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Возбудителем туляремии является грамотрица-
тельная факультативно-анаэробная внутриклеточная 
бактерия Francisella tularensis. Имеющиеся подвиды 
F. tularensis: tularensis (nearctica, тип А), holarctica 
(palaearctica, тип B), mediasiatica и novicida разли-
чаются по вирулентности для животных и человека. 
Поэтому создание надежного метода внутривидовой 
дифференциации F. tularensis имеет важное практи-
ческое значение по причине широкого распростране-
ния природных очагов данной инфекции на террито-
рии РФ, периодически возникающих вспышек этого 
заболевания и возможности использования его в ка-
честве агента биотерроризма.

Существуют общепринятые серологические 
методы обнаружения возбудителя туляремии, одна-
ко из-за отсутствия существенных внутривидовых 
антигенных отличий невозможно использовать дан-
ные методы для подвидовой дифференциации [6]. 
Подвиды F. tularensis дифференцируются по биохи-
мическим свойствам [1], однако этот подход являет-
ся достаточно трудоемким и требует работы с живой 
культурой. 

В настоящее время для внутривидового типи-
рования F. tularensis широко применяется VNTR ме-
тод (Variable Number Tandem Repeat – вариабельные 
нуклеотидные тандемные повторы) [3]. Но данный 
метод требует использования целого набора прайме-
ров для получения однозначного ответа о подвидо-
вой принадлежности анализируемого генетического 
материала. Применение RAPD метода (Randomly 
Amplified Polymorphic DNA – ПЦР с использованием 
случайных праймеров) позволяет проводить отно-
сительно просто внутривидовую дифференциацию 
штаммов туляремийного микроба [7]. Однако до на-
стоящего времени не предложены праймеры, кото-
рые позволяют надежно различать штаммы, относя-
щиеся к различным подвидам. 

В настоящей работе сконструирован прай-

мер Chi 1f, позволяющий проводить методом ПЦР 
внутривидовую дифференциацию F. tularensis. В 
качестве основы праймера нами была использова-
на последовательность chi-сайта Escherichia coli 
5`GCTGGTGG 3` [5]. Участки с chi-сайтами являются 
«горячими точками» для внутригеномной рекомбина-
ции у кишечной палочки [2]. Праймер Chi 1f, поми-
мо chi-последовательности, содержит также фланки-
рующие нуклеотиды: 5`CTAGG-GCTGGTGG-G 3`.

Материалы и методы

Штаммы. В работе использовали штаммы из 
коллекции ФГУН ГНЦ ПМБ: F. tularensis различ-
ного географического происхождения (subsp. tular­
ensis Schu, 8859 и B399, subsp. holarctica 15, 503 и 
21/400, subsp. holarctica bv. japonica Jasoe и Miura, 
subsp. mediasiatica 117 и 120, subsp. novicida Utah 
112), Salmonella enteritidis, Yersinia pestis EV линии 
НИИЭГ, Escherichia coli JM83. Культуры туляремий-
ного микроба выращивали на FT агаре (ФГУН ГНЦ 
ПМБ) с добавлением полимиксина B до 100 мкг/
мл при температуре 37 °С в течение 24 ч. Культуры 
штаммов остальных микроорганизмов выращивали 
на агаре Лурия-Бертани [8] при температуре 37 °С в 
течение 18 ч.

Выделение ДНК из F. tularensis. Ночную ага-
ровую культуру суспендировали в забуференном 
физиологическо растворе (ЗФР) (~10 мг биомассы в 
250 мл раствора). Суспензию смешивали с равным 
объемом раствора, содержащего 200 мМ NaOH и 1 % 
додецилсульфата натрия (ДСН). Лизат переносили в 
65 мкл 4 М (NH4)2SO4, перемешивали, инкубирова-
ли в водяной бане при температуре 95 °С в течение 
15 мин и помещали в лед с водой на 15 мин. В по-
лученную суспензию добавляли равный объем изо-
пропанола и инкубировали при температуре 4 °С в 
течение 30 мин. Нуклеиновые кислоты осаждали 
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центрифугированием при 10000 g в течение 3 мин 
при комнатной температуре. Полученный осадок 
промывали 70 % этанолом, ресуспендировали в 1 мл 
буфера TE и прогревали при температуре 95 °С в те-
чение 10 мин. Препарат хранили при температуре 
минус 20 °С.

Выделение ДНК из S. enteritidis, Y. pestis, E. coli. 
Проводили по методике, описанной выше.

Постановка полимеразной цепной реакции. 
Праймер Chi 1f был синтезирован в ЗАО «Синтол». 
Реакционная смесь объемом 25 мкл содержала 10х 
буфер для ДНК-полимеразы фирмы «Fermentas» 
(Литва) – 75 мM трис-HCl (pH 8,8), 20 мM  
(NH4)2 SO4, 0,01 % Tween 20, 2,5 мM MgCl2; 0,4 пкM 
праймера, 0,2 мкМ каждого дНТФ, 1 ед Taq ДНК-
полимеразы фирмы «Fermentas» (Литва) и 50–100 нг 
ДНК. Условия проведения ПЦР-амплификаци: на-
чальная денатурация 94 °С (3 мин); 30 циклов, со-
стоящих из денатурации при 94 °С (30 с), отжига при 
54 °С (30 с) и элонгации при 72 °С (1 мин); завер-
шающая элонгация при 72 °С (5 мин). При подборе 
амплификации использовали два режима проведения 
ПЦР: градиентный (с использованием термоциклера 
«Mastercycler Gradient», Eppendorf, Германия) и обыч-
ный (с использованием термоциклера «Apllied byo-
system 2700», США). Электрофорез ПЦР-продуктов 
проводили в 1,8 % агарозном геле, гель готовили на 
буфере ТЕА [8]. ДНК в геле окрашивали бромистым 
этидием [8]. Фотодокументирование проводили на 
системе для гель-документи ро ва ния Vilber-Lourmat 
(Франция), при ультрафиолетовом освещении с по-
мощью трансиллюминатора фирмы «Cole Parmer», 
США. Для определения размеров ампликонов ис-
пользовали маркер молекулярных весов GeneRulerTM 

100 bp Plus DNA Ladder, «Fermentas», Литва.

Результаты и обсуждение

Ампликоны, получаемые с помощью праймера 
Chi 1f на матрицах штаммов F. tularensis различного 
географического происхождения, имеют характерное 
распределение полос по интенсивности и размерам 
(от ~100 п.о. до ~2000 п.о.), рис. 1.

Визуальное сравнение картины распределения 
ампликонов позволяет выделить пять характерных 
областей электрофореграмм: ~190, ~280, ~500–570, 
~830, ~950 п.о.

Для оптимизации информативности получае-
мых электрофореграмм нами проведен сравнитель-
ный анализ распределения ампликонов по интенсив-
ности и размерам при различных температурах от-
жига праймеров на ДНК. В качестве матриц в этих 
экспериментах использовалась ДНК из штаммов 
туляремийного микроба различной подвидовой при-
надлежности – subsp. tularensis Schu, subsp. holarctica 
503, subsp. mediasiatica 120. Наиболее яркая картина 
распределения фрагментов ДНК по гелю была полу-
чена при температуре отжига 54 °С (данные не при-
ведены). Эту температуру в дальнейшем применяли 
при проведении ПЦР.

Для выяснения уникальности электрофореграмм 
ампликонов, синтезируемых на матрицах F. tularen­
sis с помощью праймера Chi 1f, были использованы 
ДНК ряда микроорганизмов: S. enteri ti dis, Y. pestis 
EV линии НИИЭГ, E. coli JM83 (рис. 2).

Представленная на рис. 2 картина распределения 
ампликонов по подвижности и интенсивности по-
зволяет сделать предположение, что праймер Chi 1f 
можно использовать не только для внутривидовой 
дифференциации F. tularensis, но и, в определенных 
рамках, для межвидового и родового типирования 
генетического материала. 

Сравнение подвижности доминирующих по ин-
тенсивности ампликонов различных подвидов F. tu­
la rensis позволило выявить общие для штаммов ту-
ляремийного микроба фрагменты ДНК размерами 
~280 и ~830 п.о. Штамм F. tularensis subsp. novicida 
отличается от других штаммов вида F. tularensis от-
сутствием полос в области ~190 п.о. (рис. 1). У сред-
неазиатского подвида туляремийного микроба отсут-
ствует ампликон в области ~500–570 п.о. Штаммы 
голарктического подвида, в том числе японского 
биовара, отличаются от штаммов неарктическо-
го подвида F. tularensis наличием полосы размером 
~570 п.о., тогда как для подвида tularensis характе-
рен фрагмент размером ~500 п.о. У голарктического 
подвида отсутствует фрагмент размером ~950 п.о., 

Рис. 1. Электрофореграмма ампликонов, полученных в ПЦР  
с праймером Chi 1f и ДНК F. tularensis:

1–11 – GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder; 2 – subsp. holarctica 15;  
3 – subsp. holarctica 503; 4 – subsp. holarctica bv. japonica Miura;  
5 – subsp. holarctica bv. japonica Jasoe; 6 – subsp. tularensis 8859;  

7 – subsp. tularensis Schu; 8 – subsp. mediasiatica 120;  
9 – subsp. mediasiatica 117; 10 – subsp. novicida Utah 112

Рис. 2. Электрофореграмма ампликонов, полученных в ПЦР  
с праймером Chi 1f и ДНК различных видов микроорганизмов:

1–8 – GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder; 2 – F. tularensis subsp.  
holarctica 503; 3 – F. tularensis subsp. tularensis Schu; 4 – F. tularensis 

subsp. mediasiatica 120; 5 – S. enteritidis; 6 – Y. pestis EV линии НИИЭГ;  
7 – E. coli JM83 
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который присутствует у штаммов subsp. tularensis и 
subsp. mediasiatica. Сводные данные по распределе-
нию ампликонов на электрофореграммах приведены 
в таблице.

Полученные данные свидетельствуют о воз-
можности использования одного праймера для вну-
тривидовой дифференциации F. tularensis. Сходные 
результаты и выводы были представлены в работах 
[3, 4, 7]. 

Предлагаемй праймер, на наш взгляд, позволяет 
проводить не только внутривидовую дифференциа-
цию F. tularensis, но также определять однородность 
исследуемой ДНК на возможность присутствия гене-
тического материала других микроорганизмов. 

Картина распределения ампликонов ПЦР ДНК 
F. tularensis различных подвидов с использованием 
праймера Chi 1f свидетельствует о существенном отли-
чии подвида novicida от других подвидов. Уникальное 
сходство ампликонов размером ~950 п.о., полученных 
с использованием ДНК штаммов подвидов mediasi­
atica и nearctica, согласуется со схожестью этих под-
видов по ряду биохимических свойств (ферментация 
глицерина и продукция цитруллинуреидазы).

Для изучения подвидовой эволюции туляремий-
ного микроба представляет интерес проведение тон-
кого структурного анализа электрофореграмм ПЦР-
продуктов, полученных с помощью предлагаемого 
нами праймера, штаммов F. tularensis, выделенных 
из различных природных очагов туляремии.

Работа выполнена по государственному контрак-
ту № 56-Д/2  от 16.08.2010 г. в рамках реализации 
федеральной целевой программы «Национальная 
система химической и биологической безопасности 
Российской Федерации (2009–2013 годы)».
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Presented are experimental data of size distribution of amplicons ob-
tained with the help of the primer consisting of Escherichia coli chi-sequence 
and DNA from different subspecies of Francisella tularensis strains. Analysis 
of this distribution permitted to determine five informative regions on the elec-
trophoregrams (in the regions of 190, 280, 500–570, 830 and 950 b.p.), that 
made it possible to perform subspecies differentiation of tularemia microbe 
strains. Thus, the subspecies of F. tularensis clinical isolates can be identified 
by safe, fast and convenient method – the PCR analysis using only one primer 
Chi 1f despite the slight genetic heterogeneity of tularemia agent strains.
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Распределение диагностически значимых ампликонов по размерам для штаммов различных подвидов F. tularensis

Подвид Штамм
Размер ампликона, п.о.

~190 ~280 ~500 ~570 ~830 ~950

tularensis Schu + + + - + +
8859 + + + - + +
B399 + + + - + +

holarctica 15 + + - + + -
503 + + - + + -

21/400 + + - + + -

holarctica bv. japonica Jasoe + + - + + -
Miura + + - + + --

mediasiatica 117 + + - - + +
120 + + - - + +

novicida Utah 112 - + - - + -


