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Туляремия – это острое зоонозное природно-очаговое инфекционное 

заболевание, встречающееся на всех континентах Северного полушария. 

Возбудитель туляремии - Francisella tularensis факультативная 

внутриклеточная бактерия-паразит. Среди диких животных отряды мелких 

грызунов и зайцеобразных считаются ключевыми природными резервуарами 

данной бактерии. Возбудитель туляремии принадлежит к семейству 

Francisellaceae, роду Francisella [1]. Согласно принятой в настоящее время 

зарубежной классификации, в пределах вида F. tularensis выделяют четыре 

подвида: tularensis (то же, что и nearctica) – тип А, holarctica (то же, что и 

palaearctica) – тип В, mediasiatica и novicida. 

Заболеваемость туляремией регистрируется в виде спорадических 

случаев, с нерегулярными вспышками. Природные очаги туляремии 

существуют в Северной Америке, Европе, Австралии и значительной части 

Азии, которые характеризуются своей стойкостью и способностью 

аккумулировать данный вид бактерии, таким образом, образуя 

потенциальную угрозу для жителей, проживающих в эндемичных районах.  

Традиционно выявление бактерий в лаборатории клинической 

микробиологии с помощью фенотипических тестов, в том числе 

исследование нативного мазка, окрашенного по Граму и биохимических 

анализов с учетом условиями  культивирования и характеристики роста. 

Однако перечисленные выше методы бактериальной идентификации имеют 

серьезные ограничения. Во-первых, изредка встречаются микроорганизмы с 

биохимическими характеристиками, не укладывающиеся в рамках  

известного рода и вида. Во-вторых, традиционные методы не могут быть 

использованы для некультивируемых организмов. В-третьих, для 

идентификации некоторых конкретных групп бактерий, таких как анаэробы и 



микобактерии, требуется дополнительное оборудование и экспертиза, 

которые недоступны в большинстве клинических лабораторий. Эти 

недостатки можно преодолеть с помощью использование 

секвенирование гена 16S рРНК, при этом также способствует открытию 

новых родов и видов [2]. 

В работе были использованы 50 штаммов Francisella tularensis 

депонированные в Национальном научном центре особо опасных инфекций 

имени Масгута Айкимбаева. Амплификация фрагмента 16S rRNA гена. 

Реакция ПЦР выполнена с универсальными праймерами [3] 8f 5’ - 

AgAgTTTgATCCTggCTCAg-3 и 806R - 5’ ggACTACCAgggTATCTAAT в 

общем объеме 30 мкл. ПЦР смесь содержала 10 нг ДНК, 1Ед. TaqDNA 

Polymerase (Fermentas), 0,2mM каждого дНТФ, 1-й ПЦР буфер (Fermentas), 

2,5 mMMgCl2, 10 пмоль каждого праймера. Программа ПЦР амплификации 

включала длительную денатурацию 95°С в течение 4 минут; 30 циклов: 95°С 

- 30 секунд, 55°С- 40 секунд, 72°С - 1 минута; заключительная элонгация 7 

минут при 72°С, ПЦР программа выполнена с применением амплификатора 

Simpli Amp Thermal Cycler (Applied Biosystems). 

Определение нуклеотидной последовательности. Очистку ПЦР 

продуктов проводили ферментативным методом, используя ExonucleaseI 

(Fermentas) и щелочную фосфатазу (Shrimp Alkaline Phosphatase, Fermentas) 

[4]. Реакцию секвенирования проводили с применением BigDye® Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applide Biosystems) согласно инструкции 

производителя, с последующим разделением фрагментов на автоматическом 

генетическом анализаторе 3730xlDNA Analyzer (Applide Biosystems). 

Нуклеотидные последовательности, полученные, с применением 

прямого и обратного праймеров были проанализированы и объединены в 

общую последовательность, используя программное обеспечение SeqScape 

2.6.0 (Applied Biosystems). При визуальном просмотре наложение пиков в 

хроматограммах отсутствовало, что указывает на отсутствие контаминации 

ДНК различными видами бактерий (рисунок 1).  

 
Рисунок 1 – Хроматограмма последовательности 16S rRNA гена 

Полученные нуклеотидные последовательности 16S rRNA гена 

идентифицированы относительно доступных нуклеотидных 

последовательностей, депонированных в базах данных Gene Bank 

(www.ncbi.nih.gov), используя алгоритм BLAST [5]. В результате анализа 

полученные нуклеотидные последовательности имели максимальную 

идентичность 99-100% с нуклеотидными последовательностями, вида 

http://www.fermentas.com/catalog/modifyingenzymes/shrimpalcphosph.htm


Francisella tularensis. Высокий консерватизм нуклеотидной 

последовательности 16S rRNA гена не позволяет проводить подвидовую 

идентификацию F. tularensis, однако позволяет исключить контаминацию 

ДНК различными видами бактерий. 
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