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Для профилактики туляремии в РФ использует-
ся живая вакцина, созданная на основе штамма F. tu-
larensis 15/10. Анализ нуклеотидной последователь-
ности генома штамма F. tularensis LVS [10], произ-
водного штамма F. tularensis 15/10, показал наличие 
recA-подобного гена [http://www.ncbi.nlm. nih.gov/ 
genome?Db=genome&Cmd=ShowDetailView&TermT
oSearch=19299]. Но функциональная роль этого гена 
для туляремийного микроба остается невыяснен-
ной. Ранее для близкородственного микроорганизма 
F. tularensis subsp. novicida было показано, что уда-
ление recA-подобного гена приводит к повышению 
чувствительности к ультрафиолетовому облучению 
и воздействию алкилирующих агентов [5], но отсут-
ствовали данные о влиянии этой мутации на гомо-
логичную рекомбинацию и иммунобиологические 
свойства. Известно, что инактивация белка RecA в 
вакцинном штамме Micobacterium bovis BCG приве-
ла к стабилизации вакцинных свойств [7]. Поэтому 
представляет определенный интерес изучение имму-
нобиологических свойств F. tularensis 15/10 без recA-
подобного гена. 

Материалы и методы

Штаммы и плазмиды, использованные в работе, 
представлены в таблице.

Штамм Francisella tularensis 15/10∆recA получен 
методом аллельного обмена, описанным ранее [6].

Культивирование штаммов F. tularensis прово-
дили при температуре 37 °С на среде FT-агар (ФГУН 
ГНЦ ПМБ) и жидкой питательной среде (FTB) [2], 

при необходимости в питательные среды добавляли 
антибиотики полимиксин В (Pm) 100 мкг/мл, хло-
рамфеникол (Cm) 3 мкг/мл. Культивирование штам-
мов E. coli проводили на питательной среде Лурия-
Бертани (LB) [8] при температуре 37 °C с добавле-
нием соответствующих антибиотиков Cm 10 мкг/мл, 
Ap 100 мкг/мл.

Для приготовления клеточных бактериальных 
суспензий использовали забуференный физиологи-
ческий раствор (ЗФР), pH 7,2. Стандартные генно-
инженерные манипуляции проводили как описано 
[3]. Для определения чувствительности к перекиси 
водорода (H2О2) использовался диско-диффузион-
ный метод с диаметром дисков 5 мм. Определение 
чувствительности к УФ-облучению проводили, ис-
пользуя UV-облучатель с длиной волны 254 нм, «Cole 
Parmer», США. 

Линию мышиных макрофагоподобных клеток 
J774.A1 культивировали в пластиковых флаконах и 
планшетах для культур тканей (Corning Costar, США) 
в концентрации 3–9·105 м.к./мл в среде Игла в моди-
фикации Дульбекко (DMEM, Gibco, США) с добав-
лением 10 % инактивированной фетальной сыворот-
ки теленка, 2 мМ L-глутамина и 0,2 % бикарбоната 
натрия при температуре 37 °С и концентрации угле-
кислого газа 5 % в CO2-инкубаторе (Sanyo, США). 

Нормальная кроличья сыворотка (НКС) была 
получена от кроликов породы шиншилла. Оценку 
устойчивости к НКС туляремийных штаммов прово-
дили по выживаемости бактерий в НКС после инку-
бирования бактериальной суспензии в концентрации 
1·106 КОЕ/мл при температуре 37 °С в течение 24 ч. 
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В работе использовали мышей линии BALB/c. 
Определение LD50 проводили согласно методу Кербера 
в модификации И.П.Ашмарина и А.А.Воробьева [1]. 
Мышей линии BALB/c (по 5 в группе, самцы и сам-
ки, возраст 6–8 недель, массой 18–20 г) инфициро-
вали подкожно бактериальной суспензией в дозах 
1·101, 1·102, 1·103 и 1·104 КОЕ/мышь и наблюдали в 
течение 30 дней. Определение протективности про-
водили аналогично определению LD50, по проше-
ствии 30 дней, мышам вводили подкожно культуру 
F. tularensis 503 в дозе 1·103 КОЕ/мышь (DCl штам-
ма F. tularensis 503 для мышей линии BALB/c равна  
1 КОЕ).

Ампликон размером 4009 п.о. с геном recA был 
получен c праймерами FSA 5′-AAAGTCGACCTG 
GTGGTTTGATGGTT-3′ и RSA 5′-AAAGTCGACTAC 
CATTCTCAAGGTACT-3′ на матрице ДНК клеток 
штамма F. tularensis 15/10.

Плазмида pHV33-mob/recA была получена в ре-
зультате встраивания в плазмиду pHV33-mob по сай-
ту рестрикции SalI ампликона с геном recA. Селекцию 
клонов E. coli DH5α с плазмидой pHV33-mob/recA 
проводили на среде с ампициллином с последующим 
ПЦР-анализом с праймерами FSA, RSA. 

Мобилизационный перенос плазмид из клеток 
E. coli S17-1 в клетки F. tularensis проводили как 
описано [6]. 

Результаты и обсуждение

Делеция гена recA не повлияла на культурально-
морфологические свойства штамма при выращива-
нии на плотных и жидких питательных средах. После 
48 часов инкубации на FT-агаре вырастали колонии 
диаметром 2 мм с характерной для культур вакцинно-
го штамма туляремийного микроба формой и цветом. 

Время удвоения оптической плотности культуры на 
среде FTB равнялось двум часам. 

В мышиных макрофагоподобных клетках линии 
J774.A1 количество клеток F. tularensis 15/10∆recA 
увеличилось за 21 ч в 44 раза, что не отличалось от 
данных для клеток штамма F. tula ren sis 15/10.

Клетки штамма F. tularensis 15/10∆recA облада-
ют повышенной чувствительностью к УФ-облучению 
по сравнению с исходным штаммом F. tularensis 
15/10 (рисунок). Введение плазмиды pHV33-mob/
recA с геном recA в клетки F. tularensis 15/10∆recA 
полностью восстанавливает устойчивость бактерий 
к УФ-облучению. 

Штаммы и плазмиды

Название Характеристика Источник или ссылка

E. coli DH5α F¯supE44 ΔlacUl69 (φ801acZΔM15)hsdR17 (rk¯mk¯ ) recA l 9 endAI 
gyrA96 thi-I elAl

[13]

E. coli S17-1 thi, thr, leu, tonA, lacy, supE, recA: :RP4-2-Tc: :Mu, Kn: :Tn7 [11]

E. coli S17-1(pHV33-mob) E. coli S17-1 с плазмидой pHV33-mob [6]

E. coli S17-1(pHV33-mob/recA) E. coli S17-1 с плазмидой pHV33-mob/recA Данная работа

Francisella tularensis 15/10 Pmr, прототип вакцинного штамма Государственная коллекция  
микроорганизмов «ГКПМ-Оболенск»

Francisella tularensis 15/10∆recA F. tularensis 15/10 с инактивированным геном recA Государственная коллекция  
микроорганизмов «ГКПМ-Оболенск»

Francisella tularensis 
15/10∆recA(pHV33-mob/recA)

F. tularensis 15/10 с инактивированным геном  recA,   
несущий плазмиду pHV33-mob/recA, содержащую  
регион хромосомной ДНК с нативным геном  recA

Данная работа

E. coli S17-1(pPV/∆iglС) E. coli S17-1 с плазмидой pPV/∆iglС  [6]

pPV/∆iglС Ampr, Cmr, sacB, mob содержит фрагмент хромосомы  
F. tularensis 15/10 с инактивированным геном iglС

 [6]

pHV33-mob Ampr, Cmr, Tcs  [6]

pHV33-mob/recA Ampr, Cmr, Tcs, содержит регион хромосомной ДНК  
F. tularensis 15/10 с нативным геном recA 

Данная работа

Устойчивость штаммов F. tularensis 15/10 к УФ-облучению
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Чувствительность бактерий штамма F. tularen-
sis 15/10 ∆recA к бактерицидному действию пере-
киси водорода (H2О2) сравнима с таковой для кле-
ток F. tularensis 15/10. Для концентраций перекиси 
водорода 1 % зона подавления составляла 0,9 см. 
Бактерицидная активность НКС для штаммов F. tu-
larensis 15/10∆recA и F. tularensis 15/10 была прак-
тически одинакова и составила 10 % выживаемости. 
Эффективность переноса плазмиды pHV33-mob в 
штамм F. tularensis 15/10∆recA сопоставима с тако-
вой родительского штамма F. tula ren sis 15/10. 

Процесс гомологичной рекомбинации изучался 
с использованием плазмиды pPV/∆iglС, несущей по-
следовательность, гомологичную хромосомной ДНК 
F. tularensis 15/10. Частота интеграции pPV/∆iglС в 
хромосомную ДНК штамма F. tula ren sis15/10 состав-
ляла 10–7, тогда как для F. tularensis 15/10∆recA клоны 
с интегрированной плазмидой не получены, т.е. ча-
стота интеграции составляла менее 10–9. Эти данные 
позволяют сделать вывод о том, что делеция recA гена 
приводит к репрессии механизма рекомбинации. 

Удаление гена recA из клеток F. tularensis 15/10 
привело к десятикратному снижению остаточной ви-
рулентности по сравнению со штаммом F. tularensis 
15/10. LD50 штамма F. tularensis 15/10∆recA состави-
ла 5,0·103 КОЕ. 

Мыши линии BALB/c, иммунизированные 
клетками штамма F. tularensis 15/10∆recA в дозе 
1·101, 1·102, 1·103 и 1·104 КОЕ/мышь, были устой-
чивы к заражению в дозе 1·103 КОЕ/мышь штамма 
F. tula rensis 503. 

Таким образом, изучение иммунобиологических 
свойств полученного штамма F. tularensis 15/10∆recA 
сравнительно со штаммом исходного типа показало 
одинаковые культурально-морфо ло ги ческие свой-
ства и повышение чувствительности к ультрафиоле-
товому облучению. Данное наблюдение совпадает с 
результатами работы [5] и, возможно, говорит об уча-
стии гена recA в репарации повреждений хромосомы, 
вызванных УФ-облучением. Полученные данные об 
отсутствии влияния мутации гена recA у клеток F. tu-
larensis на чувствительность к H2O2 не отличают туля-
ремийный микроб от Brucella abortus [9]. Мутантный 
штамм сохранил свойство выживать в нормальной 
кроличьей сыворотке [4] и не утратил способности 
к размножению в макрофагоподобных клетках J774.
A1, что важно для формирования в организме хозяина 
клеточного иммунитета [12]. Аттенуирование на по-
рядок при сохранении протективных свойств можно 
рассматривать как положительный признак для жи-
вой вакцины, а существенное снижение способности 
к гомологичной рекомбинации позволяет говорить о 
стабилизации полезных качеств штамма.
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