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Резюме 
Актуальность. Изучение вопросов филогеографии туляремийного микроба представляет не только практиче-
ский, но и научный интерес, так как позволяет оценить эволюционные процессы Francisella tularensis в совре-
менных условиях. Цель. Филогенетический анализ штаммов возбудителя туляремии на территории Ростовской 
области и выявление эритромициночувствительных геновариантов. Материал и методы. Культурально-мор-
фологические, биохимические и биологические свойства туляремийного микроба изучали в соответствии с МУ 
3.1.2007-05. Антибиотикочувствительность исследуемых культур изучали диско-диффузионным методом, со-
гласно МУК 4.2.2495-09. Для генотипирования штаммов применён метод VNTR анализа по 5 локусам. Кластер-
ный анализ и построение филогенетического дерева проводили с использованием программы GrapeTree. 
Результаты. Проведено исследование репрезентативной коллекции 122 культур, изолированных из различных 
источников в период с 1945 по 2022 гг. Как установлено, все изученные штаммы возбудителя туляремии обла-
дали типичными культурально-морфологическими и биологическими характеристиками. Результаты изучения 
антибиотикограмм бактерий показали, что все штаммы были устойчивы к бета-лактамам, полимиксину, клин-
дамицину и чувствительны к аминогликозидам, рифампицину и фторхинолонам. В отношении эритромицина 
обнаружены только 2 эритромициночувствительных штамма. Филогенетический анализ 34 европейских и рос-
сийских штаммов F. tularensis позволил определить принадлежность этих штаммов к подгруппе В.7 основной 
генетической группы В.6. Заключение. Впервые в Целинском районе Ростовской области зарегистрировано на-
личие «нетипичных» геновариантов туляремийного микроба, принадлежащих к подгруппе В.7 основной группы 
В.6 подвида holarctica, согласно современной схеме генетического типирования F. tularensis subsp. holarctica. 
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Abstract 
Background. The study of the phylogeography of the tularemia microbe is not only practical, but also of scientific interest, 
as it allows us to evaluate the evolutionary processes of Francisella tularensis in modern conditions. Aim. Phylogenetic 
analysis of strains of the causative agent of tularemia in the Rostov region and identification of erythromycin-sensitive 
genovariants. Results. A representative collection of 122 cultures, isolated from various sources from 1945 to 2022, was 
studied. As it was established, all the studied strains of the causative agent of tularemia had typical cultural, morpho-
logical, and biological characteristics. The results of the study of bacteria antibiograms showed that all strains were re-
sistant to β-lactams, polymyxin, clindamycin, and sensitive to aminoglycosides, rifampicin, and fluoroquinolones. In 
relation to erythromycin, only 2 erythromycin-sensitive strains were found. Phylogenetic analysis of 34 European and 
Russian strains of F. tularensis made it possible to determine whether these strains belong to subgroup B.7 of the main 
genetic group B.6. Conclusion. For the first time, in the Tselinsky district of the Rostov region, the presence of «atypical» 
genovariants of the tularemia microbe belonging to subgroup B.7 of the main group B.6 of the subspecies holarctica was 
registered, according to the modern scheme of genetic typing of F. tularensis subsp. holarctica. 
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Введение 
В настоящее время молекулярно-биологиче-

ские методы исследования инфекционных аген-
тов приобретают всё большее значение в связи 
с их информативностью и возможностью опре-
делить филогенетическое родство тех или иных 
штаммов. При этом пристального внимания тре-
буют возбудители особо опасных инфекций че-
ловека, которые способны вызывать не только 
тяжёлое течение инфекционного процесса, но и 
могут быть использованы в качестве агентов 
биотерроризма.  

Туляремия относится к природно-очаговым 
инфекциям, эндемичные очаги которой широко 
распространены в северном полушарии земного 
шара, включая Россию. Несмотря на безусловные 
успехи в борьбе с этим заболеванием, связанные 
с введением массовой иммунизацией населения, 
тем не менее, периодические спорадические и 
эпидемические вспышки туляремии у людей в 
различных районах не снимают проблему с по-
вестки дня. Более того, в последние годы реги-
стрируется тенденция к расширению ареала цир-
куляции туляремийного микроба с появлением 
штаммов, не характерных для данного региона. 
Например, если исторически штаммы среднеази-
атского подвида были приурочены к небольшому 
региону Средней Азии, то в 2013 г. они уже были 
изолированы в Алтайском крае РФ [1]. Как из-
вестно, туляремийный микроб склонен к обита-
нию в умеренных широтах земного шара [2]. Вме-
сте с тем, существенное потепление климата, по 
мнению Д. С. Орлова [3], будет сопровождаться 
постепенным вовлечением северных территорий, 
изменением паразитарной системы и возмож-
ным изменением фенотипических и генетических 
свойств возбудителя. Поэтому изучение вопросов 
филогеографии туляремийного микроба пред-
ставляет не только практический, но и научный 
интерес, так как позволяет оценить эволюцион-
ные процессы Francisella tularensis в современных 
условиях. 

В своё время на основании обширного иссле-
дования чувствительности/устойчивости к эрит-
ромицину штаммов из различных регионов 
N. G. Olsufjev и I. S. Meshcheryakova [4] предложили 
использовать этот маркер для разделения под-
вида holarctica на три биовара: bv.I EryS, bv.II EryR 
и штаммы, выделенные в Японии — bv.japonica. 
Более того, как установлено, на территории Рос-
сии циркулируют, в основном, штаммы EryR, 
штаммы EryS встречаются на Дальнем Востоке и 

Сибири. Тем не менее, до 1980 г. небольшое коли-
чество эритромициночувствительных штаммов 
обнаруживалось на северо-западе и центре евро-
пейской части РФ [5]. 

Проведённый нами анализ биологических 
свойств 91 штамма туляремийного микроба, вы-
деленных в 1989 г. на Европейской территории 
России (Ростовская, Ленинградская области), по-
казал, что все культуры были резистентны к мак-
ролидам [6]. Результаты мониторинга чувстви-
тельности к антибиотикам у штаммов F. tularensis, 
изолированных в природных очагах Ростовской 
области (РО) в последующие годы (до 1995 г.), не 
выявили культур с маркером EryS. Следовательно, 
на протяжении длительного времени наблюде-
ния для РО характерна циркуляция возбудителя 
туляремии с фенотипом EryR. В этой связи пред-
ставляло интерес сравнительное изучение фило-
генетических связей штаммов возбудителя туля-
ремии, в том числе «нетипичных», выделенных в 
различные годы, с использованием современных 
молекулярно-биологических методов. Это и опре-
делило цель исследования. 

Цель исследования — филогенетический 
анализ штаммов возбудителя туляремии на тер-
ритории Ростовской области и выявление эрит-
ромициночувствительных геновариантов. 

Материал и методы 
В работе были использованы 122 штамма F. tularensis, 

изолированных из различных источников в период с 1945 по 
2022 гг. Бактерии выращивали на среде Т в течение 24 ч при 
37ºС [7]. Культурально-морфологические, биохимические и 
биологические свойства туляремийного микроба изучали в 
соответствии с МУ 3.1.2007-05 «Эпидемиологический надзор 
за туляремией» [8]. Антибиотикочувствительность исследуе-
мых культур изучали диско-диффузионным методом, согласно 
МУК 4.2.2495-09 «Определение чувствительности возбудите-
лей опасных бактериальных инфекций (чума, сибирская язва, 
холера, туляремия, бруцеллёз, сап, мелиоидоз) к антибакте-
риальным препаратам» [9]. 

Конструирование праймеров и проведение ПЦР in silico 
осуществляли при помощи программ Primer3Plus и авторской 
программы VirtualPCR. Кластерный анализ и построение фи-
логенетического дерева проводили с использованием про-
граммы GrapeTree (алгоритм NJ) [10]. Для оптимизации набора 
VNTR локусов с целью получения максимального числа ин-
дивидуальных генотипов была использована программа Au-
SeTTS (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 % полиакриламидном геле 
(ПАAГ) и определяли размер амплифицированных фрагмен-
тов по стандарту молекулярных масс с помощью программы 
«Quantity One». 
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Результаты и обсуждение 
Современная схема генетического типирова-

ния F. tularensis subsp. holarctica определяет 4 ос-
новные филогенетические группы в пределах 
этого подвида (В.4, В.6, В.12 и В.16). Группа В.12 
представлена исключительно EryR штаммами, то-
гда как штаммы с маркером EryS распределены 
по другим группам. Распространение штаммов 
группы В.12 носит глобальный характер, в част-
ности, на европейской территории они превали-
руют в Восточной Европе, а в Западной Европе 
доминируют представители группы В.6. В Цент-
ральной Европе циркулируют как штаммы гено-
типа В.12, так и В.6. Группу В.16 формируют 
штаммы F. tularensis subsp. holarctica bv. japonica 
[12]. Как было сказано выше, на территории Рос-
сии циркулируют, в основном, штаммы EryR, а 
штаммы EryS встречаются на Дальнем Востоке и 
Сибири. Групповая принадлежность российских 
EryS штаммов пока не определена. 

Для выявления филогенетических связей 
штаммов F. tularensis из природных очагов как Рос-
сии, так и Европы было проведено MLVA типиро-
вание по 5 VNTR локусам. VNTR анализ 16 россий-
ских штаммов, включая 13 выделенных в разное 
время в Ростовской области, проводили in vitro. 
Типирование штаммов из разных стран Европы 
проводили in silico c использованием базы данных 
GenBank. Филогенетическое дерево генотипов 
штаммов F. tularensis представлено на рис. 1. 

Следует отметить, что происходит чёткое раз-
деление изученных штаммов на два кластера — 
европейский и российский, причём внутри кла-
стеров существуют отдельные генетические ли-
нии. Примечательным является факт присут-
ствия в российском кластере четырёх турецких 
штаммов, а в европейском — двух штаммов, вы-
деленных в Целинском районе Ростовской обла-
сти в 1996 г. (27) и 2017 г. (Obl1) [13] (см. рис. 1). 
Показано, что оба этих штамма относятся к био-
вару EryS, выделение которого на территории Юга 
России до 1996 г. не описано. 

Для определения генотипов изученных штам-
мов и выявления филогенетических связей штам-
мов F. tularensis, циркулирующих не только на тер-
ритории РФ, но и в других регионах мира, 
проведена оптимизация набора праймеров для 
MLVA анализа штаммов возбудителя туляремии. В 
основу разработки набора в представленном ис-
следовании была положена схема типирования по 
A. J. Vogler [14] с 11 VNTR маркерами. Нами с целью 
увеличения точности определения числа повторов 
в указанных VNTR локусах были сконструированы 
новые праймеры для уменьшения размера целе-
вых фрагментов. Для оценки корреляции между 
индексом разнообразия Симпсона (DI) и количе-
ством применяемых VNTR маркеров использовали 
программу AuSeTTS [11]. В качестве матрицы ло-

кальной базы данных была выбрана совокупность 
VNTR маркеров для 228 штаммов подвида holarc-
tica. Определено, что максимально возможное ко-
личество индивидуальных генотипов (117) дости-
гается уже при применении 11 определённых VNTR 
маркеров с DI=0,988. На основании полученных 
данных для дальнейшей работы отобраны 5 VNTR 
маркеров (М3, М6, М10, М20А, М24) с максимально 
возможным количеством индивидуальных гено-
типов (101) с DI=0,986. Целесообразность такого 
выбора подтверждается результатами других авто-
ров, полученными ранее. В частности, четыре ло-
куса были использованы для MLVA анализа штам-
мов по 6 VNTR маркерам в Турции и Болгарии [15], 
а также Словении [16]. Также они входят в состав 
набора MLVA9, предложенного в ФБУН ГНЦ ПМБ 
(г. Оболенск) [17]. При изучении культур возбуди-
теля туляремии, выделенных в Ставропольском 
крае в 2017 г., установлено, что при VNTR типиро-
вании по 25 локусам информативными оказались 
только 5 (М3, М6, М10, М20А, М24), которые и при-
менены в нашем исследовании [18]. Результаты ис-
пользования этих VNTR маркеров оказались до-
статочно эффективными и позволили выявить 
23 индивидуальных генотипа у 32 штаммов — с ин-
дексом разнообразия DI=0,974. Для определения 
групповой принадлежности изученных штаммов 
проведено их типирование по INDEL-типам B.6 
(Ftind49) и В.12 (Ftind33) [19]. 

В результате исследования показано, что «евро-
пейский» кластер представлен штаммами группы 
В.6 (EryS), а «российский» состоит из штаммов группы 
В.12 (EryR). Известно, что группа В.6 состоит из двух 
подгрупп (В.7 и В.10) [20]. Для их позиционирования 
в дендрограмму включены референс-штаммы OR96-
0246 (B.7) и FTNF002-00 (B.10) (см. рис. 1).  
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Рис. 1. Филогенетическое дерево VNTR генотипов 34 ев-
ропейских и российских штаммов F. tularensis, по-
строенное по алгоритму NJ 
Fig. 1. Phylogenetic tree of VNTR genotypes of 34 European 
and Russian strains of F. tularensis built using the NJ al-
gorithm 



Подгруппа В.7 представлена отдельным кла-
стером, который включает в себя оба ростовских 
штамма. Ранее было отмечено, что представители 
подгруппы В.7 обнаруживаются, в основном, в 
Скандинавии, а штаммы подгруппы В.10 — в За-
падной Европе [21]. Соответственно, обнаружение 
в Целинском районе Ростовской области EryS 
штаммов возбудителя туляремии подгруппы В.7 
вызывает вопрос об их происхождении. Необхо-
димо отметить, что за последние несколько лет в 
Ростовской области зарегистрированы две эпи-
зоотии в 2020 г. (Ремонтненский и Сальский рай-
оны) и 2022 г. (Неклиновский и Целинский рай-
оны). Все штаммы, выделенные во время этих 
эпизоотий, характеризовались устойчивостью к 
эритромицину и относились к подгруппе В.12. 

Географическое расширение ареалов различ-
ных популяций возбудителя туляремии происходит 
и в других регионах России и мира. Так, в Швейца-
рии было проведено масштабное исследование 
штаммов F. tularensis, выделенных в 1996–2013 гг. 
Оказалось, что вплоть до 2012 г. на территории 
страны циркулировали только EryS штаммы воз-
будителя туляремии подгруппы B.FTNF002-00 
(B.10), входящей в группу В.6, но уже в 2013 г. было 
отмечено выделение EryR штаммов группы В.12 и 
их совместная циркуляция с EryS штаммами в трёх 
кантонах Швейцарии [22]. В целом, в Европе доми-
нируют штаммы двух групп В.6 и В.12, причём 
группа В.12 географически распространяется из 
Скандинавии в Восточную Европу. В некоторых ев-
ропейских странах отмечена совместная циркуля-
ция штаммов обеих групп. В Западной Европе, а 
именно, Франции, Италии, Испании, Швейцарии 
и Германии, доминирующей группой является 
группа В.6, при этом Германия представляет собой 
географическую «диафрагму», виртуально разде-
ляющую две этих группы [23, 24]. Принимая во вни-
мание последние данные о генетическом разнооб-
разии изолятов F. tularensis subsp. holarctica в 
Европе, Германия может быть «плавильным кот-
лом» для видов, где смешиваются штаммы и по-
являются новые генетические варианты [25, 26]. 
Фиксируется также расширение географического 
ареала другого подвида F. tularensis mediasiatica. Так, 
в 2013 г. были опубликованы данные о первом вы-
делении штаммов среднеазиатского подвида на 
территории Алтайского края [1], что может свиде-
тельствовать либо о слабой изученности очагов ту-
ляремии, либо о дрейфе среднеазиатских штаммов 
в сторону Сибири. Позднее, с помощью метода 
MLVA было показано, что Алтайская популяция F. 
tularensis имеет генетические отличия от класси-
ческой Центрально-Азиатской популяции и, воз-
можно, эндемична для Южной Сибири [27]. В даль-
нейшем возбудитель туляремии среднеазиатского 
подвида был изолирован более чем в 500 км вос-
точнее, а именно в Красноярском крае [28].  

Некоторые авторы в качестве гипотезы пред-
полагают, что источниками распространения 
F.  tularensis на дальние расстояния могут быть 
перелётные птицы [29]. В качестве потенциаль-
ного переносчика рассматривается каменка-иза-
белла — перелётная насекомоядная птица. Ранее 
предполагалась её возможная роль в распро-
странении возбудителя чумы [30, 31]. Для евро-
пейской территории характерны свои маршруты 
перелётных птиц из Скандинавии до побережья 
Африки (рис. 2). 

С целью подтверждения появления на тер-
ритории Ростовской области штаммов возбуди-
теля туляремии «нового» геноварианта EryS про-
ведено исследование репрезентативной 
коллекции 122 культур, изолированных из раз-
личных источников в период с 1945 по 2022 гг., 
включая изучение чувствительности к широкому 
спектру антибиотиков. Как установлено, все 
штаммы обладали типичными для F. tularensis 
subsp. holarctica культурально-морфологиче-
скими и биологическими характеристиками. Ре-
зультаты изучения антибиотикограмм бактерий 
показали, что все штаммы были устойчивы к 
бета-лактамам, полимиксину, клиндамицину и 
чувствительны к аминогликозидам, рифампи-

АНТИБИОТИКИ И ХИМИОТЕРАПИЯ, 2024, 69; 1–226

Рис. 2. Европейские маршруты некоторых перелётных 
птиц [32]. 
Fig. 2. European routes of some migratory birds [32]. 



цину и фторхинолонам. В отношении эритроми-
цина обнаружены только 2 штамма (27 и Obl-1), 
выделенные в 1996 г. и 2017 г. и проявляющие 
чувствительность к антибиотику. Все остальные 
культуры относились к EryR биовару. 

Заключение 
Анализ результатов нашего исследования 

позволяет предположить связь между существо-
ванием «Восточно-Европейского» маршрута пе-
релётных птиц, берущего начало в Скандинавии, 
пролегающего над Северной Европой, Централь-
ной Россией, акваториями Азовского и Чёрного 
морей и ведущего на побережье Африки и по-
явлением возбудителя туляремии из Скандина-
вии на Европейской части России. В пользу этого 
свидетельствует и генетическое родство EryS 

штамма F. tularensis 27, выделенного в Ростовской 
области в 1996 г., с некоторыми «норвежскими» 
штаммами (рис. 2), а также данные о выделении 
эритромициночувствительных штаммов на се-
веро-западе и центре европейской части РФ [5]. 

Впервые в Целинском районе Ростовской 
области зарегистрировано наличие «нетипичных» 
геновариантов туляремийного микроба, принад-
лежащих к подгруппе В.7 основной группы В.6 под-
вида holarctica, согласно современной схеме гене-
тического типирования F. tularensis subsp. holarctica. 
Наблюдаемый процесс географического расшире-
ния ареалов различных популяций возбудителя 
туляремии в регионах России и мира обуслов-
ливает необходимость постоянного мониторинга 
природных очагов возбудителя туляремии. 
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