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Российская Федерация

Существование на территории Российской Федерации стабильных природных очагов бактериальных и вирусных 
инфекций определяет риск возникновения эпидемических осложнений и обосновывает одну из основных задач обще-
ственного здравоохранения – обеспечение санитарно-эпидемиологического благополучия населения. Туляремия 
является природно-очаговой инфекцией и отнесена к особо опасным заболеваниям человека. В силу географических 
и климатических условий Ростовская область является территорией, эндемичной по данной инфекции. Следует учи-
тывать также существование трансграничных очагов туляремии. Цель нашего исследования заключалась в изучении 
биологических свойств и генетических характеристик штаммов возбудителя туляремии, изолированных из природных 
очагов Ростовской области и Донецкой Народной Республики в 2022–2023 гг. Во время эпизоотии 2022–2023 гг. выде-
лено 16 культур возбудителя туляремии. Установлено, что все выделенные штаммы относятся к виду Francisella  
tularensis подвида holarctica биовара EryR. Применение методов INDEL-типирования позволило подтвердить, что все 
изолированные штаммы относятся к подвиду holarctica, и установить их принадлежность к основной генетической под-
группе В.12. Проведено полногеномное секвенирование 16 штаммов F. tularensis и показано, что они относятся к двум 
разным генотипам – В.170 и В.203, согласно схеме «канонических SNP». Расширенное генотипирование с использо-
ванием 6626 SNP подтвердило разделение штаммов 2022–2023 гг. на два кластера. Штаммы F. tularensis, выделенные 
в ДНР, оказались генетически близки штаммам, изолированным на территории трех районов Ростовской области, что 
позволяет подтвердить гипотезу о существовании трансграничного очага туляремии. Анализ результатов VNTR-
генотипирования подтвердил разделение 16 штаммов 2022–2023 гг. на два разных VNTR-генотипа и позволил выя-
вить более тонкие различия в генотипах штаммов в данной популяции туляремийного микроба. Простой и быстрый 
метод VNTR является методом выбора для проведения филогенетического анализа. 
Ключевые слова: Francisella tularensis, полногеномное секвенирование, SNP, INDEL, VNTR, полимеразная цепная 
реакция, филогенетический анализ
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The existence of stable natural foci of bacterial and viral infections on the territory of the Russian Federation determines the risk of 
epidemic complications and substantiates one of the main tasks of public health – ensuring the sanitary and epidemiological well-
being of the population. Tularemia is a natural focal infection and is classified as a particularly dangerous human disease. Due to 
geographical and climatic conditions, the Rostov region is a territory endemic for this infection. The existence of cross-border foci 
of tularemia should also be taken into account. The purpose of our study was to study the biological properties and genetic 
characteristics of tularemia pathogen strains isolated from natural foci of the Rostov region and the DPR in 2022–2023. During the 
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С
уществование на территории Российской Федерации 

(РФ) стабильных природных очагов бактериальных и 

вирусных инфекций определяет риск возникновения эпиде-

мических осложнений и обосновывает одну из основных 

задач общественного здравоохранения – обеспечение сани-

тарно-эпидемиологического благополучия населения. В 

настоящее время в РФ реализуется Федеральная програм-

ма «Санитарный щит», направленная на противодействие 

завозу и распространению возбудителей инфекционных 

заболеваний. Кроме того, в рамках программы предусма-

тривается постоянный мониторинг активности очагов при-

родно-очаговых и зоонозных инфекций, расположенных на 

территории РФ и сопредельных регионов.

Туляремия является природно-очаговой инфекцией и от-

несена к особо опасным заболеваниям человека. 

Эндемичные очаги инфекции широко распространены в се-

верном полушарии земного шара: в Европе заболевание 

встречается практически во всех странах, включая Россию. 

Особого внимания заслуживает тот факт, что в последние 

десятилетия прослеживается четкая тенденция не только к 

активизации известных очагов, но и к формированию новых 

на территориях, ранее благополучных по туляремии.

В силу географических и климатических условий 

Ростовская область (РО) является территорией, эндемичной 

по данной инфекции. Поэтому проблема туляремии на сегод-

няшний день остается актуальной для области, так как при-

родные очаги пойменно-болотного и степного типов зареги-

стрированы в 36 муниципальных образованиях [1]. На терри-

тории Украины существует 51 природный очаг туляремии 

[1–3]. Следует учитывать также существование трансгранич-

ных очагов туляремии, в частности, на границе РО и Донецкой 

Народной Республики (ДНР) [4]. Следует подчеркнуть, что с 

1996 по 2017 г. эпидемическая ситуация по туляремии в об-

ласти оценивалась как стабильно благополучная [1]. В 2020 г. 

было проведено эпизоотологическое обследование террито-

рии РО и выделены 6 культур возбудителя туляремии от 

мелких грызунов, собранных в Сальском и Ремонтненском 

районах РО. В 2022–2023 гг. зафиксирована эпизоотия среди 

грызунов в трех районах РО (Целинский, Ремонтненский, 

Неклиновский) и одном районе ДНР (Новоазовский) с выде-

лением 16 культур возбудителя туляремии. 

Цель исследования заключалась в изучении биологиче-

ских свойств и генетических характеристик штаммов возбу-

дителя туляремии, изолированных из природных очагов 

Ростовской области и ДНР в 2022–2023 гг.

Материалы и методы

Штаммы Francisella tularensis, использованные в работе, 

были выделены во время эпизоотии 2022–2023 гг. в РО и 

ДНР.

Бактерии F. tularensis выращивали на среде Т в течение 

24 ч при 37°С. Культурально-морфологические, биохимиче-

ские и биологические свойства туляремийного микроба 

изучали в соответствии с МУ 3.1.2007-05 «Эпидемио-

логический надзор за туляремией» [5]. Антибиотикочувстви-

тельность исследуемых культур изучали диско-диффузион-

ным методом согласно МУК 4.2.2495-09 «Определение 

чувствительности возбудителей опасных бактериальных 

инфекций (чума, сибирская язва, холера, туляремия, бру-

целлез, сап, мелиоидоз) к антибактериальным препара-

там» [6].

Полногеномное секвенирование проводили на платфор-

ме MiSeq Illumina. Сборку геномов, представленных в виде 

ридов, проводили с использованием программы Spades [7]. 

Для сравнительного анализа использовали данные, полу-

ченные из базы данных NCBI.

Для анализа применяли авторское программное обеспе-

чение GeneExpert, PrimerM и VirtualPCR, написанное на 

языке программирования Java. Кластерный анализ прово-

дили с использованием метода UPGMA, для построения 

дендрограммы использовали программу MEGA 5. Для опре-

деления «канонических SNP» использовано свободное про-

граммное обеспечение CanSNPer2 [8]. Алгоритм выбора 

SNP для анализа WGS описан ранее [9].

Конструирование праймеров и проведение полимеразной 

цепной реакции (ПЦР) in silico осуществляли при помощи 

программ Primer3Plus и авторской программы VirtualPCR. 

Кластерный анализ и построение филогенетического дере-

ва проводили с использованием программы GrapeTree (ал-

горитм NJ) [10]. Для оптимизации набора VNTR-локусов с 

целью получения максимального числа индивидуальных ге-

нотипов была использована программа AuSeTTS (Automated 

Selection of Typing Target Subsets) [11].

Для детекции VNTR-локусов ПЦР проводили отдельно 

для каждого из 5 локусов. Температура отжига составляла 

55°С для всех локусов (М3, М6, М10, М20А, М24). Продукты 

амплификации анализировали в 8%-м полиакриламидном 

геле и определяли размер амплифицированных фрагментов 

по стандарту молекулярных масс с помощью программы 

Quantity One.

2022–2023 epizootic, 16 cultures of the tularemia pathogen were isolated. It was established that all isolated strains belong to the 
species Francisella tularensis subspecies holarctica biovar EryR. The use of INDEL-typing methods made it possible to confirm that 
all isolated strains belong to the subspecies holarctica and to establish their belonging to the main genetic subgroup B.12. Whole 
genome sequencing of 16 strains of F. tularensis was carried out and it was shown that that they belong to two different genotypes 
B.170 and B.203, according to the «canonical SNP» scheme. Extended genotyping using 6626 SNPs confirmed the separation of 
the 2022–2023 strains into two clusters. The strains of F. tularensis isolated in the DPR turned out to be genetically close to the 
strains isolated in the territory of three districts of the Rostov region, which allows us to confirm the hypothesis of the existence of 
a transboundary focus of tularemia. Analysis of the results of VNTR-genotyping confirmed the division of 16 strains of 2022–2023 
years into two different VNTR genotypes and revealed more subtle differences in strain genotypes in this tularemia microbe 
population. The simple and fast VNTR method is the method of choice for phylogenetic analysis.
Key words: Francisella tularensis, whole genome sequencing, SNP, INDEL, VNTR, PCR, phylogenetic analysis
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Результаты исследования и их обсуждение

При изучении выделенных культур с помощью традицион-

ных микробиологических методов (культурально-морфоло-

гические, биохимические, антигенные свойства, патоген-

ность для лабораторных животных) установлено, что все они 

относятся к виду F. tularensis. С помощью разработанных 

ранее биохимических экспресс-тестов дополнительно про-

ведена внутривидовая дифференциация культур [12–14]. 

Установлено, что все выделенные штаммы относились к 

виду F. tularensis подвида holarctica биовара EryR. В настоя-

щее время молекулярно-биологические методы исследова-

ния инфекционных агентов приобретают все большее значе-

ние в связи с их информативностью и возможностью опре-

делить филогенетическое родство тех или иных штаммов. 

Применение методов INDEL-типирования [15, 16] позволило 

подтвердить, что все изолированные штаммы относятся к 

подвиду holarctica, и установить их принадлежность к основ-

ной генетической подгруппе В.12. 

Проведено полногеномное секвенирование 16 штаммов 

F. tularensis, выделенных в трех районах РО (Целинский, 

Ремонтненский, Неклиновский) и одном районе ДНР 

(Новоазовский). Использование схемы «канонических SNP» 

[8] показало, что они относятся к двум разным генотипам – 

В.170 и В.203 (таблица).

Штаммы F. tularensis, выделенные в Новоазовском райо-

не ДНР, представлены генотипом B.203, в то время как 

штаммы из трех районов РО принадлежат к обоим установ-

ленным генотипам.

Проведение расширенного генотипирования с использо-

ванием 6626 SNP позволило построить дендрограмму, от-

ражающую генетическую близость между различными 

штаммами (рис. 1). Анализ дендрограммы подтвердил раз-

деление штаммов 2022–2023 гг. на два кластера – А и В. 

Штаммы F. tularensis, выделенные в ДНР (Новоазовский 

район), оказались генетически близки штаммам, изолиро-

ванным на территории трех районов РО, что позволяет под-

твердить гипотезу о существовании трансграничного очага 

туляремии [4] (рис. 2). 

С целью выявления корреляции результатов генотипиро-

вания F. tularensis разными методами было проведено 

MLVA-типирование по 5 VNTR-локусам штаммов F. tularensis, 

выделенных во время эпизоотии 2022–2023 гг., а также из 

природных очагов России и Европы. VNTR-анализ россий-

ских штаммов, включая 13 выделенных до 2022 г. в 

Ростовской области, проводили in vitro. Типирование евро-

пейских штаммов проводили in silico c использованием базы 

данных GenBank. Дендрограмма сформирована с использо-

ванием программы GrapeTree по алгоритму NJ и приведена 

на рис. 3.

Анализ результатов VNTR-генотипирования подтвердил 

разделение 16 штаммов 2022–2023 г. на два разных VNTR-

генотипа (А и В), соответствующих кластерам, выявленным 

при SNP-типировании. При этом следует особо подчеркнуть 

Таблица. Фрагмент таблицы генотипов выделенных штаммов, согласно схеме «канонических SNP» [8]

Table. Fragment of the table of genotypes of isolated strains, according to the «canonical SNP» scheme [8]

Номер штамма /
Strain number

Место выделения /
Selection site

Тип CanSNP / 
CanSNP tipe

CanSNP-путь / CanSNP pass

464 Целинский р-н, п. Северный /
Tselinsky district, Severny village

B.170 B.12;B.72;B.13;B.26;B.42;B.168;B.21;B.170

740 Новоазовский р-н, с. Роза-Люксембург /
Novoazovsky district, Rosa-Luxembourg village

B.203 B.12;B.72;B.13;B.27;B.203

742 Новоазовский р-н, с. Кузнецы /
Novoazovsky district, Kuznetsy village

B.203 B.12;B.72;B.13;B.27;B.203

279-286 Новоазовский р-н, с. Кузнецы /
Novoazovsky district, Kuznetsy village

B.203 B.12;B.72;B.13;B.27;B.203

739-1 Новоазовский р-н, с. Порохня / Novoazovsky district, 
Porokhnya village

B.203 B.12;B.72;B.13;B.27;B.203

783 Неклиновский р-н, пос. Приморка /
Neklinovsky district, Primorka village

B.203 B.12;B.72;B.13;B.27;B.203

794 Целинский р-н, п. Сладкая Балка /
Tselinsky district, Sladkaya Balka village

B.170 B.12;B.72;B.13;B.26;B.42;B.168;B.21;B.170

795 Целинский р-н, с. Лопанка /
Tselinsky district, Lopanka village

B.170 B.12;B.72;B.13;B.26;B.42;B.168;B.21;B.170

Рис. 1. Фрагмент дендрограммы, построенной по итогам анали-

за 6626 SNP.

Fig. 1. Fragment of a dendrogram constructed based on the results 
of the analysis of 6626 SNPs.
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тот факт, что обнаружены различия во взаимном располо-

жении генотипов некоторых штаммов по версии SNP и 

VNTR-типирования. Штаммы, входящие в кластер А по вер-

сии SNP (рис. 1), представлены тремя группами близкород-

ственных штаммов по версии VNTR (рис. 3). Такое же рас-

пределение наблюдается и для кластера В. Таким образом, 

метод VNTR-типирования позволяет выявить более тонкие 

различия в генотипах штаммов, по крайней мере в данной 

популяции туляремийного микроба.

Метод VNTR-генотипирования позволил ранее опреде-

лить 4 VNTR-генотипа при анализе штаммов, изолирован-

ных в РО во время эпизоотии 2020 г. [17], причем 2 из этих 

4 генотипов выявлены также и в 2022–2023 г., а другие два 

относятся к тем же кластерам А и В по версии SNP-

типирования (рис. 1, 3).
Рис. 2. Районы выделения штаммов F. tularensis.

Fig. 2. F. tularensis isolation areas.

Рис. 3. Филогенетическое дерево VNTR-генотипов европейских и российских штаммов F. tularensis, построенное по алгоритму NJ. 

Символы обозначают общие генотипы штаммов 2020 и 2022–2023 гг.

Fig. 3. Phylogenetic tree of VNTR-genotypes of European and Russian strains of F. tularensis built using the NJ algorithm. The symbols 
indicate the common genotypes of the 2020 and 2022–2023 strains.



72

В.М.Сорокин и др. / Бактериология, 2023, т. 8, №3, с. 68–74

V.M.Sorokin at al. / Bacteriology, 2023, volume 8, No 3, с. 68–74

Для филогенетического анализа популяций различных 

микроорганизмов успешно применяются как SNP-, так и 

VNTR-методы (рис. 4). Так, например, для популяций Bacillus 

anthracis применяется комбинация SNP- и VNTR-маркеров 

[18, 19], включающая набор из 14 диагностически значимых 

SNP (canSNP) на первом этапе. С другой стороны, при ана-

лизе вспышки заболевания, вызванного бактериями 

Pseudomonas aeruginosa, проведенном с применением мето-

дов VNTR-типирования и полногеномного секвенирования, 

авторы пришли к выводу о целесообразности применения 

на первом этапе простого и быстрого метода MLVA с после-

дующим секвенированием изолятов с одинаковым MLVA-

профилем [20].

В то же время данные по сравнительному изучению ре-

зультатов совместного VNTR-и SNP-типирования штаммов 

F. tularensis весьма немногочисленны. В работе [21] показано, 

что кластеризация по VNTR-генотипам согласуется с таковой 

по SNP-генотипам, при этом метод SNP обладает большей 

разрешающей способностью – 45 изученных штаммов пред-

ставлены 23 SN-генотипами и лишь 6 VNTR-генотипами. 

Только лишь в одном случае один SNP-генотип делится на 

два VNTR-генотипа. Шевцовым с соавт. [22] представлены 

результаты генотипирования 39 штаммов F. tularensis subsp. 

holarctica, выделенных в Казахстане, включая вакцинный 

штамм 15 НИИЭГ, с использованием MLVA, canSNP и wgSNP. 

Генотипирование MLVA проводили по классической схеме 

генотипирования, включающей 25 локусов, из них только 5 

локусов оказались вариабельными для данной популяции. В 

набор были включены еще два VNTR-локуса, обнаруженные 

авторами in silico. Изученные штаммы представлены 19 

MLVA-генотипами, причем кластеризация по MLVA-генотипам 

коррелирует с таковой для canSNP и wgSNP-типирования и 

разрешающая способность методов примерно одинакова. 

Анализ ридов длиной 300 п.н. позволил корректно идентифи-

цировать все VNTR-аллели у 39 изученных штаммов. Авторы 

делают вывод о том, что ПЦР-анализ с использованием 

MLVA7-набора совместим с анализом WGS in silico и должен 

облегчить выбор штаммов для секвенирования и контроля 

качества идентичности штаммов.

Еще одним доводом в пользу примененного набора 

VNTR-локусов служат данные Нарышкиной с соавт. [23], 

полученные при полногеномном секвенировании вакцинно-

го штамма 15 НИИЭГ. Для проведения филогенетического 

анализа из базы данных NCBI GenBank были взяты 229 ге-

номов F. tularensis. В итоге в анализируемой группе, состоя-

щей из 230 геномов F. tularensis, всего выявлено 31 294 ко-

ровых SNP. Филогенетический анализ показал, что что 

максимально близко к исследуемому штамму расположены 

два варианта штамма F. tularensis LVS. Следующим по фи-

логенетической близости к штамму F. tularensis 15 НИИЭГ 

оказался штамм F. tularensis ssp. holarctica MAX, Россия, 

1928 г. Далее следует группа из трех штаммов F. tularensis 

ssp. holarctica, выделенных в 2011 г. в Норвегии от больных 

людей, – NO17, NO18 и NO7, отличающихся от штамма 

15 НИИЭГ на 23, 23 и 24 коровых SNPs соответственно. 

Наиболее удаленным по филогенетическому родству от 

Рис. 4. Карта распределения VNTR-генотипов штаммов F. tularensis.

Fig. 4. Distribution map of VNTR-genotypes of F. tularensis strains.
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штамма 15 НИИЭГ из рассматриваемой группы является 

штамм 503, Россия, 1939 г., отличающийся от него на 29 

коровых SNP. В нашем исследовании наблюдается практи-

чески то же распределение родственных штаммов (рис. 3).

Таким образом, предлагаемый нами набор из 5 VNTR-

локусов при филогенетическом анализе дает сходный про-

филь кластеризации по сравнению с данными, полученными 

при использовании разных наборов SNP.

Проведено полногеномное секвенирование 16 штаммов 

F. tularensis, выделенных в трех районах РО (Целинский, 

Ремонтненский, Неклиновский) и одном районе ДНР 

(Новоазовский). Использование схемы «канонических SNP» 

показало, что они относятся к двум разным генотипам – 

В.170 и В.203. Расширенное генотипирование с использова-

нием 6626 SNP позволило подтвердить разделение штам-

мов 2022–2023 гг. на два кластера – А и В. 

Анализ результатов VNTR-генотипирования подтвердил 

разделение 16 штаммов 2022–2023 гг. на два разных VNTR-

генотипа (А и В), соответствующих кластерам, выявленным 

при SNP-типировании. 

Штаммы F. tularensis, выделенные в ДНР (Новоазовский 

район), оказались генетически близки штаммам, изолиро-

ванным на территории трех районов РО, что позволяет под-

твердить гипотезу о существовании трансграничного очага 

туляремии.

Простой и быстрый метод VNTR является методом выбо-

ра для проведения филогенетического анализа. Преиму-

ществами метода являются возможность генотипирования 

возбудителя непосредственно в полевом материале без 

выделения чистой культуры, а также отсутствие необходи-

мости в выполнении трудоемкой и затратной процедуры 

полногеномного секвенирования. 
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