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Туляремия – острое инфекционное заболевание человека и животных, природные очаги которого широко распростра-
нены в Северном полушарии, в т.ч. на территории России. Возбудитель туляремии (Francisella tularensis) включает 
четыре подвида, отличающиеся по ареалу циркуляции, биохимическим свойствам и патогенности для человека и 
животных. Клиническое значение в инфекционной патологии человека имеют только три основных подвида 
(F. tularensis subsp. tularensis, mediasiatica и holarctica), тогда как близкородственные франциселлы (F. tularensis subsp. 
novicida и F. philomiragia) вызывают туляремиеподобное заболевание у иммунокомпрометированных людей. Важным 
является своевременное выявление лиц с подозрением на туляремию и назначение эффективной терапии. В послед-
ние годы отмечается повышенный интерес исследователей к бактериофагам, которые могут быть использованы в 
профилактике, лечении и диагностике инфекции. В литературе имеются лишь единичные сообщения о выделении 
туляремийного бактериофага, однако на сегодняшний день у экспериментаторов отсутствуют воспроизводимые мето-
ды индукции бактериофага F. tularensis. Весьма слабо изучен вопрос о феномене лизогении у франциселл. Целью 
настоящего исследования явилось изучение возможности выделения бактериофагов из природных вирулентных 
штаммов F. tularensis трех основных подвидов, а также из их изогенных авирулентных ЛПС-дефектных вариантов и 
близкородственных франциселл. При сравнительном анализе эффективности различных факторов для индукции 
бактериофага установлено, что вне зависимости от методических приемов и использованных штаммов F. tularensis, 
все наши попытки изолировать бактериофаг не увенчались успехом. В то же время с помощью хлороформа получены 
бактериофаги из F. tularensis subsp. novicida (Utah 112 и D9876) и F. philomiragia (F9693), активные в отношении гомо-
логичных и гетерологичных штаммов франциселл, а также Escherichia coli φ и E. coli К12. Полученные препараты не 
оказывали литического действия на вирулентные и авирулентные культуры F. tularensis.
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Tularemia is an acute infectious disease of humans and animals, the natural foci of which are widespread in the Northern 
hemisphere, including the territory of the Russian Federation. The causative agent of tularemia (Francisella tularensis) includes 
four subspecies that differ in their circulation area, biochemical properties and pathogenicity for humans and animals. Only three 
main subspecies have clinical significance in human infectious pathology (F. tularensis subsp. tularensis, mediasiatica and 
holarctica), whereas closely related Franciselles (F. tularensis subsp. novicida and F. philomiragia) cause tularemia-like disease 
in immunocompromised people. It is important to timely identify individuals with suspected tularemia and prescribe effective 
therapy. In recent years, there has been an increased interest among researchers in bacteriophages, which can be used in the 
prevention, treatment and diagnosis of infection. In the literature, there are limited reports on the isolation of tularemia 
bacteriophage, however, the researchers do not yet have reproducible methods for inducing the F. tularensis bacteriophage. 
The lysogeny phenomenon in Francisella is underinvestigated now. The purpose of this study was to study the possibility of 
isolating bacteriophages from natural virulent strains of F. tularensis of three main subspecies, as well as from their isogenic 
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Т уляремия является природно-очаговой инфекцией, 
эндемичные очаги которой широко распространены в 

Северном полушарии, в т.ч. в Российской Федерации. 
Возбудитель туляремии (Francisella tularensis) вызывает 
острое инфекционное заболевание человека и широкого 
круга животных. Эпизоотические вспышки инфекции разной 
степени интенсивности ежегодно выявляются на различных 
административных территориях нашей страны. Вид F.  tula- 
rensis включает четыре подвида: F. tularensis subsp. tularensis, 
mediasiatica, holarctica и novicida [1]. Однако клиническое 
значение в патологии человека имеют только три основных 
подвида (F. tularensis subsp. tularensis, mediasiatica и 
holarctica), которые отличаются по ареалу циркуляции, био-
химическим свойствам и патогенности для людей и живот-
ных. В то же время близкородственные франциселлы 
(F. tularensis subsp. novicida и F. philomiragia) могут вызывать 
туляремиеподобное заболевание только у людей со снижен-
ным иммунным статусом.

Возбудитель туляремии относится к категории А наибо-
лее опасных агентов биотерроризма [2–4]. Поэтому монито-
ринг состояния природных очагов, выделение культур воз-
будителя, их индикация и идентификация являются актуаль-
ными. Кроме того, особое значение имеют вопросы своевре-
менной диагностики и назначения эффективной противоми-
кробной терапии инфекции. В последние годы отмечается 
повышенный интерес исследователей к бактериофагам, ко-
торые могут быть использованы в профилактике, лечении и 
диагностике инфекции.

Попытки получения бактериофага туляремийного микро-
ба предпринимались на протяжении многих лет разными 
исследователями. Например, А.А.Вольферц в 1935 г. пока-
зал, что фильтрат старой культуры со среды Мак-Коя обра-
зует негативные зоны на газоне туляремийных бактерий. 
После этого различные ученые изучали возможность индук-
ции туляремийного бактериофага, причем некоторым удава-
лось регистрировать литическое действие микробных пре-
паратов на индикаторные штаммы [5, 6]. Близкородственным 
франциселлам исследователи уделяют гораздо меньше 
внимания ввиду их незначительной роли в инфекционной 
патологии человека. Поэтому в литературе имеются лишь 
единичные сведения о наличии у них бактериофагов [7]. 
Вместе с тем авторы отмечают, что использованные методы 
плохо воспроизводились, а исследованные препараты были 
нестабильны. Весьма слабо изучен вопрос о феномене ли-
зогении у франциселл. В то же время идея пополнить арсе-
нал диагностических и лечебных средств против возбудите-
ля туляремии за счет специфического бактериофага пред-
ставляется нам заманчивой.

Целью настоящего исследования явилось изучение воз-
можности выделения бактериофагов из культур F. tularensis 
трех основных подвидов, включая их изогенные авирулент-
ные ЛПС-дефектные варианты, а также штаммов близко-
родственных франциселл.

Материал и методы

В работе использовали исходные вирулентные штаммы 
F. tularensis subsp. tularensis (АЕ-261 cap+), subsp. mediasiatica 
(543 cap+), subsp. holarctica (503 cap+), их изогенные авиру-
лентные ЛПС-дефектные мутанты (cap-), вакцинный штамм 
F. tularensis subsp. holarctica 15 НИИЭГ, а также культуры 
близкородственных франциселл – F. tularensis subsp. novicida 
(Utah 112 и D9876) и F. philomiragia (F9693), Escherichia coli φ, 
E. coli К12. Все штаммы были получены из лаборатории 
«Коллекция патогенных микроорганизмов» ФКУЗ 
«Ростовский-на-Дону противочумный институт» Роспотреб- 
надзора, где они хранились в лиофилизированном состоя-
нии.

Культуры выращивали на плотной питательной среде Т [8] 
или модифицированной среде Мюллера–Хинтон (Himedia, 
Индия).

Изучение индукции бактериофагов проводили с исполь-
зованием различных физических и химических факторов, 
таких как воздействие на суспензии бактерий (109 КОЕ/мл) 
различных температур (56°С в течение 30–60 мин, 4°С и 
37°С в течение 1–3–7 дней), ультрафиолетового облучения 
(УФО) при разных дистанционных и временных режимах, 
хлороформа (в соотношении 1:10 с инкубацией 30 мин при 
комнатной температуре, постоянном встряхивании с после-
дующим центрифугированием 4000 g 20 мин). Оценку лити-
ческой активности отобранного супернатанта выполняли на 
плотных питательных средах либо с помощью спот-теста 
(прямого нанесения на чашки с индикаторными культурами), 
либо методом агаровых слоев по Грациа.

В качестве индикаторных штаммов были исследованы как 
гомологичные, так и гетерологичные штаммы туляремийного 
микроба, их изогенные авирулентные ЛПС-дефектные мутан-
ты, франциселлы, а также E. coli φ, E. coli К12.

Для оценки содержания в полученных образцах бактери-
офагов и их морфологической характеристики использова-
ли трансмиссионную электронную микроскопию (ТЭМ). 
Строение корпускул бактериофагов изучали в электронном 
микроскопе Jeol JEM 1011. Препараты бактериофагов пред-
варительно выдерживали в полиэтиленгликоле (24 ч), затем 
осаждали с помощью высокоскоростного центрифугирова-
ния, наносили на поверхность электронно-микроскопиче-

avirulent LPS-defective variants and closely related Francisella. A comparative analysis of the effectiveness of various factors 
for bacteriophage induction showed that, regardless of the methodological techniques and the F. tularensis strains used, all our 
attempts to isolate the bacteriophage were unsuccessful. At the same time, using chloroform were obtained bacteriophages 
from F. tularensis subsp. novicida (Utah 112 and D9876) and F. philomiragia (F9693), active against homologous and 
heterologous Francisella strains, as well as Escherichia coli φ and E. coli K12. The resulting preparations did not have a lytic 
effect on virulent and avirulent F. tularensis cultures.
Key words: Francisella tularensis, Francisella, bacteriophage
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ской сеточки с формваровой (0,5%) подложкой, далее пере-
носили на пленку и производили негативное контрастирова-
ние в 2%-м растворе уранилацетата в течение 1 мин. 
Приготовленные образцы фагов изучали в электронном ми-
кроскопе с увеличением в 80 000 раз.

Результаты исследования и их обсуждение

В результате проведенного исследования по индукции 
бактериофагов из природных вирулентных штаммов трех 
основных подвидов и их изогенных авирулентных ЛПС-
дефектных мутантов с использованием различных индуци-
рующих факторов (температурный режим, обработка ми-
кробной суспензии хлороформом, УФО) выявить явление 
лизогении у F. tularensis и получить туляремийный бактери-
офаг с четко регистрируемой литической активностью нам 
не удалось. Тем не менее из вирулентного штамма средне-
азиатского подвида при обработке бактерий хлороформом 
выделена субстанция, обладающая слабой литической ак-
тивностью в отношении культур туляремийного микроба 
трех подвидов. Однако наши попытки размножить бактерио-
фаг в бульоне с индикаторным штаммом были безуспешны-
ми, а его активность в процессе хранения быстро снижа-
лась.

При изучении возможности индукции фагов у F. novicida 
(Utah 112 и D9876) и F. philomiragia с помощью обработки 
бактерий хлороформом были получены 3 субстанции, кото-
рые при их нанесении на родительские штаммы формирова-
ли четкие негативные зоны. Интересно отметить, что каж-
дый из препаратов обладал перекрестной литической актив-
ностью в отношении всех изученных франциселл (рис. 1).

В то же время полученные препараты были не активны в 
отношении типичных штаммов возбудителя туляремии трех 
основных подвидов.

Как известно, прямым доказательством фаговой приро-
ды литической субстанции являются данные трансмиссион-
ной электронной микроскопии. С этой целью полученные 
литические субстанции (бактериофаги или бактериоцины) 
изучены с помощью ТЭМ.

Исследование позволило визуализировать фаговые ча-
стицы, которые были представлены формами, характерны-
ми для бактериофагов семейства Podoviridae, имели одина-
ковое строение фаговых корпускул (полигональную головку 
и короткий отросток) и предположительно могут быть отне-
сены к III морфологической группе по классификации 
А.С.Тихоненко, семейству С, Podoviridae (рис. 2) [9].

Следующий этап включал изучение способности образо-
вывать негативные бляшки при использовании в качестве 
индикаторных штаммов гетерологичные культуры E. coli φ и 
E. coli К12. Как оказалось, все выделенные препараты фор-
мировали на этих культурах четкие негативные пятна (рис. 3).

Следовательно, из лизогенных культур франциселл инду-
цированы активные бактериофаги, способные лизировать 
не только франциселлы, но и гетерологичные бактерии ки-
шечной группы.

Установлено, что активность франциселлезных фагов 
(+4°С) сохраняется в течение 1 года 8 мес. (срок наблюде-
ния).

Таким образом, при изучении феномена лизогении у 
штаммов туляремийного микроба и близкородственных 
франциселл из F. novicida и F. philomiragia были выделены 
умеренные бактериофаги. В противоположность этому за-
регистрировать явление лизогении и индуцировать бактери-
офаги у возбудителя туляремии не удалось. В литических 

Рис. 1. Литическая активность в отношении индикаторного 
штамма F. philomiragia (F9693) препаратов, полученных из 
F.  tularensis subsp. novicida (Utah 112), F. tularensis subsp. 
novicida (D9876) и F. philomiragia (F9693) при обработке бактерий 
УФО (1, 2, 3) и хлороформом (1’, 2’, 3’).
Fig. 1. Lytic activity against the indicator strain F. philomiragia 
(F9693) of preparations obtained from F. tularensis subsp. novicida 
(Utah 112), F. tularensis subsp. novicida (D9876) and F. philomiragia 
(F9693) when treating bacteria with UVR (1, 2, 3) and chloroform (1’, 
2’, 3’).

Рис. 2. Морфология франциселлезного бактериофага из 
F.  tularensis subsp. novicida (Utah 112) в ТЭМ (увеличение в 
80 000 раз).
Fig. 2. Morphology of Francisella bacteriophage from F. tularensis 
subsp. novicida (Utah 112) in TEM (80,000× magnification).
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субстанциях, изолированных из франциселл, обнаружены 
фаговые частицы, определена их морфологическая структу-
ра и специфичность.

В результате проведенного исследования получены ста-
бильные препараты бактериофагов франциселл, обладаю-
щие литическим действием в отношении гомологичных 
штаммов и бактерий кишечной группы (E. coli φ и E. coli К12). 
В противоположность этому в отношении туляремийного 
микроба активность фагов не зарегистрирована.

Согласно данным литературы, важную роль в устойчиво-
сти бактерий к внедрению чужеродных генетических эле-
ментов (плазмиды, фаги и др.) играет CRISPR-Cas-система, 
которая определяет иммунитет микробной клетки [10]. При 
молекулярно-генетическом анализе F. tularensis subsp. 
novicida у бактерий были выявлены два функционирующих 
гена CRISPR-Cas9 и CRISPR-Cas12a [11]. В то же время у 
туляремийного микроба трех основных подвидов обнару-
женные гены системы иммунитета предположительно неак-
тивны [12]. Полученные нами данные не согласуются с ре-
зультатами других авторов, т.к. культуры F. novicida и 
F. philomiragia были чувствительны к действию как гомоло-
гичных, так и гетерологичных франциселлезных бактерио-
фагов. При этом штаммы туляремийного микроба проявля-
ли резистентность к их литическому действию. Нельзя ис-
ключить, что обнаруженный феномен связан с особенностя-
ми бактериофагов франциселл.

Изолированные из F. tularensis subsp. novicida (Utah 112 и 
D9876) и F. philomiragia (F9693) стабильные препараты бак-
териофагов могут быть в дальнейшем полезными при изуче-
нии биологии туляремийного микроба и других франциселл.
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Н о в о с т и  н а у к и

Анализ микробиома при метастатическом раке

Микробные сообщества обитают во многих нишах человеческого тела и являются 
важными модуляторами иммунной системы хозяина и реакции на противораковую 
терапию. Недавние исследования показали, что в первичных опухолях присутствуют 
сложные микробные сообщества. Чтобы исследовать наличие и значимость микро-
биома в метастазах, объединили метагеномику, геномику, транскриптомику и кли-
нические данные 4160 биопсий метастатических опухолей на основе картирования 
и сборки. Выявили органоспецифический тропизм микробов, обогащение анаэроб-
ными бактериями в гипоксических опухолях, связь между микробным разнообрази-
ем и инфильтрирующими опухоль нейтрофилами, а также связь фузобактерий с устойчивостью к блокаде иммунных кон-
трольных точек (ICB) при раке легких. Кроме того, продольный отбор проб опухолей выявил временную эволюцию микроб-
ных сообществ и идентифицировал бактерии, истощенные при ICB. Вместе мы создали панраковый ресурс метастатическо-
го опухолевого микробиома, который может способствовать развитию стратегий лечения.

Battaglia TW, Mimpen IL, Traets JJH, van Hoeck A, Zeverijn LJ, Geurts BS, et al.
A pan-cancer analysis of the microbiome in metastatic cancer.

Cell. 2024 Apr 25;187(9):2324-2335.e19. doi: 10.1016/j.cell.2024.03.021
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