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Цель работы – сравнительный анализ информативности диагностических методов при исследовании различ-
ных объектов окружающей среды на наличие маркеров возбудителя туляремии; молекулярно-генетическая харак-
теристика штаммов возбудителя туляремии. Материалы и методы. Проведен сравнительный анализ эффектив-
ности методов диагностики туляремии (ПЦР, РНАт, ИХ-тест) в различных образцах полевого материала из очагов 
Ростовской области, Луганской (ЛНР) и Донецкой (ДНР) народных республик, Запорожской и Херсонской обла-
стей за период с 2020 по 2023 г. Молекулярно-генетическую характеристику штаммов, выделенных из различных 
источников, получали с помощью VNTR-типирования с последующим построением дендрограммы методом NJ. 
Результаты и обсуждение. Сравнительный анализ эффективности используемых методов диагностики показал, 
что биологический метод остается золотым стандартом для обнаружения живых бактерий Francisella tularensis 
в полевом материале. Серологические методы, основанные на выявлении специфических антигенов, являются 
надежным маркером циркуляции возбудителя в очаге туляремии в случаях, когда не удается выделить живые 
бактерии. При сомнительных результатах РНАт дополнительно эти пробы исследовались с помощью иммунохро-
матографических тестов. Как установлено при исследовании материала из гнездово-норового субстрата, погадок 
птиц и помета хищных млекопитающих, наиболее информативным методом является РНАт. В то же время, со-
гласно полученным нами данным, для проб из таких объектов окружающей среды, как сено, зерно, фураж, вода 
и др., наиболее адекватными являются методы ПЦР-диагностики. Изученная 31 культура F. tularensis представле-
на шестью индивидуальными VNTR-генотипами. Наибольшее число генотипов (4 из 6) выявлено среди мелких 
млекопитающих, два генотипа обнаружено у клещей и один – в водном источнике. Сочетанное использование 
серологических и молекулярно-биологических методов позволяет повысить достоверность и точность выявления 
возбудителя туляремии в объектах окружающей среды.
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Abstract. The aim of the work was to perform a comparative analysis of the informative value of diagnostic methods 
in the study of various environmental objects for the presence of tularemia agent markers; molecular-genetic characte
rization of strains of the causative agent of tularemia. Materials and methods. A comparative analysis of effectiveness 
of diagnostic methods for tularemia indication: PCR (polymerase chain reaction), AbNT (antibody neutralization test), 
ICT (immune-chromatographic test) in various samples of field material from the foci of the Rostov Region, Lugansk 
People’s Republic, Donetsk People’s Republic, Zaporozhe and Kherson Regions for the period of 2020–2023 was car-
ried out. The molecular-genetic characteristics of the strains isolated from various sources was obtained using VNTR 
typing followed by the construction of a dendrogram applying the NJ method. Results and discussion. The comparative 
analysis of the effectiveness has shown that the biological method remains the gold standard for detecting live bacteria, 
Francisella tularensis, in field material. Serological methods based on the detection of specific antigens are a reliable 
marker of the pathogen circulation in the focus of tularemia in cases where it is not possible to isolate live culture. If 
the AbNT results were questionable, the samples were additionally investigated using immune-chromatographic tests. 
It has been established that AbNT is the most informative method when studying the material from the nesting and bur-
rowing substrate, bird regurgitates and droppings of predatory mammals. At the same time, according to our data, PCR 
diagnostic methods are the most adequate ones in relation to such environmental objects as hay, grain, fodder, water, etc.  
The 31 F. tularensis cultures studied are represented by six individual VNTR genotypes. The largest number of geno-
types (4 out of 6) was found among small mammals, two genotypes were indicated in ticks and one – in a water sample. 
The combined use of serological and molecular-biological methods makes it possible to increase the reliability and  
accuracy of detecting the causative agent of tularemia in environmental objects.
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Туляремия, одна из наиболее распространенных 
и опасных природно-очаговых инфекций, представ-
ляет значительную угрозу для населения, поскольку 
ее очаги отличаются стабильностью и встречаются 
во всех регионах России, включая Ростовскую об-
ласть (РО), Луганскую (ЛНР) и Донецкую (ДНР) 
народные республики, Запорожскую и Херсонскую 
области [1–3]. Устойчивость очагов обусловлена 
своеобразием паразитарных систем, определяемых 
биологическими особенностями возбудителя, пере-
носчиков, носителей.

В последние годы наблюдается устойчивая тен-
денция к активизации природных очагов туляремии 
после длительного периода относительного затишья 
[4, 5]. В связи с этим проведение регулярного мони-
торинга состояния очагов и совершенствование ме-
тодов диагностики приобретают особую важность 
для своевременной профилактики и борьбы с забо-
леванием. 

Методы диагностики туляремии включают 
как традиционные (серологические, бактериологи-
ческие, биологические), так и современные моле
кулярно-генетические технологии. В частности, для 
обнаружения ДНК туляремийного микроба широко 
используется полимеразная цепная реакция в ре-
альном времени (РТ ПЦР), а для обнаружения анти-
генов – серологические реакции (РНАт, РНГА, РА, 
ИФА, РКОА). Анализ данных литературы послед-
них лет показывает достаточную эффективность 
применения различных вариантов реакции микроаг-
глютинации в качестве скринингового метода [6, 7]. 
Все более популярным становится иммунохромато-
графический анализ (ИХ-тест) благодаря своей вы-
сокой специфичности и удобству. Актуальным для 
молекулярной диагностики туляремии является при-
менение аптамеров для мониторинга уровня биомар-
керов в крови или других биологических жидкостях. 
Аптамеры – это короткие одноцепочечные нуклеи-
новые кислоты или пептиды, которые специфически 
связываются с мишенью, такой как молекула белка, 
вируса или клетки. Они могут быть спроектированы 
для определенной мишени и иметь высокую аффин-
ность и специфичность, что делает их идеальными 
для использования в медицине, фармакологии и био-
технологии. Применение аптамеров в диагностике 
позволяет создавать быстрые и чувствительные те-
сты для обнаружения различных заболеваний [8].

При выделении чистой культуры Francisella 
tularensis для молекулярно-генетической харак-
теристики штаммов в практику внедрены VNTR-
анализ (MLVA-типирование), INDEL-типирование, 
полногеномное секвенирование, SNP-анализ [9, 10]. 
Развитие метода MLVA-типирования позволило со
здать инструменты для адекватной дифференциации 
штаммов возбудителя туляремии и упростило межла-
бораторное сравнение полученных данных [11–14].

Тем не менее для обнаружения живых бакте-
риальных клеток наиболее чувствительным остает-
ся биологический метод с использованием модели 
высокочувствительных к инфекции белых мышей, 
позволяющий выявить даже единичные микробные 
клетки.

Однако в литературе не систематизировано ис-
пользование тех или иных диагностических методов 
при исследовании различных объектов окружающей 
среды. В связи с этим целью настоящей работы яви-
лись сравнительный анализ информативности диа-
гностических методов при исследовании различных 
объектов окружающей среды на наличие маркеров 
возбудителя туляремии, молекулярно-генетическая 
характеристика штаммов возбудителя туляремии.

Материалы и методы

В период с 2020 по 2023 г. в ФКУЗ Ростовский-
на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора 
было проведено 4115 исследований полевого ма-
териала из очагов РО, ДНР, ЛНР, Запорожской и 
Херсонской областей. Наличие ДНК F. tularensis в 
пробах первичного полевого материала определяли 
методом РТ ПЦР. Экстракцию ДНК из образцов по-
левого материала производили с помощью набора 
реагентов «Проба НК» (НПФ «ДНК-Технология», 
Москва). Детекцию ДНК F. tularensis проводили 
с применением набора реагентов «Ген Francisella 
tularensis-РГФ» (ФКУН Российский противочумный 
институт «Микроб» Роспотребнадзора, Саратов). 
Наличие специфического туляремийного антиге-
на определяли методами РНАт с использованием 
набора реагентов диагностикум эритроцитарный 
туляремийный ангигенный жидкий «РНГА-Тул-Аг-
СтавНИПЧИ» (ФКУЗ Ставропольский противо-
чумный институт Роспотребнадзора, Ставрополь) 
и ИХ-тест с помощью иммунохроматографической 

Key words: Francisella tularensis, diagnostic methods, phylogenetic analysis of strains.

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.

Funding: The authors declare no additional financial support for this study.
Corresponding author: Natalia V. Pavlovich, e-mail: info@tularemia.ru.
Citation: Makhmudov R.S., Sorokin V.M., Tsimbalistova M.V., Anisimova A.S., Aronova N.V., Gasanov G.A., Pavlovich N.V. Evaluation of the Effectiveness of 

Methods for Detecting Francisella tularensis in the Study of Field Material and Characterization of Isolated Strains of the Pathogen. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii 
[Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2026; 2:156–162. (In Russian). DOI: 10.21055/0370-1069-2026-2-156-162

Received 24.06.2025. Revised 15.10.2025. Accepted 27.01.2026.

Makhmudov R.S., ORCID: https://orcid.org/0009-0006-7679-032X		  Aronova N.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-7772-9276
Sorokin V.M., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1835-1496		  Gasanov G.A., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0121-521X
Tsimbalistova M.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-4091-649Х		  Pavlovich N.V., ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8287-4294
Anisimova A.S., ORCID: https://orcid.org/0000-0002-4010-2138



158

Проблемы особо опасных инфекций. 2026; 2						      Оригинальные статьи

тест-системы для экспресс-выявления и идентифи-
кации возбудителя туляремии «ИХ-тест-система 
F. tularensis» (ФБУН ГНЦ ПМБ Роспотребнадзора, 
Оболенск). При положительных результатах в одной 
из реакций образцы дополнительно изучались для 
детекции живых бактерий F. tularensis с помощью 
биологической пробы на модели высокочувстви-
тельных к инфекции белых мышей.

Для изучения генетического разнообразия вы-
деленных штаммов использовали метод VNTR-
типирования по пяти локусам (М3, М6, М10, М20А, 
М24) с последующим филогенетическим анали-
зом [15]. Филогенетический анализ проводили с по-
мощью программы GrapeTree с использованием алго-
ритма NJ [16]. Программа предназначена для построе
ния и визуализации филогенетических деревьев.

Статистическую обработку данных проводили с 
помощью формулы Вильсона (Wilson score interval), 
которая используется для расчета доверительного 
интервала процентного значения. Она считается наи-
более точной для выборок среднего размера [17].

Результаты и обсуждение

В результате проведенной работы с 2020 по 
2023 г. с помощью биологического метода уда-
лось выделить 25 культур возбудителя туляре-
мии, а также верифицировать 6 штаммов, посту-
пивших из Республиканского центра санитарно-
эпидемиологического надзора Государственной 
санитарно-эпидемиологической службы Минздрава 
ДНР – 2, из ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиоло-
гии в Ростовской области» – 4. Наибольшее коли-

чество выделено в Новоазовском районе ДНР (8), 
Целинском (8), Ремонтненском (5), Сальском (4) 
районах РО. Результаты проведенного исследования 
показали, что основными источниками явились мел-
кие млекопитающие и клещи.

Сравнительный анализ эффективности исполь-
зуемых методов диагностики (РТ ПЦР, РНАт, ИХ-
тест) показал их высокую информативность. Так, 
РТ ПЦР-диагностика дала положительные результа-
ты в образцах, содержащих живые бактерии, в 84 % 
случаев (26 из 31), а РНАт – в 58 % (18 из 31). При 
сомнительных результатах РНАт дополнительно мы 
использовали ИХ-тест. Туляремийный антиген обна-
ружен в 44 % этих проб. По-видимому, это связано 
с более низкой чувствительностью ИХ-теста (не ме-
нее 107 м.к./мл).

В 42 % случаев с последующим выделением 
культуры данные на наличие маркеров возбудителя в 
ПЦР и РНАт совпадали. Однако в 48 % наблюдались 
положительные находки только в одной из реакций. 
Тем не менее благодаря биологическому методу уда-
валось успешно изолировать культуру туляремий-
ного микроба. Результаты сравнительного анализа 
положительных результатов от общего количества 
исследованных проб в зависимости от вида изучае-
мого материала представлены в табл. 1. В доступной 
литературе имеются лишь единичные публикации 
по анализу подобных данных.

В зависимости от вида полевого материала по-
казана различная эффективность используемых  
методов.

В частности, наиболее информативным методом 
при исследовании нативных проб оказалась реак-

Таблица 1 / Table 1

Сравнительный анализ эффективности методов выявления маркеров F. tularensis в полевом материале (n=4115)
Comparative analysis of the effectiveness of methods for detecting F. tularensis markers in field material (n=4115)

Вид полевого материала
Type of field material

Количество положительных результатов, абс. (%), доверительный интервал Вильсона
The number of positive results, abs. (%), Wilson score interval

Методы исследования / Research methods

РНАт
Antibody Neutralization 

Test –AbNT

ПЦР
Polymerase chain  
reaction – PCR

ИХ-тест
Immune-chromatographic 

test – ICT

Выделенная культура
Isolated culture

Мелкие млекопитающие (мыши, полевки, 
белозубки и др.), n=1949
Small mammals (mice, voles, white-toothed 
shrew, etc.), n=1949

143 (7 %)
6–9

70 (4 %)
3–5

12 (1 %)
0–1

22 (1 %)
0–1

Клещи, кровососущие (комары, слепни и др.), 
n=1721
Ticks, blood-sucking insects (mosquitoes, horse-
flies, etc.), n=1721

79 (5 %)
4–6

18 (1 %)
1–2

6 (0,3 %)
0–1

8 (0,5 %)
0–1

Объекты внешней среды (сено, зерно, солома, 
фураж, вода и др.), n=211
Environmental objects (hay, grain, straw, fodder, 
water, etc.), n=211

9 (4 %)
2–8

19 (9 %)
6–14

2 (1 %)
0–3

1 (0,5 %)
0–3

Гнездово-норовой субстрат, n=153
Nest-burrow substrate, n=153

9 (6 %)
3–11

2 (1 %)
0–5

1 (0,7 %)
0–4

0

Погадки хищных птиц, помет хищных млеко-
питающих, n=81
Regurgitates of birds of prey, droppings of preda-
tory mammals, n=81

12 (15 %)
9–24

2 (2,5 %)
1–9

1 (1 %)
0–7

0
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ция нейтрализации антител. Нельзя исключить, что 
больший процент обнаружения антигена туляремий-
ного микроба в пробах от мелких млекопитающих и 
клещей обусловлен стабильностью основного анти-
гена липополисахарида F. tularensis по сравнению с 
ДНК. Косвенным подтверждением этому является 
тот факт, что в материале из гнездо-норового суб-
страта (ГНС) в 6 %, погадок птиц и помета хищных 
млекопитающих в 15 % случаев обнаруживали анти-
гены, но не ДНК. Например, в ГНС и погадках птиц 
наиболее показательными являются серологические 
методы обнаружения антигенов туляремийного ми-
кроба. При этом с помощью ПЦР специфические 
фрагменты ДНК обнаружены лишь в 1 % случаев. 
Можно предположить, что это обусловлено высокой 
кислотностью желудка птиц, повреждающей ДНК. 
В то же время, согласно полученным нами данным, 
в таких объектах окружающей среды, как сено, зер-
но, фураж, вода и др., наиболее адекватными явля-
ются методы ПЦР-диагностики. Возможно, это свя-
зано с высокой чувствительностью данного метода 
по сравнению с другими.

Таким образом, применение комплекса методов 
диагностики, включающего биологический метод, 
ПЦР и РНАт, позволяет повысить эффективность вы-
явления возбудителя туляремии и обеспечить свое
временную организацию противоэпидемических 
мероприятий. Наличие культур возбудителя туляре-
мии, изолированных из различных источников, по-
зволило изучить их фенотипические и молекулярно-
генетические свойства.

Все культуры были представлены полиморф-
ными грамотрицательными бактериями, агглюти-
нировались туляремийной сывороткой, не обладали 
фосфатазной активностью, синтезировали активную 
ß-лактамазу и были устойчивы к пенициллинам, це-
фалоспоринам, клиндамицину, эритромицину и по-
лимиксину. Полученные данные позволили отнести 
выделенные штаммы к подвиду F. tularensis subsp. 
holarctica EryR.

В нашем исследовании культуры возбудителя 
туляремии были выделены из различных резервуа-
ров окружающей среды, включая водный источник, 
мелких млекопитающих и клещей. 

Всего выделена 31 культура, которая исследо-
вана методом VNTR-типирования по пяти локусам 
(М3, М6, М10, М20А, М24) с последующим фило-
генетическим анализом. Филогенетический анализ 
проводили с помощью программы GrapeTree с ис-
пользованием алгоритма NJ. Показано, что изучен-
ные культуры представлены шестью индивидуаль-
ными VNTR-генотипами. Наибольшее число геноти-
пов (4 из 6) выявлено среди мелких млекопитающих, 
два генотипа обнаружено у клещей и один – в водном 
источнике. Самыми распространенными генотипа-
ми являются генотип D, включающий 17 штаммов, 
выделенных из клещей и мелких млекопитающих, 
и генотип A, представленный 8 штаммами, изолиро-
ванными только от мелких млекопитающих (рису-
нок, табл. 2).

Интересно отметить, что культуры, выделенные 
из клещей в Орловском районе и из водного источни-

Разнообразие MLVA-генотипов штаммов F. tularensis, выделенных в ЛНР, ДНР, Ростовской, Запорожской и Херсонской областях в 
2020–2023 гг. из различных источников. Дендрограмма построена с помощью программы GrapeTree с использованием алгоритма NJ:
A–F – обозначение генотипов; 792, 13_9, 249, 626, 211, 141-23 – номера одного из штаммов данного генотипа (табл. 2)

The diversity of MLVA genotypes of F. tularensis strains isolated in the LPR, DPR, Rostov, Zaporozhe and Kherson Regions in 2020–2023 
from various sources. The dendrogram is constructed applying the GrapeTree software using the NJ algorithm:
A–F – designation of genotypes; 792, 13_9, 249, 626, 211, 141-23 – the numbers of one of the strains of this genotype (Table 2)
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Таблица 2 / Table 2

Сведения о выделенных штаммах F. tularensis, представленных на дендрограмме
Data on the isolated F. tularensis strains presented in the dendrogram

№ 

Генотип, обозначенный  
на дендрограмме

The genotype indicated  
on the dendrogram

№ штамма  
(особое название)

Strain number  
(special name)

Место и источник выделения штамма
Location and source of strain isolation

Год выделения 
 штамма

Year of strain isolation

1 2 3 4 5

1 А 463
РО, Целинский район, мышь домовая

Rostov Region (RR), house mouse
2022

2 А 464
РО, Целинский район, мышь домовая

RR, Tselinsky district, house mouse
2022

3 А 465
РО, Целинский район, белозубка

RR, Tselinsky district, white toothed shrew
2022

4 А 466
РО, Целинский район, полевка обыкновенная

RR, Tselinsky district, common vole
2022

5 А 257
РО, Сальский район, полевка обыкновенная

RR, Sal’sky district, common vole
2020

6 А 792
РО, Целинский район, полевка обыкновенная

RR, Tselinsky district, common vole
2022

7 А 794
РО, Целинский район, мышь домовая

RR, Tselinsky district, house mouse
2022

8 А 795
РО, Целинский район, полевка обыкновенная

RR, Tselinsky district, common vole
2022

9 B 13(9)
ДНР, Тельмановский район, вода

Donetsk People’s Republic (DPR), Tel’manovsky district, water
2023

10 C 249
РО, Сальский район, полевка обыкновенная (павшая особь)

RR, Sal’sky district, common vole (corpse)
2020

11 C 251
РО, Сальский район, полевка обыкновенная (павшая особь)

RR, Sal’sky district, common vole (corpse)
2020

12 D 566
ДНР, Новоазовский район, R. rossicus
DPR, Novoazovsky district, R. rossicus

2023

13 D 567
ДНР, Новоазовский район, R. rossicus
DPR, Novoazovsky district, R. rossicus

2023

14 D 568
ДНР, Новоазовский район, R. rossicus
DPR, Novoazovsky district, R. rossicus

2023

15 D 569
ДНР, Новоазовский район, R. rossicus
DPR, Novoazovsky district, R. rossicus

2023

16 D 570
ДНР, Новоазовский район, R. rossicus
DPR, Novoazovsky district, R. rossicus

2023

17 D 626
ЛНР, Краснодонский район, H. marginatum

Luhansk People’s Republic, Krasnodonsky district, H. marginatum
2023

18 D 799
РО, Целинский район, мышь домовая

RR, Tselinsky district, house mouse
2022

19 D 1-23
РО, Ремонтненский район, заяц-русак
RR, Remontnensky district, brown hare

2023

20 D 7-23
РО, Ремонтненский район, белозубка малая

RR, Remontnensky district, white toothed shrew
2023

21 D 22-23
РО, Ремонтненский район, белозубка малая

RR, Remontnensky district, small white toothed shrew
2023

22 D 740
ДНР, Новоазовский район, мышь домовая

DPR, Novoazovsky district, house mouse
2022

23 D 742
ДНР, Новоазовский район, мышь домовая

DPR, Novoazovsky district, house mouse
2022

24 D 279-286
ДНР, Новоазовский район, мышь лесная
DPR, Novoazovsky district, wood mouse

2022

25 D 739/1
ДНР, Новоазовский район, белозубка

DPR, Novoazovsky district, white toothed shrew
2022
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ка в Тельмановском районе ДНР, обладали уникаль-
ными генотипами F и B соответственно.

При однотипных фенотипических свойствах 
молекулярно-генетические методы позволили выя-
вить разнообразие генотипов выделенных штаммов, 
что может быть обусловлено различными экологи-
ческими нишами и условиями персистенции микро-
бов. Нельзя исключить, что особенности паразитар-
ных систем (в частности, разные носители инфек-
ции), вносят свой вклад в генетическое разнообразие 
F. tularensis.

Таким образом, результаты проведенного иссле-
дования показали, что эффективность и информа-
тивность лабораторных методов диагностики туля-
ремии зависят от объекта исследования. Например, 
наибольшее количество положительных находок в 
образцах погадок птиц и ГНС, а также мелких мле-
копитающих и клещей зарегистрировано при ис-
пользовании серологических методов. В то же время 
для проб из объектов окружающей среды (сено, зер-
но, солома, фураж, вода и др.) более показательными 
оказались результаты молекулярно-генетических ис-
следований (ПЦР).

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