.2) – референс, F. tularensis tularensis AII 
WY96-3418 (CP000608.1), F. tularensis mediasiatica 
FSC147 (CP000915.1), F. tularensis holarctica japo-
nica KU-1 (AP023460.1), F. tularensis holarctica EryS 
OSU18 (CP000437.1), F. tularensis holarctica EryR 
FSC200 (CP003862.1), F. tularensis novicida U-112 
(табл. 1), – подтверждает биспецифичность мутаций 
C588T, C1397T, C1526T, G2444A, C2519T, T2673T 
для биоваров EryS/R F. tularensis holarctica, заявлен-
ную в работе E. Karlsson et al. [14]. 

в то же время специфичные (по данным ав-
торов) для голарктического подвида SNP: G160A, 
T1340C – оказались характерны также для F. tula-

rensis novicida. помимо этого, нами выявлены три 
мутации, встречающиеся только у F. tularensis medi-
asiatica (A1375G, G2049A, A2707G), восемь – у F. tu-
larensis novicida (G133A, C137T, G143A, T159C, 
C342G, G1303T, A1477G, T2402C). установлено, что 
штаммы F. tularensis tularensis AII имеют замену в 
позиции 2155 (G→A), а для штаммов F. tularensis 
tularensis AI специфично наличие нуклеотида A905, 
который у всех других подвидов и биоваров заменен 
на нуклеотид G. еще одной интересной и важной на-
ходкой оказались две нуклеотидные замены, позво-
ляющие различать эритромицинчувствительный и 
эритромицинрезистентный биовары голарктическо-
го подвида – A2052C и A449G. полученные данные 
позволили предложить в качестве днк-мишеней 
для внутривидовой дифференциации туляремийно-
го микроба определенные фрагменты гена 23S ррнк 
и таксоноспецифичные полиморфные нуклеотиды, 
которые необходимо использовать для проведения 
анализа.

работа по подтверждению специфичности и 
стабильности выявленных in silico мутаций гена 
23S ррнк проведена на 48 штаммах туляремийного 
микроба, для которых ранее другими методами нами 
была определена подвидовая, биоварная и субпопу-
ляционная принадлежность [7]. для исследования 
подобраны две пары праймеров, обеспечивающие 
амплификацию фрагментов гена с 200 по 698 н. 
(23S FT-200 5’-ATTGAGATTCCCGTAGTAGTG-3’; 
23S FT-698 5’-GTACTACCTAATCTTCAACCTG-3’) 
и с 1700 по 2295 н. (23S FT-1700 5’-
GTAACTTTGGAAGAAGGTGTG-3’; 23S FT-2295 
5’-ACCTTCGTACTCCTCCGTTAC-3’).

показано, что все исследованные штаммы туля-
ремийного микроба подвидов tularensis, mediasiati-
ca, holarctica с учетом биоварной и субпопуляцион-
ной принадлежности несут в изученных фрагментах 
гена 23S ррнк мутации, характерные для каждого 
таксона, выявленные нами для референтных штам-
мов in silico (табл. 2).

однако при изучении фрагмента гена 200–698 н. 
у штамма F. tularensis novicida Like F6168 не обна-
ружена замена C342G, которая выявлена у штамма 
данного подвида U-112. в связи с этим нами изучен 
данный участок гена 23S ррнк у штаммов подвида 
novicida, представленных в базе данных GenBank 
NCBI. результаты исследования в сравнении с дан-
ными вариабельности данного гена у других под-
видов представлены в табл. 1. мутации G133A, 
C137T, G143A оказались специфичными только для 
штамма F. tularensis novicida U-112, мутации T159C, 
C342G, G1303T, A1477G в разной степени встреча-
ются у культур данного подвида и только полимор-
физм T2402C был характерен для всех выбранных 
для анализа штаммов F. tularensis novicida. среди 
выявленных в этой области мутаций подвидовую 
специфичность для F. tularensis novicida определяла 
только мутация T2402C. поэтому для идентифика-
ции этого подвида предложен дополнительный уча-
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сток гена 23S ррнк, ограниченный праймерами 23S 
FT-2200 5’-GAGATTCGAGGACAGTGTATG-3’, 23S 
FT-2599 5’-AGGGACCGAACTGTCTCAC-3’, обес-
печивающими амплификацию фрагмента с 2200 по 
2599 н. размером 400 п.н.

Разработка комплексной схемы внутриви-
довой дифференциации штаммов возбудите-
ля туляремии с помощью амплификационных 
и секвенационных технологий и ее апробация 
при исследовании коллекционных штаммов. при 
идентификации патогенных бактерий с помощью 
молекулярно-генетических методов важное значе-
ние имеет верификация полученных результатов. 
одним из перспективных подходов в этом направ-
лении является секвенирование днк-мишеней, по-
зволяющих установить точную таксономическую 
принадлежность изучаемых штаммов. основываясь 
на данном принципе нами предложена комплексная 
схема внутривидовой дифференциации штаммов ту-
ляремийного микроба, которая включает в себя два 
этапа исследования, первый из которых довольно 
быстр в исполнении, но имеет свои ограничения, 
а второй, при значительно большей продолжитель-
ности, позволяет достоверно определять таксономи-
ческую принадлежность франциселл. 

на первом этапе проводится определение при-
надлежности исследуемого штамма F. tularensis к 
подвидам с использованием пцр-системы «F. tula-
rensis-4c». на втором этапе проводится верификация 

результатов первого этапа методом секвенирования 
выявленных вариабельных фрагментов гена 23S 
ррнк: 200–698 н. и 1700–2295 н. – при исследова-
нии EryR и EryS подвидов tularensis, mediasiatica, ho-
larctica; 2200–2599 н. – F. tularensis novicida на осно-
вании выявления подвидо- и биовароспецифичных 
мутаций, также осуществляется дифференциация 
биоваров EryR и EryS голарктического подвида.

для апробации предложенной схемы внутри-
видовой дифференциации туляремийного микроба 
проведено изучение 97 штаммов патогена из разных 
географических регионов (табл. 3). 

применение комплексного подхода позволило 
на первом этапе быстро определить принадлежность 
исследуемых штаммов к подвидам, дифференциро-
вать биовар japonica голарктического подвида (время 
проведения исследования – до 3 ч в зависимости от 
количества исследуемых образцов), а на втором – 
подтвердить результаты первичного анализа по 
определению внутривидовых таксонов и дифферен-
цировать биовары EryR и EryS (занимает около 30 ч). 
таким образом, в течение 30 ч осуществлена иден-
тификация коллекционных штаммов туляремийного 
микроба с верификацией внутривидовой принад-
лежности: подвид, биовар, субпопуляция.

результаты исследования позволяют точно опре-
делять таксономию (подвид, биовар) штаммов F. tu-
larensis. предложеный системный подход не проти-
воречит данным, полученным при использовании 

Таблица 2 / Table 2

результаты определения специфичности мутаций во фрагментах гена 23S ррнк
Results of determining the specificity of mutations in fragments of the 23S rRNA gene

подвид, биовар,  
субпопуляция

Subspecies, biovar, 
subpopulation

Штамм
Strain

нуклеотидные замены в гене 23S ррнк
Nucleotide substitutions in the 23S rRNA gene

200–698 н. (n.) 1700–2295 н. (n.)

342 449 588 2049 2052 2123 2155

FTT AI SchuS4 (Reference) C A C G A T G

FTT AI O-328, о-402 ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪

FTT AII E-261, о/284, A-Cole в-399, о-419 ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ A

FTM а-61(117), а-142(112), а-148(120) ▪ ▪ ▪ A ▪ ▪ ▪

FTH EryR
м-498, 9, 84, 7, 359, 480, 219 “hare”, м-69, м-101,  
м-104, м-157, а-108, а-259, а-264, с-226, с-304,  

с-103, с-104, с-107
▪ G T ▪ C C ▪

FTH EryS 21-L, м-184, м-80, м-81, I-346, I-337, I-339, 6984, 
7000, к-910, в 25/12, в-300, I-328 ▪ ▪ T ▪ ▪ C ▪

FTH japonica Kosho, Ichijo, Miura, Yasoe ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ C ▪

FTN
U-112 G* ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪

Like F8186 ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪

примечания :  FTT AI – F. tularensis tularensis AI, FTT AII – F. tularensis tularensis AII, FTM – F. tularensis mediasiatica, FTH EryR – F. tularensis 
holarctica EryR, FTH EryS – F. tularensis holarctica EryS, FTH japonica – F. tularensis holarctica japonica, FTN – F. tularensis novicida;

зеленым цветом обозначены мутации, которые выявляются при секвенировании фрагмента гена 23S ррнк – 200–698 н., сиреневым – 1700–
2295 н.;

▪ идентичный нуклеотид;
* неспецифичная замена для FTN.

No te s :  FTT AI – F. tularensis tularensis AI, FTT AII – F. tularensis tularensis AII, FTM – F. tularensis mediasiatica, FTH EryR – F. tularensis holarc-
tica EryR, FTH EryS – F. tularensis holarctica EryS, FTH japonica – F. tularensis holarctica japonica, FTN – F. tularensis novicida;

green color indicates mutations that are detected by sequencing a fragment of the 23S rRNA gene – 200–698 n., lilac color  – 1700–2295 n.;
▪ identical nucleotide;
* non-specific substitution for FTN. 
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ранее описанных методов, проверенных на ограни-
ченном количестве штаммов. принадлежность под-
вида F. tularensis holarctica к биоварам EryR или EryS 
коррелирует с их чувствительностью к эритроми-
цину, определенной диско-диффузионным методом. 
представленные материалы подтвердили эффектив-
ность комплексной схемы для идентификации штам-
мов F. tularensis. 

исследование географической распространен-
ности таксонов показало, что большинство иссле-
дованных штаммов туляремийного микроба голарк-
тического подвида, выделенных на территории 
центрального (цФо), северо-кавказского (скФо) и 
Южного (ЮФо) федеральных округов, относились 
к эритромицинрезистентному биовару. культуры, 
патогена, изолированные в приволжском феде-
ральном округе (пФо) представлены обоими био-
варами практически в равной доле. на территории 
дальневосточного федерального округа (двФо) вы-
деляются только штаммы эритромицинчувствитель-
ного биовара. 

Штаммы возбудителя туляремии, выделен-
ные на территории казахстана, в 11 случаях из 18 
идентифицированы как F. tularensis holarctica EryR, 
четыре штамма – как F. tularensis holarctica EryS и 
три – как F. tularensis mediasiatica. два штамма, вы-
деленные на территории таджикистана, отнесены к 
F. tularensis holarctica EryR. при исследовании куль-
тур, изолированных на территории сШа, установ-
лено, что шесть штаммов голарктического подвида 
относятся к биовару EryS. кроме того, среди штам-
мов, выделенных на территории сШа и канады, 
выявлены штаммы F. tularensis tularensis субпопуля-
ций AI (2) и AII (4), а также два штамма F. tularensis 
novicida. для выяснения географической приурочен-
ности отдельных таксонов F. tularensis необходимы 
более широкие исследования. не вызывает сомне-
ния, что в этом случае предложенная комплексная 
система может быть полезна. 

в последние годы значительно расширились 
возможности внутривидовой дифференциации 
штаммов туляремийного микроба, в основном за 
счет использования молекулярно-генетических ме-
тодов, позволяющих выявлять особенности органи-
зации генома у разных подвидов: наличие или отсут-
ствие областей дифференциации RD или отдельных 
генов, INDEL-маркеров, полиморфных нуклеотидов, 
а также различия в расположении сайтов рестрик-
ции [6–11]. большинство предложенных подходов 
основаны на технологии пцр и с их применением 
невозможно определить все внутривидовые таксо-
ны. важным остается вопрос верификации получен-
ных данных. одним из перспективных направлений 
в решении данной задачи является использование 
комплекса методов, направленных на детекцию раз-
личных днк-мишеней с помощью амплификацион-
ных и секвенационных технологий.

H. Rossow et al. [18] продемонстрировали воз-
можность использования гена 23S ррнк в качестве 

днк-мишени для выявления и идентификации 
штаммов F. tularensis holarctica. позднее E. Karlsson 
et al. [14] определили единичные мутации, специ-
фичные для голарктического подвида возбудителя ту-
ляремии (G160A, C1151T, T1340C, T2123C, C2716T) 
и общие для биоваров EryS/R F. tularensis holarctica 
(C588T, C1397T, C1526T, G2444A, C2519T, T2673T) 
в этом гене.

на основе детального анализа нуклеотидных по-
следовательностей гена 23S ррнк у разных подвидов 
и биоваров туляремийного микроба нами расширены 
представления о типирующих возможностях этой 
мишени. специфичность мутаций для отдельных 
подвидов, биоваров и субпопуляций показана как при 
исследовании нуклеотидных последовательностей 
патогена, представленных в базе данных GenBank 
NCBI, так и при анализе ранее охарактеризованных 
по внутривидовой принадлежности коллекционных 
штаммов туляремийного микроба. у всех штаммов 
F. tularensis tularensis AI, как и у референсного штам-
ма этого таксона, определяется нуклеотид A905, в то 
время как у других подвидов и биоваров произошла 
замена этого нуклеотида на G; штаммы F. tularensis 
tularensis AII отличает замена G2155A; F. tularensis 
mediasiatica – A1375G, G2049A, A2707G; F. tularensis 
holarctica – C1151T, T1340C, T2123C, C2716T; F. tu-
larensis holarctica биовары EryS/R – C588T, C1397T, 
C1526T, G2444A, C2519T, T2673T; F. tularensis ho-
larctica биовар EryR – A2052C и A449G; F. tularensis 
novicida – T2402C. также акцентировано внимание 
на ценности гена 23S ррнк в качестве днк-мишени 
при идентификации подвида голарктика с диффе-
ренциацией его биоваров EryR и EryS. 

в результате проведенной работы выбраны 
три фрагмента гена: 200–698, 1700–2295 и 2200–
2599 н., – определение полиморфных нуклеотидов 
в которых позволяет дифференцировать все внутри-
видовые таксоны патогена. мутации в первых двух 
указанных фрагментах позволяют дифференциро-
вать штаммы F. tularensis подвидов tularensis, media-
siatica, holarctica; в третьем – F. tularensis novicida.

разработанная комплексная схема внутривидо-
вой дифференциации культур туляремийного микро-
ба включает два этапа. на первом этапе – опреде-
ление подвидовой принадлежности франциселл и 
биовара japonica F. tularensis holarctica исследуемого 
штамма возбудителя туляремии с использованием 
одного из предложенных подходов методом пцр, на 
втором – дифференциация всех биоваров голаркти-
ческого подвида при выявлении подвидо- и биова-
роспецифичных мутаций в гене 23S ррнк методом 
фрагментного секвенирования и верификация полу-
ченных на первом этапе результатов. время каждо-
го этапа – до 3 и 30 ч соответственно. в результате 
такого исследования можно провести определение 
всех известных на сегодняшний день подвидов, 
биоваров и субпопуляций туляремийного микроба. 
эффективность предложенного комплексного под-
хода подтверждена при изучении 97 штаммов пато-
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гена из фонда государственной коллекции патоген-
ных бактерий Фкун российский противочумный 
институт «микроб» роспотребнадзора.

полученные нами результаты дополняют све-
дения о распространенении на территории европы 
и азии штаммов туляремийного микроба голаркти-
ческого подвида эритромицинчувствительного и 
эритромицинрезистентного биоваров, полученные 
р.и. куделиной и н.г. олсуфьевым [19], а также дан-
ные E. Karlsson et al. [14] о встречаемости данных 
биоваров во всем мире.

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

финансирование. авторы заявляют об отсут-
ствии дополнительного финансирования при прове-
дении данного исследования.
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