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в связи с сохраняющейся активностью природ-
ных очагов туляремии на территории российской 
Федерации и других стран важное значение имеет 
своевременное выявление туляремийного микроба 
в пробах от диких мелких млекопитающих или их 
трупов, собранных в природе, подснежных гнезд 
грызунов и продуктов их жизнедеятельности, пога-
док хищных птиц, помета хищных млекопитающих, 
эктопаразитов и из объектов окружающей среды. 
для проведения лабораторных исследований в со-
ответствии с му 3.1.2007-05 «эпидемиологический 

надзор за туляремией» предусмотрено использова-
ние бактериоскопии, люминесцентной микроско-
пии, иммуносерологических реакций, полимераз-
ной цепной реакции (пцр), бактериологического 
анализа и биологической пробы. чувствительность 
ряда из обозначенных приемов при исследовании 
суспензий органов мелких млекопитающих хорошо 
известна: для бактериоскопии и люминесцентной 
микроскопии данный показатель составляет 1·109 и 
1·106 м.к./г (мл) соответственно, а для бактериоло-
гического и биологического методов – единичные 
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цель работы. оценка диагностической эффективности пцр с использованием тест-систем «ген 
Francisella tularensis - ргФ» и «ген Francisella tularensis - рэФ» в сравнении с другими методами при 
исследовании материала, полученного от животных с экспериментальной туляремией. материалы и 
методы. проведено исследование проб лимфоузлов, печени, селезенки, легкого и сердца, получен-
ных от животных с экспериментальной туляремией с различной инфекционной нагрузкой, с помо-
щью пцр, иФа, иха, мФа, бактериоскопии и бактериологического анализа. результаты и выводы. 
установлена высокая диагностическая эффективность метода пцр (98 %) с применением тест-систем 
«ген Francisella tularensis - рэФ» и «ген Francisella tularensis - ргФ» при выявлении возбудителя туля-
ремии в пробах биологического материала от инфицированных животных. для других методов данный 
показатель составил: иФа – 70,4 %, мФа – 72,1 %, бактериоскопии – 54 % и бактериологического 
анализа – 64,3 %. продемонстрирована возможность и информативность исследования пробы легкого 
на наличие F. tularensis на ранних этапах развития заболевания у высоковосприимчивых животных с 
помощью пцр и бактериологического метода. 
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клетки патогена [8]. в то же время данных о диа-
гностической эффективности амплификационных 
технологий крайне мало. H.Rossow et al. [10] при 
воспроизведении туляремийной инфекции на био-
пробных животных показали, что уже на третий день 
с момента подкожного и интраназального заражения 
в дозе 120 и 1200 м.к. днк F. tularensis holarctica вы-
является в пробах суспензий селезенки и почек, при 
этом концентрация возбудителя составляет от 1·103 
до 1·104 м.к./г (мл). через пять дней заболевания ав-
торы детектировали туляремийный микроб дополни-
тельно в пробах фекалий и мочи, а его количество в 
пробах суспензий селезенки и почек увеличилось до 
1·107 – 1·109 м.к./г. для выявления днк F. tularensis 
была использована количественная пцр с праймера-
ми на основе гена, кодирующего белок 23 кда, пред-
ложенная T.Skottman et al. [11]. 

ранее нами были разработаны и зарегистрирова-
ны препараты для обнаружения возбудителя туляре-
мии методом пцр с учетом результатов в режиме ре-
ального времени («ген Francisella tularensis - ргФ») 
и методом электрофореза в агарозном геле («ген 
Francisella tularensis - рэФ») [4]. в ходе лаборатор-
ных, технических и клинических испытаний под-
тверждена высокая чувствительность (1·103 м.к./мл) 
и специфичность (100 %) данных наборов реагентов. 
для проведения анализа использовали бактериаль-
ные суспензии штаммов микроорганизмов и пробы 
клинического и биологического материала, искус-
ственно контаминированные туляремийным микро-
бом. получен положительный опыт по использова-
нию этих тест-систем для выявления днк F. tular-
ensis в полевом материале при проведении эпизоо-
тологического мониторинга территорий российской 
Федерации [7]. однако данные о чувствительности и 
специфичности пцр с этими препаратами при ана-
лизе материала от животных с туляремийной инфек-
цией отсутствуют.

целью исследования являлось определение диа-
гностической эффективности пцр с применением 
тест-систем «ген Francisella tularensis - ргФ» и «ген 
Francisella tularensis - рэФ» в сравнении с другими 
методическими приемами при исследовании биоло-
гического материала от животных с эксперименталь-
ной туляремией.

материалы и методы

для моделирования туляремийной инфекции 
использовали штамм F. tularensis подвид holarctica 
км-8. культуру выращивали на FT агаре (рн 7,2) 
при температуре (37±1) °с в течение 48 ч. затем го-
товили бактериальную взвесь штамма в 2 мл 0,9 % 
раствора натрия хлорида по отраслевому стан-
дартному образцу мутности – 10 единиц Фгбу 
«нцэсмп» (осо 42-28-85-п (10ме)), что соответ-
ствует 5·109 м.к./мл для F. tularensis. далее осущест-
вляли 10-кратные разведения полученной суспензии 
в 0,9 % растворе натрия хлорида до конечной кон-
центрации 5·106 – 5·101 м.к./мл.

в качестве биопробных животных использова-
ли беспородных белых мышей, которым подкожно 
вводили по 0,2 мл суспензии туляремийного микро-
ба, содержащей патоген в концентрации 1·106 – 
1·101 м.к. 

за биопробными животными было установлено 
наблюдение в течение 9 дней с момента заражения. 
по одному не павшему животному вскрывали на 3, 
5, 8-е сутки после заражения, а также исследовали 
всех павших животных.

для анализа отбирали кусочки паренхиматоз-
ных органов, где наиболее вероятно локализуется 
возбудитель туляремии при инфекционном процес-
се: печень, селезенка, легкое, а также пробы лимфа-
тических узлов и сердца [3]. 

весь биологический материал исследовали бак-
териологическим (культуральным), бактериоскопи-
ческим (мазки, окрашенные по граму), иммуносе-
рологическими (метод флуоресцирующих антител – 
мФа, иммунохроматографический анализ – иха, 
иммуноферментный анализ – иФа) и молекулярно-
генетическим (пцр) методами.

проведение люминесцентной микроскопии осу-
ществляли с использованием «иммуноглобулинов 
диагностических флуоресцирующих туляремий-
ных» (медгамал), иммуноферментного анализа – с 
набором реагентов «иФа-тул-ставнипчи» (Фкуз 
«став нипчи»), иммунохроматографического ана-
лиза – с препаратом «их тест-система F. tularensis 
(лпс)» (Фбун «гнц пмб»), пцр – с наборами 
реагентов «ген Francisella tularensis - ргФ» и «ген 
Francisella tularensis - рэФ» (Фкуз роснипчи 
«микроб») в соответствии с инструкциями к препа-
ратам.

результаты и обсуждение

известно, что большинство диких и лабора-
торных животных по отношению к туляремийной 
инфекции, вызванной F. tularensis holarctica, делят-
ся на три группы: I – виды высоковосприимчивые 
и высокочувствительные к туляремии, II – высоко-
восприимчивые, но малочувствительные, III – мало-
восприимчивые и практически нечувствительные 
к туляремии [3]. мелкие млекопитающие, которые 
составляют большую часть материала, собранного 
при проведении эпизоотологического мониторинга, 
относятся к I группе, реже – ко II.

у видов животных, относящихся к I группе, 
заболевание протекает в острой форме и заканчи-
вается гибелью животных, при этом интенсивность 
обсеменения паренхиматозных органов и крови к 
концу заболевания достигает 1·1010 – 1·1011 м.к./г 
(мл) [3]. в то же время у животных II группы на-
блюдается умеренное накопление возбудителя – не 
более 1·109 м.к./г (селезенка) и 1·103 м.к./мл (кровь). 
течение заболевания у животных данного типа в 
большинстве случаев доброкачественное и заканчи-
вается формированием иммунитета. 

для создания инфекционного процесса у био-
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пробных животных (белые мыши, I группа) с разным 
уровнем обсемененности органов и крови было вы-
брано 6 заражающих доз: от 1·106 до 1·101 м.к., при 
этом высокими концентрациями (1·106 – 1·104 м.к.) 
заражали по 3, а низкими (1·103 – 1·101 м.к.) – по 5 жи-
вотных. сроки наблюдения и исследования составили 
9 дней. первый этап исследования проводили через 3 
дня, второй – через 5 дней, третий и четвертый (при 
наличии выживших животных) – на 8 и 9-й день. 

при наблюдении за экспериментальными жи-
вотными на 1–2-е сутки после заражения видимых 
симптомов заболевания не выявлено. на 3-и сутки 
у животных, зараженных высокими концентрациями 
возбудителя (1·106 – 1·105 м.к.), отмечалось сниже-
ние аппетита, активности и веса, на 5-е сутки – все 
животные пали. развитие инфекционного процесса 
при введении меньшего количества микробных кле-
ток возбудителя туляремии (1·104 – 1·101 м.к.) было 
более длительным и достигало 8–9 дней. при вскры-
тии в органах всех павших животных отмечались 
патологоанатомические изменения, характерные для 
туляремийной инфекции [2, 3].

для оценки диагностической эффективно-
сти метода пцр с применением тест-систем «ген 
Francisella tularensis - ргФ» и «ген Francisella tular-
ensis - рэФ» в сравнении с другими методическими 
приемами осуществляли анализ каждого вида мате-
риала от биопробных животных (кусочки печени, 
селезенки, легкого, сердца, лимфатических узлов) 
с помощью пцр, мФа, иФа, бактериологического 
анализа и бактериоскопии. 

в последние годы для выявления антигенов 
туляремийного микроба в пробах из объектов окру-
жающей среды и для идентификации выделенных 
культур патогена нашел применение иммунохро-
матографический анализ с использованием набора 
реагентов «их тест-система F. tularensis (лпс)» [6]. 
однако возможность использования этого подхода 
для обнаружения возбудителя туляремии в пробах 
биологического материала от животных не изучена. 
в то же время с.а.бельковой и с.в.балахоновым 
получен положительный опыт выявления антигенов 
чумного микроба в суспензиях органов мелких мле-

копитающих методом иха [1]. поэтому весь био-
логический материал, полученный от биопробных 
животных, мы также исследовали с помощью иха. 

методом пцр с использованием генодиагно-
стических препаратов «ген Francisella tularensis - 
ргФ» и «ген Francisella tularensis - рэФ» днк туля-
ремийного микроба выявлена во всех пробах печени, 
селезенки, легкого, сердца, лимфатических узлов 
биопробных животных уже на 3-и сутки с момента 
заражения возбудителем в концентрациях от 1·106 – 
1·105 м.к. (табл. 1). у всех животных этой группы 
к этому моменту наблюдались признаки болезни. 
аналогичный результат получен при исследовании 
материала от животных, инфицированных таким же 
количеством клеток патогена, на 5-е сутки, когда они 
все пали. 

при снижении заражающей дозы до 1·104 – 
1·101 м.к. результаты анализа практически не изме-
нились: днк F. tularensis выявлена во всех иссле-
дованных пробах на 3, 5, 8-е сутки, за исключением 
суспензий печени от биопроб, инфицированных 100 
и 10 м.к. возбудителя туляремии на 3-и и 5-е сутки. 
одной из причин получения отрицательных резуль-
татов может быть то, что на ранних сроках заболе-
вания, вызванного попаданием в организм воспри-
имчивого животного небольшого количества клеток 
туляремийного микроба, накопление возбудителя в 
ткани печени происходит медленно, и его концен-
трация невелика. к 8-м суткам количество микроор-
ганизмов становится достаточным, чтобы выявить с 
помощью пцр. данный факт подтверждают резуль-
таты исследования этих же проб с помощью дру-
гих методов лабораторной диагностики туляремии. 
возбудитель туляремии в пробах печени обнаружен 
только с помощью бактериологического анализа на 
5-е сутки заболевания животных. 

особый интерес представляют данные о выяв-
лении днк туляремийного микроба во всех иссле-
дованных пробах суспензий легкого вне зависимо-
сти от использованной заражающей дозы и сроков 
анализа. это может указывать на то, что в ткани лег-
ких животных I группы возбудитель попадает очень 
быстро и сохраняется там до конца инфекционного 

Таблица 1
результаты исследований проб материала от животных с экспериментальной туляремией методом Пцр  
с использованием наборов реагентов «Ген Francisella tularensis - рГф» и «Ген Francisella tularensis - рЭф»

метод

выявление туляремийного микроба в суспензиях 

заражающая доза, 
м.к.

лимфоузлов печени селезенки легких сердца
сутки

3-и 5-е 8-е 3-и 5-е 8-е 3-и 5-е 8-е 3-и 5-е 8-е 3-и 5-е 8-е

пцр

н/и н/и н/и н/и н/и 1·106

н/и н/и н/и н/и н/и 1·105

1·104

1·103

1·102

1·101

примечание :  серым выделены положительные результаты, н/и – не исследуются.
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процесса. подтверждением тому являются данные о 
развитии к концу заболевания дисметаболических и 
медиаторных процессов в легочной ткани биопроб-
ных животных с экспериментальной туляремией, ко-
торые приводят к нарушению гемодинамики, венти-
ляции и мощному повреждению ткани легких [2]. 

детекция днк туляремийного микроба в про-
бах легких на ранних этапах развития заболевания 
также установлена P.A.Emanuel et al. [9] при иссле-
довании проб печени, селезенки, легкого и почек от 
белых мышей, зараженных интраназально штаммом 
F. tularensis подвид tularensis SCHU 4 в концентра-
ции 1,04·104 кое/мл, через 1, 24, 48, 72, 96 ч. анализ 
осуществляли с помощью бактериологического ме-
тода и пцр с гибридизационно-флуоресцентным 
учетом результатов с праймерами на основе генов 
fopA и tul4. авторы показали, что днк возбудителя 
туляремии выявлена в суспензиях легкого и почек 

биопробных животных уже через 2 дня после инфи-
цирования, а в пробах печени и селезенки – только 
через 4 дня. результаты, полученные в ходе нашего 
эксперимента, в полной мере согласуются с данны-
ми P.A.Emanuel et al. (2003) и подтверждают факт 
обнаружения днк возбудителя туляремии в пробах 
легкого методом пцр на ранних сроках заболевания 
животного. 

все пробы суспензий органов эксперименталь-
ных животных были также исследованы с помощью 
иФа, иха, мФа, бактериоскопии и бактериологи-
ческого анализа (табл. 2). 

при анализе проб от животных, инфицирован-
ных 1·106 – 1·105 м.к. патогена, диагностическая 
эффективность методов на 3-и сутки составляла: 
мФа – 40 %, иха – 0 %, иФа – 60 %, культураль-
ный – 100 %. на 5-е сутки возбудитель туляремии 
был выявлен во всех образцах с помощью бакте-

Таблица 2
результаты исследований проб материала от животных с экспериментальной туляремией с помощью иммуносерологических  

и бактериологических методов

метод

выявление туляремийного микроба в суспензиях 

заражающая доза, 
м.к.

лимфоузлов печени селезенки легких сердца
сутки

3-и 5-е 8-е 3-и 5-е 8-е 3-и 5-е 8-е 3-и 5-е 8-е 3-и 5-е 8-е

мФа

н/и н/и н/и н/и н/и 1·106

н/и н/и н/и н/и н/и 1·105

1·104

1·103

1·102

1·101

иФа

н/и н/и н/и н/и н/и 1·106

н/и н/и н/и н/и н/и 1·105

1·104

1·103

1·102

1·101

иха

н/и н/и н/и н/и н/и 1·106

н/и н/и н/и н/и н/и 1·105

1·104

1·103

1·102

1·101

бактериоскопия

н/и н/и н/и н/и н/и 1·106

н/и н/и н/и н/и н/и 1·105

1·104

1·103

1·102

1·101

бактериология

н/и н/и н/и н/и н/и 1·106

н/и н/и н/и н/и н/и 1·105

1·104

1·103

1·102

1·101

примечание :  серым выделены положительные результаты, н/и – не исследуются.
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риоскопии, мФа и посева на плотные питательные 
среды (100 %). чувствительность иха и иФа при 
исследовании проб от животных этой группы на 5-е 
сутки зависела от заражающей дозы: при 1·106 м.к. 
она составляла 80 и 100 %, а при 1·105 м.к. – 50 и 
80 % соответственно.

при снижении заражающей дозы до 1·104 м.к. 
возбудитель туляремии выявлен на 3-и и 5-е сутки в 
20 и 60 % проб с помощью бактериоскопии соответ-
ственно, в 40 и 60 % – мФа, 0 и 20 % – иха, 20 и 
80 % – иФа, 80 и 100 % – при посеве на плотные пи-
тательные среды. на 8-й день, когда наблюдался падеж 
всех биопробных животных этой группы, чувстви-
тельность использованных диагностических приемов 
составляла от 100 % (бактериоскопия, мФа), 80 % 
(иха, иФа) до 40 % (бактериологический анализ). 
при посеве материала от павших животных на плот-
ные питательные среды не всегда удавалось получить 
рост колоний возбудителя туляремии из-за ингибиро-
вания посторонней микрофлорой.

при исследовании материала от животных, за-
раженных 1·103 – 1·101 м.к., туляремийный микроб 
выявлен с помощью бактериоскопии в 20 % случаев 
на 3-и и 5-е сутки заболевания, мФа – 40 %, иха – 
0 %, иФа – 20–60 %. с помощью бактериологиче-
ского анализа в материале от биопробных животных 
этой группы на 3-и сутки ни в одном случае культу-
ру F. tularensis выделить не удалось, тогда как на 5-е 
сутки чувствительность метода составила 100 % и 
патоген выявлен во всех видах материала. на 8-е сут-
ки эксперимента после падежа большинства живот-
ных диагностическая эффективность методических 
подходов зависела от использованной заражающей 
дозы (рисунок).

исходя из полученных данных, видно, что при 
низкой заражающей дозе на ранних этапах развития 
заболевания у животных I группы наиболее инфор-
мативными для выявления патогена являются мФа 
и пцр, тогда как к концу болезни – иФа и пцр. 

эффективность использованных методов также 
отличалась для каждого вида материала. наибольшая 
информативность мФа наблюдалась при исследова-
нии мазков-отпечатков лимфоузлов и селезенки вне 
зависимости от сроков заболевания и количества 
клеток, использованных для заражения животных. в 
то же время в мазках-отпечатках печени, легкого и 
сердца возбудитель туляремии с помощью данного 
подхода был выявлен только к концу заболевания, 
когда происходит генерализация процесса и количе-
ство патогена в органах увеличивается до 1·107 м.к./г 
(мл) и выше. 

аналогичные результаты получены при исполь-
зовании световой микроскопии и окраски мазков-
отпечатков анилиновыми красителями по граму. 
возбудитель туляремии выявлен во всех исследован-
ных пробах биологического материала в случае ин-
фицирования животных высокими концентрациями 
туляремийного микроба. при более низкой заражаю-
щей дозе патоген детектирован только в образцах от 
животных на 8–9-е сутки.

метод иФа позволил обнаружить F. tularensis в 
суспензиях лимфоузлов, печени и селезенки на 3-и и 
5-е сутки при введении животным 1·106 – 1·105 м.к. 
туляремийного микроба, и на 5–8-е сутки при дозе 
1·104 – 1·101 м.к. выявление антигенов возбудителя 
туляремии данным способом в суспензиях легкого 
отмечено только к концу заболевания. с помощью 
иха туляремийный микроб детектирован в пробах 
суспензий лимфоузлов, печени, селезенки, легкого 
биопробных животных только на 5–8-е сутки инфек-
ционного процесса, когда в органах животных нака-
пливается достаточное количество клеток патогена. 

с использованием бактериологического анализа 
выделить культуру F. tularensis удалось в равной сте-
пени из всех исследованных видов биологического 
материала на 3-и и 5-е сутки при заражении живот-
ных высокими концентрациями возбудителя. при 
снижении заражающей дозы и увеличении сроков 
наблюдения за животными эффективность данного 
подхода снижалась. так, на 5-е сутки патоген вы-
явлен во всех видах биологического материала вне 
зависимости от количества клеток, использованных 
для инфицирования животных, а к 8-м суткам – он 
детектируется преимущественно в суспензиях лег-
кого и сердца. одной из причин отсутствия роста 
туляремийного микроба при посеве суспензий пече-
ни и селезенки от павших животных может быть их 
обильная контаминация посторонней микрофлорой. 
возможно, исследование проб легкого и сердца по-
зволит повысить информативность бактериологиче-
ского анализа. 

полученные нами результаты в полной мере под-
твердили диагностическую эффективность мФа, 
иФа, бактериоскопии и бактериологического ана-
лиза для выявления туляремийного микроба в био-
логическом материале от животных в соответствии с 
действующими нормативно-методическими докумен-
тами [6, 8]. более того, несмотря на то, что к концу 
заболевания концентрация возбудителя туляремии в 
органах одинакова вне зависимости от заражающей 
дозы, на ранних стадиях болезни его количество в 
разных видах материала отличается. на основании 
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анализа диагностической эффективности различных 
методов при исследовании суспензий легкого от жи-
вотных, инфицированных различными концентра-
циями возбудителя туляремии, видно, что попадание 
патогена в ткани легких начинается сразу после зара-
жения, однако его количество не превышает 1·104 – 
1·105 м.к./г (мл). значительная микробная обсеменен-
ность данного органа достигается ·только к концу за-
болевания. так, при заражении животных высокими 
концентрациями патогена (1106 – 1·105 м.к.), уже на 
3-и сутки заболевания, при исследовании суспензий 
легкого, выявлена днк F. tularensis и выделена куль-
тура патогена на плотной питательной среде, тогда 
как с помощью иммуносерологических методов об-
наружить антигены возбудителя туляремии в этом же 
виде материала стало возможным только на 5-е сутки 
инфекционного процесса, когда животные пали. при 
инфицировании животных низкими концентрациями 
(1·104 – 1·101 м.к.) в пробах легкого днк патогена 
была детектирована на 3-и сутки заболевания, куль-
тура туляремийного микроба на плотной питательной 
среде выделена на 5-е сутки инфекционного процес-
са, а антигены возбудителя в иммуносерологических 
реакциях – только на 8-е сутки болезни. полученные 
результаты указывают на возможность повышения 
информативности не только бактериологического 
анализа при исследовании суспензий легкого от боль-
ных животных, но и пцр. 

таким образом, нами установлена высокая диа-
гностическая эффективность пцр с использованием 
наборов реагентов «ген Francisella tularensis - ргФ» 
и «ген Francisella tularensis - рэФ» при выявлении 
туляремийного микроба в пробах биологического 
материала от животных с экспериментальной туля-
ремией – не менее 98 %. для других способов лабо-
раторной диагностики туляремии данный показатель 
составил: иФа – 70,4 %, мФа – 72,1 %, бактерио-
скопия – 54 %, бактериологический анализ – 64,3 %. 
продемонстрирована возможность выявления анти-
генов туляремийного микроба в материале от живот-
ных методом иха на поздних сроках заболевания 
(в том числе после гибели). показана возможность 
повышения информативности пцр и культураль-
ного метода путем дополнительного исследования 
суспензий легкого наряду с регламентированными 
для каждого метода видами биологического мате-
риала. установлена перспективность использования 
пцр с зарегистрированными генодиагностическими 
препаратами в сочетании с другими методическими 
подходами для детекции возбудителя туляремии в 
материале от животных на ранних стадиях развития 
заболевания.

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