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При проведении градации территорий природ-
ных очагов туляремии по степени активности обяза-
тельно учитывают случаи выделения возбудителя и 
детекции его антигена [5]. 

Иксодовые клещи (ИК) подлежат исследованию 
на наличие возбудителя туляремии и его антигена [1, 
4, 5]. В действующих инструктивно-методических 
документах для обнаружения туляремийного микро-
ба в организме беспозвоночных животных рекомен-
довано применение биологического метода [5]. Не 
менее эффективен прямой посев содержимого тела 
ИК на питательную среду [2]. Возможно обнаруже-
ние в ИК туляремийных бактерий с помощью метода 
флуоресцирующих антител (МФА) и его антигена в 
серологических реакциях [1, 4, 5].

ИК инфицируются, кормясь на больных туляре-
мией животных. От личинки до имаго количество ту-
ляремийных бактерий может увеличиться в клеще в 
1000–10000 раз и достигнуть 109 м.к. Но если при ис-
ходном инфицирующем кормлении на больном туля-
ремией теплокровном животном в клеща поступило 
недостаточное количество бактерий (менее 10000), то 
при переходе из одной фазы развития в другую воз-
можно полное освобождение ИК от инфекции [3].

Очевидно, возбудитель туляремии в ИК может 
находиться в живом или деструктивном состояниях, 
в концентрациях от единичных микробных клеток 
до n·10 9 м.к. и более. Это делает целесообразным про-
ведение первичного скрининга с целью отбора проб, 

перспективных для выделения культуры и изучения 
методами, выявляющими нежизнеспособные клетки 
туляремийного микроба.

Материалы и методы

Исследовано 5855 иксодовых клещей, в том чис-
ле 2482 Dermacentor marginatus и 2598 D. re ti cu la tus. 
Клещи были сгруппированы в 526 пулов, из которых 
приготовлены суспензии в 1,2–1,5 мл 0,01 М натрий-
фосфатного буфера (рН 7,2–7,4). Пробы, отобранные 
для постановки серологических реакций, инактиви-
ровали при 56 °С в течение 30 мин в присутствии 
2 % формалина. 

Для проведения первичного скрининга суспен-
зий ИК использовали диагностикум эритроцитар-
ный туляремийный иммуноглобулиновый с чув-
ствительностью 6,25·105 м.к./мл в реакции непря-
мой гемагглютинации (РНГА) и тест-систему для 
твердофазного иммуноферментного метода (ТИФМ) 
чувствительностью 1,0·106 м.к./мл, производства 
ФКУЗ СтавНИПЧИ Роспотребнадзора. Постановку 
РНГА осуществляли макрометодом в объеме 0,4 мл, 
а ТИФА – 0,1 мл. Суспензии ИК титровали в 4 лун-
ках с шагом ½.

Суспензии ИК с положительными результата-
ми в РНГА и ТИФМ изучали с использованием на-
бора реагентов для иммунохроматографического 
экспресс-выявления и идентификации возбудителя 
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туляремии «ИХ тест F. tularensis» (ИХ тест) с чув-
ствительностью 1·107 м.к./мл, производства ФБУН 
«Государственный научный центр прикладной микро-
биологии и биотехнологии» п. Оболенск. Постановку 
МФА осуществляли с иммуноглобулинами диа-
гностическими флуоресцирующими туляремийны-
ми, сухими, производства филиала «Медгамал» ГУ 
НИИЭМ им. Н.Ф.Гамалеи РАМН. Исследование ме-
тодом полимеразной цепной реакции (ПЦР) проводи-
ли с использованием мультилокусной тест-системы 
«Francisella tularensis multiplex-Eph», разработанной 
в ФКУЗ СтавНИПЧИ Роспотребнадзора, с праймера-
ми комплиментарными участкам мобильного элемен-
та ISFtu2 и генов 23 кDa, fopA [6]. Чувствительность 
ПЦР составляла 1·102–1·103 м.к./мл. Набор олиго-
нуклеотидных праймеров для мультиплексной ПЦР 
тест-системы с детекцией в электрофоретическом 
формате представлен в таблице.

Исследование биологическим и бактериоло-
гическим методами проводили в соответствии с 
инструктивно-методическими документами [4, 5]. 
Для выделения туляремийного микроба использова-
ли Ft-агар [2].

Результаты и обсуждение

Нами было исследовано 217 пулов иксодо-
вых клещей, собранных на территориях Красно-
гвардейского, Изобильненского и Ипатовского райо-
нов Ставропольского края весной 2008 г., 129 пулов 
ИК – на территориях Шпаковского и Грачевского 
районов Ставропольского края весной 2010 г. и 180 
пулов ИК – на территории Карачаево-Черкесской 
Республики весной 2010 г. 

Суспензии ИК исследованы параллельно в 
РНГА, ТИФМ и ПЦР. Положительные результаты в 
РНГА получены при исследовании 49 пулов. В 11 
из них зарегистрированы положительные результа-
ты в ТИФМ с величиной оптической плотности в 
опытных лунках, соответствующей положительному 
контролю. Им соответствовали видоспецифические 
фрагменты ДНК, обнаруженные методом ПЦР. Эти 
11 пулов ИК с положительными результатами в ТИФМ 
были изучены с помощью ИХ тестов и МФА с получением 
положительных результатов в 100 % случаев, а также биоло-
гическим и бактериологическим методами с выделением 
возбудителля туляремии. 

Дополнительно в 5 суспензиях ИК (10,2 % от 
общего количества положительных в РНГА) заре-

гистрированы положительные результаты в ТИФМ, 
но с величиной оптической плотности в опытных 
лунках в 1,5–2 раза ниже, чем в положительном кон-
троле. Исследование этих суспензий с помощью ИХ 
тестов и МФА дало отрицательные результаты, хотя 
в ПЦР были получены положительные. Из них не 
выделен туляремийный микроб.

В оставшихся 33 пробах с положительными 
результатами в РНГА присутствие туляремийного 
антигена не подтвердилось в ТИФМ и ИХ тестах, 
а исследование методом ПЦР дало отрицательные 
результаты. Возбудитель туляремии не обнаружен в 
них биологическим и бактериологическим методами. 
Напротив, методом ПЦР положительные результаты 
дополнительно зарегистрированы в 6 пулах (1,3 % от 
общего количества отрицательных в РНГА), где воз-
будитель туляремии или его антиген не обнаружен 
при первичном скрининге.

Проведенные исследования показали, что пер-
вичный скрининг суспензий ИК можно проводить 
в РНГА, которую отличает методическая просто-
та постановки и общедоступность диагностикума. 
Но учитывая недостаточную специфичность РНГА 
(6,9 % ложноположительные результаты), досто-
верность обнаружения туляремийного антигена в 
этой реакции следует подтверждать с помощью ИХ 
тестов или ТИФМ. Это значительно снижает целе-
сообразность использования РНГА для исследования 
суспензий ИК. 

Исследование пулов ИК с помощью ИХ тестов по-
казало их высокую специфичность. Положительные 
результаты в ИХ тестах в 100 % случаев совпали с 
положительными результатами в РНГА, ТИФМ, ПЦР 
и выделением культур возбудителя, что позволяет ре-
комендовать применение ИХ тестов на практике. 

Исследование твердофазным иммунофермент-
ным методом позволило дифференцировать пробы 
на две группы. В первую вошли пулы ИК, в кото-
рых величина оптической плотности положитель-
ного результата иммуноферментной реакции соот-
ветствовала значению положительного контроля. 
Положительные результаты этого метода совпали с 
положительными результатами в РНГА, ИХ тестах, 
ПЦР и выделением культур возбудителя. Вторую 
группу составили пробы с положительными резуль-
татами в ТИФМ, но величиной оптической плотно-
сти в опытных лунках в 1,5–2 раза ниже, чем в по-
ложительном контроле. Из этих проб не выделен воз-
будитель туляремии. Согласно полученным данным, 

Состав олигонуклеотидных праймеров для тест-системы «Francisella tularensis multiplex-Eph»

ДНК-мишень Обозначение праймеров 5'–3' последовательности праймеров Размер ампликона (п.н.)

ISFtu2 Ft-IS2-F aagcaattggtagatcagttggtagg 208
Ft-IS2-R ataccttgaatatgctgcctgatttc

23 кDa Ft-23 kDa-F tgtggatgtcgagtcgattc 349
Ft-23 kDa-R gcagtaggatcagttctcacatg

fopA Ft-fopA-F gcaaacactaattcagctactacac 500
Ft-fopA-R gtacccgctctgccattag



ДИАГНОСТИКА, БИОТЕХНОЛОГИЯ

81

наиболее вероятным в таких случаях может быть со-
впадение результатов в ТИФМ с ПЦР, на основании 
чего можно будет утверждать о присутствии туляре-
мийного антигена и ДНК в исследуемом пуле ИК. 

Применение ПЦР позволило подтвердить досто-
верность результатов ИХ тестов и ТИФМ и дополни-
тельно обнаружить видоспецифические фрагменты 
ДНК еще в 6 пулах. Этот метод оказался наиболее 
информативным. Особую группу составили пулы ИК 
с отрицательными результатами в ТИФМ и других 
серологических реакциях, но содержащие видоспе-
цифические фрагменты ДНК туляремийного микро-
ба. По нашему мнению, такие результаты указывают 
на участки потенциально опасных территорий при-
родного очага туляремии.

Таким образом, учитывая высокую чувствитель-
ность и диагностическую значимость ПЦР, эту реак-
цию следует использовать при проведении первич-
ного скрининга суспензий ИК. Пулы с положитель-
ными результатами в ПЦР подлежат исследованию 
в ТИФМ и ИХ тестах для обнаружения в них туля-
ремийного антигена. В случае обнаружения антиге-
на такие пулы ИК обязательно подлежат изучению 
биологическим или бактериологическим методами 
для выделения туляремийного микроба с высокой 
степенью вероятности. Наличие одновременно поло-
жительных результатов в ТИФМ, ИХ тесте, МФА и 
ПЦР предполагает присутствие возбудителя туляре-
мии в пробе. 
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