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Цель исследования – создание и изучение иммуногенных свойств штамма Francisella tularensis 15 НИИЭГ без 
гена sodC, кодирующего CuZn-зависимую супероксиддисмутазу. Материалы и методы. Делецию гена sodC из 
хромосомы туляремийного микроба проводили методом аллельного обмена с использованием суицидного плаз-
мидного вектора pGM5. Модифицированный фрагмент хромосомы без структурной части гена sodC создавали 
объединением ампликонов, синтезированных методом ПЦР с помощью двух пар праймеров. Для переноса плаз-
мид в бактерии Escherichia coli и F. tularensis использовали метод электропорации. Для иммунизации и заражения 
использовали мышей линии BALB/c. Для оценки реактогенности штаммов для мышей определяли средний вес 
животных в группах. Результаты и обсуждение. Методом аллельного обмена создан штамм F.  tularensis 15ΔsodC, 
в хромосоме которого отсутствовал фрагмент размером 545 п.о. со структурной частью гена sodC. Данный штамм 
не отличался по вирулентности и реактогенности от исходного штамма 15 НИИЭГ, но мыши, иммунизированные 
делетированным вариантом вакцинного штамма, легче переносили экспериментальную инфекцию, вызванную 
природным штаммом F. tularensis subsp. mediasiatica А-678. Сделано предположение, что удаление гена sodC мо-
жет улучшить иммуногенные свойства штамма туляремийного микроба при целенаправленном конструировании 
перспективного кандидата для создания современной туляремийной вакцины со сниженной реактогенностью.
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Abstract. The aim of the study was to create and study the immunogenic properties of Francisella tularensis strain 
15 NIIEG without the sodC gene encoding CuZn-dependent superoxide dismutase. Materials and methods. Deletion 
of the sodC gene from the chromosome of the tularemia microbe was performed applying the allelic exchange method 
using the suicide plasmid vector pGM5. The modified chromosome fragment without the structural part of the sodC gene 
was constructed by combining amplicons synthesized via PCR using two pairs of primers. Electroporation was used to 
transfer plasmids into Escherichia coli and F. tularensis bacteria. BALB/c mice were used for immunization and infec-
tion. To assess the reactogenicity of the strains for mice, the average weight of animals in groups was determined. Results 
and discussion. The allelic exchange method was used to create the F. tularensis 15ΔsodC strain, in the chromosome 
of which a 545 bp fragment with the structural part of the sodC gene was missing. This strain did not differ in virulence 
and reactogenicity from the original strain 15 NIIEG, but mice immunized with the deleted version of the vaccine strain 
more easily tolerated the experimental infection caused by the natural strain F. tularensis subsp. mediasiatica A-678. It 
has been suggested that deletion of the sodC gene may improve the immunogenic properties of the tularemia microbe 
strain in the targeted design of a promising candidate for the creation of a modern tularemia vaccine with reduced reac-
togenicity.
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В настоящее время для профилактики туляре-
мии в Российской Федерации используют живую 
туляремийную вакцину, созданную на основе штам-
ма Francisella tularensis subsp. holarctica 15 линии 
НИИЭГ [1]. Коммерческая туляремийная вакцина, 
несмотря на высокую эффективность, вызывает у 
6–10 % провакцинированных людей нежелательные 
реакции транзиторного характера в виде лимфаде-
нитов, повышения температуры, недомогания и по-
явления послепрививочных эритем [2, 3]. Поэтому 
проблема целенаправленной генетической аттенуа-
ции вакцинного штамма для снижения его реакто-
генности при сохранении и улучшении иммуноген-
ности является актуальной, позволяющей расши-
рить охват прививаемого контингента населения, 
в частности людей с ослабленным иммунитетом и 
детей [3].

У возбудителя туляремии, как и у большинства 
бактериальных патогенов, в геноме присутствует 
ген sodC, кодирующий периплазматическую CuZn-
содержащую супероксиддисмутазу (SodC), которая 
является компонентом системы защиты патогена от 
супероксидных радикалов (O–2), вырабатываемых 
макроорганизмом [4]. По литературным данным, 
делеция гена sodC в хромосоме штамма F. tularensis 
LVS приводит к снижению скорости размножения 
модифицированного варианта в макрофагах и уров-
ня транзиторной обсемененности органов инфици-
рованных мышей [5]. Однако при оценке протектив-
ных свойств модифицированного варианта штамма 
LVS без гена sodC лабораторных мышей заражали не 
природным штаммом F. tularensis, а слабовирулент-
ным вакцинным штаммом LVS [5]. 

Цель исследования – создание и изучение им-
муногенных свойств штамма F. tularensis 15 НИИЭГ 
без гена sodC, кодирующего CuZn-зависимую супе-
роксиддисмутазу. В работе приведены результаты 
по созданию делеционного варианта штамма F. tula
rensis 15 НИИЭГ без гена sodC и данные о влиянии 
отсутствия CuZn-содержащей супероксиддисмутазы 
в бактериях на транзиторное снижение веса мышей 
линии BALB/c после иммунизации, а также на про-
тективные свойства модифицированного штамма по 
сравнению со штаммом F. tularensis 15 НИИЭГ при 
заражении иммунных мышей природным вирулент-
ным штаммом F. tularensis subsp. mediasiatica.

Материалы и методы

Бактериальные штаммы, плазмиды и праймеры, 
использованные в работе, представлены в табл. 1. 

Штаммы Escherichia coli выращивали на 
плотной и в жидкой питательной среде Лурия – 
Бертани при температуре 37 °С [9], при необходи-
мости в среды добавляли антибиотики (100 мкг/мл  
ампициллина или 20 мкг/мл хлорамфеникола). 
Штаммы F. tularensis выращивали на FT-агаре 
(ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск, Россия) и в жидкой пи-
тательной среде (ЖПС) [10] при температуре 37 °С. 

При необходимости в среды добавляли 100 мкг/мл 
полимиксина B, 3 мкг/мл хлорамфеникола и 5 % 
сахарозы. Для определения времени удвоения опти-
ческой плотности культур на длине волны 595 нм 
в 10 мл ЖПС, внесенные в колбу объемом 100 мл, 
засевали 1 мл бактериальной суспензии, приготов-
ленной по стандарту мутности ОСО 42-28-85-2012 
(ФГБУ НЦЭСМП, Россия) из ночной агаровой куль-
туры. Образцы для измерения оптической плотности 
отбирали через 2, 4 и 6 ч инкубирования на качалке 
при встряхивании с частотой 180 об/мин. 

Генно-инженерные операции с клетками E. coli 
проводили по методикам, изложенным в [11]. Для 
переноса плазмидной ДНК в бактерии F. tularensis 
использовали метод электропорации бактерий [12]. 
Праймеры конструировали на основе нуклеотидной 
последовательность генома F. tularensis ssp. holarctica 
LVS (Gen Bank NCBI, NC_007880.1). Для амплифика-
ции целевых фрагментов ДНК F. tularensis в качестве 
матрицы использовали термоинактивированный бак-
териальный лизат клеток F. tularensis в концентрации 
1·109 м.к./мл. Для приготовления ДНК-библиотек 
культур исследуемого штамма использовали набор 
MGIEasy Universal DNA Library Prep Set (Wuhan MGI 
Tech Co., Ltd, КНР) в соответствии с рекомендация-
ми производителя. Фрагментацию молекул ДНК осу-
ществляли в системе ультразвуковой фрагментации 
BioRuptor (Diagenode, США). Полногеномное сек-
венирование осуществляли на платформе MGISEQ-
2000RS с использованием набора для секвенирова-
ния MGISEQ-2000 PE150 High-throughput Sequencing 
Set (Wuhan MGI Tech Co., Ltd, КНР) в соответствии с 
рекомендациями производителя.

На первом этапе были получены ампликоны с 
фрагментами генома F. tularensis 15 НИИЭГ до и по-
сле гена sodC, с помощью пар праймеров SodCL-F/
SodCL-R и SodCR-F/SodCR-R (ООО «Синтол», 
Россия). Полученные ампликоны обрабатывали ре-
стриктазами SalI/BamHI (правое плечо) и SalI/BglII 
(левое плечо), объединяли и встраивали в SalI-сайт 
плазмиды pGM5 с помощью ДНК-лигазы. Созданная 
рекомбинантная плазмида была перенесена в клетки 
штамма E. coli DH5α методом электропорации [13]. 
Трансформанты с целевой плазмидой отбирали 
по фенотипу ApRCmRXgal– с последующим ПЦР-
анализом ДНК клонов с использованием пары прай-
меров SodCL-F/SodCR-R. В результате был отобран 
клон с плазмидой pGMΔsodC, содержащей фрагмент 
генома F. tularensis без структурной части гена sodC. 
Для встраивания суицидной плазмиды pGMΔsodC 
в хромосому F. tularensis плазмиду трансформиро-
вали методом электропорации в клетки вакцинного 
штамма туляремийного микроба. Клоны с интегри-
рованной плазмидой pGMΔsodC отбирали на среде 
FT-агар, содержащей 10 мкг/мл хлорамфеникола и 
100 мкг/мл полимиксина B. Методом ПЦР с прай-
мерами SodCL-F/SodCR-R подтвердили наличие в 
ДНК отобранного клона двух копий участка хромо-
сомы с геном sodC и без данного гена. Для удале-
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Таблица 1 / Table 1

Бактериальные штаммы, плазмиды и праймеры
Bacterial strains, plasmids and primers

Название
Name

Характеристика
Feature

Источник или ссылка
Source or link

Штаммы / Strains

F. tularensis 15 линии 
НИИЭГ
F. tularensis 15 NIIEG

subsp. holarctica, вакцинный / vaccine
«ГКПМ-Оболенск»*
“SCPM-Obolensk”*

F. tularensis 15ΔsodC
F. tularensis 15 НИИЭГ с делетированным геном sodC

F. tularensis 15 NIIEG with deleted sodC gene
Данная работа
Current work

F. tularensis А-678
subsp. mediasiatica, природный штамм, выделенный из клещей в Алтайском крае в 2011 г.

subsp. mediasiatica, natural strain isolated from ticks in the Altai Territory in 2011

«ГКПМ-Оболенск»
“SCPM-Obolensk”

[6]

E. coli DH5α F– (φ80dlacZΔM15) recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17(rk
–mk

+) supE44 relA1 deoR Δ(lacZYA-argF) 
U169

«ГКПМ-Оболенск»
“SCPM-Obolensk”

[7]

Плазмиды / Plasmids

pGM5 AmpR, CmR, sacB [8]

pGM∆sodC

AmpR, CmR, sacB, фрагмент ДНК F. tularensis 15 НИИЭГ, 1,69 т.п.о. с делецией 530 п.о.  
в структурной части гена sodC

AmpR, CmR, sacB, DNA fragment of F. tularensis 15 NIIEG, 1.69 kbp with a deletion of 530 bp  
in the structural part of the sodC gene

Данная работа
Current work

Праймеры / Primers

Для амплификации участка генома, расположенного до гена sodC («левое плечо»)
To amplify the region of the genome located before the sodC gene (“left shoulder”)

SodCL-F 5'-AAAGTCGACAACGACAGCATATTGCCACTCATAG-3' Данная работа
Current workSodCL-R 5'-AAAGGATCCCACCTCCAAAATTTAGGTCATATC-3'

Для амплификации участка генома, расположенного после гена sodC («правое плечо»)
To amplify the region of the genome located after the sodC gene (“right shoulder”)

SodCR-F 5'-AAAAGATCTGTGCTAGAATGTGGTGTGGAGTTA-3' Данная работа
Current workSodCR-R 5'-AAAGTCGACCATATCAATATGACCTTTCTTTGGC-3'

Для амплификации гена sodC
For amplification of the sodC gene

sodC-KF 5'-CGTATCAGCTAAAGTGATAATCGGT-3 Данная работа
Current worksodC-KR 5'-GACAAAATACTGCAACACCAACAGC-3

Для амплификации гена cat плазмиды pC194
For amplification of the cat gene of the plasmid pC194

CCF 5'-ACAATTGGAAGAGAAAAGA-3'
[8]

CCR 5'-CTATCTGACAATTCCTGA-3'

П ри мечан и е :  * «ГКПМ-Оболенск» – Государственная коллекция патогенных микроорганизмов и клеточных культур на базе ФБУН 
«Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора.

N o te :  * “SCPM-Obolensk” – State Collection of Pathogenic Microorganisms and Cell Cultures at the Federal Budgetary Scientific Institution “State 
Scientific Center of Applied Microbiology and Biotechnology” of the Rospotrebnadzor. 

ния одной копии этого участка в результате гомоло-
гичной рекомбинации культуру клона выращивали 
на FT-агаре в течение 22 ч при температуре 37 °С,  
а затем рассевали до изолированных колоний на FT-
агар с 100 мкг/мл полимиксина B и 5 % сахарозы. 
Клоны с фенотипом Suc– отбирали через 72 ч инкуба-
ции и затем их проверяли на фенотип CmS. На заклю-
чительном этапе аллельного обмена среди клонов с 
фенотипом CmSSuc– методом ПЦР с использовани-
ем контрольных праймеров sodC-KF/sodC-KR вы-
являли клоны, в хромосоме которых отсутствовала 
структурная часть гена sodC. Для дополнительного 

контроля отсутствия гена cat в сконструированном 
штамме F. tularensis 15ΔsodC использовали метод 
ПЦР с парой праймеров CCF/CCR. 

В работе использовали инбредных мышей ли-
нии BALB/c обоего пола в возрасте 6–8 недель и 
весом 18–20 г (питомник «Пущино», Филиал ин-
ститута биоорганической химии РАН, г. Пущино, 
Московская обл., Россия). Содержание животных и 
манипуляции с ними выполняли в виварии, соответ-
ствующем требованиям GAC (Good Animal Care [14]) 
и протоколу № P03-20 комитета по биоэтике  
ФБУН ГНЦ ПМБ Роспотребнадзора.
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В паховую область животным вводили под-
кожно 0,2 мл бактериальной суспензии, используя 
иглу 23G. Наблюдение за животными вели в течение 
30 суток. Для определения веса групп мышей ис-
пользовали весы с точностью измерения 0,1 г. 

Определение DCL100 и LD50 штаммов F. tularensis 
проводили по общепринятым методикам. 

Иммунным группам мышей подкожно вво-
дили 0,2 мл суспензии тест-заражающего штамма 
F. tularensis А-678 в дозе 5·103 КОЕ (1000 Dcl). За со-
стоянием животных наблюдали в течение 21 суток.

Для статистической обработки результатов ис-
пользовали программу Excel. Величины LD50 опре-
деляли по методу Г. Кербера (G. Kеrber) в модифика-
ции И.П. Ашмарина и А.А. Воробьева [15].

Результаты и обсуждение

Для исследования роли гена sodС штамма 
F. tularensis 15 НИИЭГ в реактогенности и протек-
тивности живой туляремийной вакцины был создан 
делеционный вариант вакцинного штамма без гена 
sodС методом аллельного обмена. Суицидная плаз-
мида pGMΔsodC, содержащая фрагмент ДНК хро-
мосомы с делетированной структурной частью гена 
sodС, была создана на основе суицидного вектора 
pGM5. Делеционный фрагмент генома F. tulatensis 
без структурной части гена sodC размером 545 п.о. 
был синтезирован в результате объединения двух 
ампликонов размером 940 п.о. (5'-левое плечо) и 
746 п.о. (3'-правое плечо), полученных при исполь-
зовании праймеров SodCL-F/SodCL-R и SodCR-F/
SodCR-R, фланкирующих участки, примыкающие к 
гену sodC (рисунок). 

В результате замены нативного фрагмента ДНК 
в области гена sodC на модифицированный без 
структурной части гена sodC в штамме F. tularen-
sis 15 НИИЭГ получен штамм F. tularensis 15ΔsodC. 
Анализ нуклеотидной последовательности генома 
F. tularensis 15ΔsodC в районе гена sodC подтвердил 
отсутствие структурной части гена sodC.

Созданный штамм F. tularensis 15ΔsodC по виру-
лентности для мышей линии BALB/c при внутрикож-
ном заражении достоверно не отличался от штамма 
15 НИИЭГ, LD50 которого составляла (1016±200) КОЕ. 
Одной из характеристик реактогенности вакцинного 
штамма является степень транзиторного снижения 

веса экспериментальных животных после иммуни-
зации. В табл. 2 приведены данные относительного 
снижения среднего веса мышей в эксперименталь-
ной и контрольной группе (по 5 животных в группе) 
до 21-го дня наблюдения. Мыши, иммунизированные 
штаммом 15ΔsodC, на 4-е сутки снизили вес на 5 %, 
это снижение практически не отличалось от падения 
веса у группы сравнения, иммунизированной штам-
мом 15 НИИЭГ (4 %). Данная тенденция сохранилась 
и к 7-му дню наблюдения: снижение веса составило 
8 % в обоих случаях. К 14-му дню средний вес в груп-
пе животных, иммунизированных штаммом 15ΔsodC, 
достиг исходного значения, тогда как в группе срав-
нения вес достиг 96 % от исходного. К 21-му дню 
веса в обоих группах достигли исходных значений, 
тогда как в группе интактных мышей вес превысил 
исходный на 24 %.

Для оценки уровня защиты экспериментальных 
мышей, иммунизированных штаммом F. tularensis 
15ΔsodC, от заражения природным штаммом в данной 
работе был использован вирулентный штамм F. tula
rensis subsp. mediasiatica А-678, DCL которого для 
мышей составлял менее 10 КОЕ. Экспериментальную 
группу и группу сравнения иммунных животных за-
ражали подкожно дозой 5·103 КОЕ/мышь. В обеих 
группах мышей в течение всего периода наблюде-
ния (30 сут) гибель животных отсутствовала. Одной 
из характеристик тяжести инфекционного процесса 
в зараженном организме, помимо гибели и среднего 
срока жизни животных, является транзиторная по-
теря веса у инфицированных животных. В табл. 3 

Схема участка хромосомы F. tularensis 15 НИИЭГ в области гена 
sodC. Стрелками указано расположение праймеров, использо-
ванных для получения ампликонов с левым и правым плечами, 
примыкающими к структурной части гена sodC

Scheme of the F. tularensis 15 NIIEG chromosome region in the 
sodC gene area. Arrows indicate the location of the primers used to 
obtain the left and right amplicons adjacent to the structural part of 
the sodC gene 

Таблица 2 / Table 2

Динамика изменения среднего веса мышей линии BALBc  
после иммунизации штаммами F. tularensis 15ΔsodC и 15 НИИЭГ 

дозой 1·102 КОЕ
Dynamics of changes in the average weight of BALBc mice  

after immunization with F. tularensis strains 15ΔsodC and 15 NIIEG  
at a dose of 1·102 CFU

Группа мышей, иммунизированных 
штаммом F. tularensis

A group of mice immunized  
with F. tularensis strain

Сутки / Относительный вес
Day / Relative weight

0 4 7 14 21

15ΔsodC 1 0,95 0,92 1,00 1,00

15 НИИЭГ / 15 NIIEG 1 0,96 0,92 0,96 1,00

Интактные / Intact 1 1,02 1,07 1,15 1,24

Таблица 3 / Table 3

Динамика изменения среднего веса иммунных мышей  
линии BALBc после заражения штаммом F. tularensis A-678  

дозой 5·103 КОЕ
Dynamics of changes in the average weight of immune BALBc mice 

after infection with F. tularensis A-678 strain  
at a dose of 5·103 CFU

Группа мышей, иммунизированных 
штаммом F. tularensis

A group of mice immunized with  
F. tularensis strain

Сутки / Относительный вес
Day / Relative weight

0 4 7 14

15ΔsodC 1 0,99 0,94 1,05

15 НИИЭГ / 15 NIIEG 1 0,90 0,90 0,97
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приведены данные относительного снижения средне-
го веса мышей в экспериментальной группе и груп-
пе сравнения. Мыши, иммунизированные штаммом 
15ΔsodC, после заражения вирулентным штаммом на 
4-е сутки практически не среагировали на введение 
патогенной культуры – снижение веса составило не 
более 1 %, тогда как заражение группы мышей, имму-
низированных штаммом 15 НИИЭГ, привело к сни-
жению веса животных на 10 %. К 7-му дню наблю-
дения в экспериментальной группе ускорилось сни-
жение веса до 6 % от исходного, тогда как в группе 
сравнения средний вес мышей не изменился. К 14-му 
дню средний вес в группе животных, иммунизирован-
ных штаммом 15ΔsodC, превысил исходный на 5 %,  
а в группе сравнения не достиг исходного значения. 

В данной работе подтверждена эффективность 
использования суицидной плазмиды pGM5 для про-
ведения аллельного обмена в геноме туляремийного 
микроба [8]. Созданный модифицированный вари-
ант штамма F. tularensis 15 НИИЭГ без гена sodC по-
зволил приступить к изучению роли кодируемой дан-
ным геном CuZn-зависимой супероксиддисмутазы в 
метаболизме микроба. Делеция структурной части 
гена sodC в хромосоме туляремийного микроба не 
изменила микробиологические свойства модифици-
рованного штамма по сравнению с исходным штам-
мом. Так, время удвоения оптической плотности 
клеток F. tularensis 15ΔsodC в жидкой питательной 
среде составляло 2 ч, что практически не отличалось 
от вакцинного штамма 15 НИИЭГ, и время появле-
ния видимых колоний на FT-агаре в обоих случаях 
составляло 48 ч. Полученные результаты указывают 
на второстепенную роль фермента SodC в метабо-
лизме туляремийного микроба in vitro и in vivo, в от-
личие от железозависимой супероксиддисмутазы, 
кодируемой геном sodB, жизненно необходимой для 
размножения F. tularensis [16].

Сравнение транзиторного снижения веса мышей 
после иммунизации бактериями F. tularensis 15ΔsodC 
и 15 НИИЭГ не выявило влияния продукта гена sodC 
на экспериментальных мышей. Хотя по литератур-
ным данным модифицированный штамм F. tularensis 
без гена sodC, созданный на основе штамма LVS, 
обладал сниженной способностью к размножению 
в мышиных макрофагах [5]. Однако реакция на за-
ражение вирулентным штаммом была менее выра-
женной у группы мышей, иммунизированных бакте-
риями F. tularensis 15ΔsodC, чем у группы мышей, 
иммунизированных штаммом 15 НИИЭГ. Данное 
наблюдение, вероятно, указывает на персистенцию 
модифицированного штамма в органах иммунной 
системы и на преобладание вакцинального процес-
са над воспалительным в случае штамма 15ΔsodC. 
Проверка данного предположения является пред-
метом последующих исследований. Возможно, уда-
ление гена sodC из хромосомы позволит улучшить 
иммуногенные свойства штамма туляремийного 
микроба при целенаправленном конструировании 
перспективного кандидатного штамма для создания 

современной туляремийной вакцины со сниженной 
реактогенностью.
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