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Резюме. Возбудителем туляремии является мелкая грамотрицательная бактерия Francisella tularensis. Этот вид 

делится на четыре подвида: ssp. tularensis, holarctica, mediasiatica и novicida, которые различаются по географи-

ческому ареалу распространения, вирулентности и эпидемиологическому потенциалу. До недавнего времени 

на территории РФ выявлялся только подвид holarctica. Однако в 2013 г. на Алтае был обнаружен природный 

очаг туляремии, в котором циркулируют штаммы F. tularensis subsp. mediasiatica, выделяемые ранее только 

в Средней Азии. Данные лабораторных исследований свидетельствуют о способности штаммов этого подвида 

вызвать инфекцию у кроликов и мышей, сравнимую по тяжести с инфекцией, вызываемой штаммами голар-

ктического подвида. Однако вирулентность и эпидемическая опасность среднеазиатского подвида F. tularensis 

для человека до сих пор остается неопределенной, так как случаев туляремии у человека, вызванных штамма-

ми этого подвида, не было зарегистрировано, что может быть связано с особенностями его географического 

распространения — и Средняя Азия, и Горный Алтай являются крайне редконаселенными регионами. Ос-

новным фенотипическим признаком этого подвида является отсутствие активности фермента β-лактамазы, 

отвечающего за природную устойчивость к β-лактамным антибиотикам (пенициллинам, цефалоспоринам 

и карбапенемам). При этом, несмотря на отсутствие детектируемой ферментативной активности, штаммы 

среднеазиатского подвида сохраняют устойчивость к этим антибиотикам. В настоящей статье мы приводим 

данные о том, что штаммы F. tularensis subsp. mediasiatica, вопреки общепринятым представлениям, обладают 

β-лактамазной активностью, но при этом скорость гидролиза β-лактамов значительно снижена по сравне-

нию со штаммами подвида holarctica. Кроме того, при снижении количества микробных клеток в питательной 

среде начинает проявляться и антибиотикочувствительность. Мы выявили единственную подвидоспеци-

фичную для subsp. mediasiatica нуклеотидную замену G/A в 290 положении гена blaB, кодирующего актив-

ную сериновую β-лактамазу. Эта замена приводит к аминокислотной замене Gly на Arg в 97 положении белка 

BlaB. Мы полагаем, что данная замена является наиболее вероятной причиной снижения активности этого 

фермента, обусловливая возможные конформационные изменения, приводящие либо к снижению сродства 

фермента к субстрату, либо к увеличению времени существования фермент-субстратного комплекса. Выяв-

ленная замена послужила основой для разработки аллель-специфичного ПЦР-теста, позволяющего опреде-

лить принадлежность исследуемого штамма F. tularensis к подвиду mediasiatica.

Ключевые слова: Fransisella tularensis, среднеазиатский подвид, β-лактамазная активность, антибиотикоустойчивость, 

гены β-лактамаз, генетическое разнообразие.
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FEATURES OF BETA-LACTAMASE ACTIVITY IN FRANCISELLA TULARENSIS subsp. MEDIASIATICA

Bakhteeva I.V., Kravchenko T.B., Ryabko A.K., Titareva G.M., Lev I.O., Mokrievich A.N., Timofeev V.S.

State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Russian Federation

Abstract. Small Gram-negative bacteria Francisella tularensis is the tularemia causative agent. This species subdivides 

on four subspecies — ssp. tularensis, holarctica, mediasiatica and novicida, which have some differences in their distribu-

tion areas, pathogenicity and epidemical potencial. Until recently only subspecies holarctica was found on the territory 

of the Russian Federation, but in 2013 a natural focus of tularemia in which circulates F. tularensis subsp. mediasiatica 

was found on the Altai. Till now this subspecies was found only in Central Asia. The data of laboratory studies indicate 

the ability of strains of this subspecies to cause infection in rabbits and mice which is comparable in severity to infection 

caused by subsp. holarctica strains. However, the virulence of F. tularensis subsp. mediasiatica for humans and its epidemi-

cal potential are still unclear, since no cases of human infection caused by the strains of this subspecies have been recorded, 

probably due to the geographical aspects — mountainous Altai and Central Asia are extremely sparsely populated regions. 

The main phenotypic feature of this subspecies is the lack of activity of β-lactamase, which is responsible for the natural 

resistance to β-lactam antibiotics (penicillins, cephalosporins and carbapenems). Despite the absence of detectable en-

zymatic activity, subsp. mediasiatica strains are resistant to these antibiotics. In this article we report that subsp. mediasi-

atica strains have β-lactamase activity despite to current opinion, but the of β-lactams hydrolysis rate is much more lower 

in comparison with reaction rate of subs. holarctica strains. In addition, in case of a decrease of the microbial cells number 

in the nutrient medium, antibiotic susceptibility appears. We identified a single specific for subsp. mediasiatica nucleotide 

substitution G/A at the 290 position of the blaB gene, which encodes the active serine β-lactamase. This substitution leads 

to the amino acid substitution Gly/Arg at the 97 position of the protein BlaB. We assume, that enzymatic activity decreas-

ing is the most likely caused by this substitution), for example it may cause some conformational changes leading either 

to enzyme — substrate affinity decreasing or to in the lifetime of the enzyme-substrate complex increasing. On the basis 

of the found nucleotide substitution, we developed an allele-specific PCR test that makes it possible to determine whether 

the studied strain F. tularensis belongs to the subspecies mediasiatica.

Key words: Fransisella tularensis, subspecies mediasiatica, β-lactamase activity, antibiotic resistance, genes of β-lactamase, genetic diversity.

Введение

Возбудитель туляремии, Francisella tularensis, 
имеет внутривидовое разделение на 4 подвида, 

различающихся ареалами распространения, сте-

пенью патогенности и эпидемической значимо-

стью [11], поэтому подвидовая идентификация 

культур F. tularensis является важным этапом 

диагностики туляремийной инфекции, обеспе-

чивая предварительную оценку вирулентности 

и эпидемиологической опасности. До недавнего 

времени на территории РФ выявлялся в основ-

ном подвид holarctica, однако в 2013 г. на Алтае 

был обнаружен природный очаг туляремии, в ко-

тором циркулируют штаммы F. tularensis, относя-

щиеся к среднеазиатскому подвиду (mediasiatica) 

[2]. Вирулентность и эпидемическая опасность 

среднеазиатского подвида F. tularensis для чело-

века до сих пор остается terra incognita, так как 

случаев туляремии у человека, вызванных штам-

мами этого подвида, не было зарегистрировано. 

Вполне вероятно, что это связано с ареалом его 

распространения — в малонаселенных райо-

нах Средней Азии с низкоэффективным меди-

цинским обслуживанием. Немногочисленные 

опубликованные данные лабораторных иссле-

дований свидетельствуют о его способности 

вызвать инфекцию у кроликов и мышей [18]. 

Эксперименты, проводимые в нашей лаборато-

рии (данные не опубликованы), свидетельствуют 

о том, что его вирулентность для мышей сходна 

с вирулентностью подвида holarctica. Основным 

диагностическим признаком F. tularensis subsp. 

mediasiatica является отсутствие β-лактамазной 

активности, отвечающей за природную устойчи-

вость туляремийного микроба к антибиотикам 

β-лактамного ряда [4, 5].

Для туляремийного микроба характерна 

природная резистентность к β-лактамам [3, 6], 

и в ряде работ были охарактеризованы гены 

β-лактамаз F. tularensis, а также показано, что 

лишь один из этих генов blaВ кодирует функцио-

нально активный белок FTU-1, обеспечиваю-

щий резистентность к ампициллину [7, 8, 14]. 

Аналоги FTU-1 были обнаружены у всех четы-

рех подвидов туляремийного микроба, включая 

F. tularensis подвида mediasiatica. β-лактамазная 

активность регистрируется как в тесте чувстви-

тельности к антибиотикам, так и в колориметри-

ческом тесте с хромогеным субстратом нитро-

цефином [15, 17]. В работе М.В. Цимбалистовой 

и Н.В. Павлович штаммы F. tularensis разных под-

видов демонстрировали в диско-диффузионном 

тесте высокую резистентность к антибиотикам 

группы пенициллинов вне зависимости от под-

видовой принадлежности и β-лактамазной ак-

тивности в тесте с нитроцефином [5]. Таким об-

разом, по данным литературы [4, 5], у штаммов 

туляремийного микроба среднеазиатского под-

вида, обладающих резистентностью к пеницил-

линам и имеющих в своем геноме ген активной 

сериновой лактамазы FTU-1, не выявляется 

β-лактамазная активность, определяемая в ко-

лориметрическом тесте.

Наличие функционально активной β-лакта-

мазы согласуется с устойчивостью штаммов 
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среднеазиатского подвида к пенициллинам, 

но вступает в противоречие с отсутствием β-лак-

тамазной активности. Поиск причин этого про-

тиворечия послужил основанием для выполне-

ния данного исследования. В данной работе мы 

приводим результаты сравнительного изучения 

кинетических характеристик β-лактамазной ак-

тивности штаммов F. tularensis разных подвидов 

и вариабельности генетических детерминант, 

обуславливающих β-лактамазную активность 

F. tularensis. Частично результаты данной работы 

были доложены на II Национальном конгрессе 

бактериологов «Состояние и тенденции разви-

тия лабораторной диагностики инфекционных 

болезней в современных условиях» (20–22 сен-

тября 2016 г., Санкт-Петербург).

Материалы и методы

Штаммы микроорганизмов, среды и условия 

культивирования. В работе использовали 29 при-

родных штаммов F. tularensis из Государствен-

ной коллекции патогенных микроорганизмов 

«ГКПМ-Оболенск» ФБУН Государственный на-

учный центр прикладной микробиологии и био-

технологии (26 — повида mediasiatica, 2 — пови-

да holarctica и один штамм — подвида tularensis). 

Кроме того, в ряде экспериментов использова-

ли полученные с помощью гомологичной ре-

комбинации варианты штамма F. tularensis 15 

НИИЭГ ssp. holarctica с инактивированными 

β-лактамазами (для получения штамма 15Δ123, 

чувствительного к β-лактамам) и штамма 120 ssp. 

mediasiatica с инактивированным геном pur (для 

получения аттенуированного штамма 120Δpur). 

Штаммы F. tularensis культивировали при темпе-

ратуре 37°С на плотной питательной среде FT-

агар (ФБУН ГНЦ ПМБ) и в жидкой питательной 

среде [2] с добавлением полимиксина B до кон-

центрации 100 мг/л.

Анализ in silico. Поиск нуклеотидных и ами-

нокислотных последовательностей проводили 

с использованием баз данных, доступных на ин-

формационном портале NCBI (www.ncbi.nlm.nih.

gov). Множественное выравнивание нуклеотид-

ных и аминокислотных последовательностей, 

дизайн олигонуклеотидных праймеров и зон-

дов, расчет их температур плавления, трансля-

ция in silico, анализ расположения на хромосоме 

исследуемых генов и их гомологов, а также их 

фрагментов проводились с помощью пакета про-

грамм Vector NTI 10.0.1. (Invitrogen Corporation).

Выделение нуклеиновых кислот из бактерий 

проводили с помощью набора реагентов Gen-

Elute™ Bacterial Genomic DNA Kits (Sigma-Aldrich, 

США) согласно инструкциям производителя.

Олигонуклеотидные праймеры были син-

тезированы биотехнологической компанией 

«Синтол» (Москва, Россия).

Аллель-специфическая ПЦР (AS-ПЦР). Анализ 

нуклеотидной замены в гене blaB осуществляли 

с помощью AS-ПЦР по схеме, предложенной 

Birdsell [9]. Учет результатов AS-ПЦР прово-

дили в реальном времени по анализу кривых 

плавления в амплификаторе c оптическим 

ПЦР-модулем CFX96 (Bio-Rad Laboratories, Inc, 

США) с использованием «2,5-кратной реакци-

онной смеси для проведения ПЦР-РВ в при-

сутствии красителя SYBR Green I» (Синтол, 

Россия, Москва). Интенсивность SYBR Green-

флуоресценции измеряли при длине волны 

530 нм. Детекцию продуктов амплификации 

проводили с использованием оптического ПЦР-

модуля по каналу FAM/SYBR.

Определение устойчивости к антибиотикам 

диско-диффузионным методом. Из суточной 

агаровой культуры F. tularensis готовили мил-

лиардную микробную взвесь в забуференном 

физиологическом растворе с использованием 

стандарта мутности ОСО. На поверхность чашек 

с подсушенным FT-агаром наносили 1 мл взвеси, 

посредством покачивания чашки культуру рав-

номерно распределяли по поверхности среды, 

подсушивали и затем на поверхность среды на-

кладывали стандартные диски с антибиотиками 

(OXOID, Великобритания). Через 24 ч измеряли 

диаметр зоны торможения роста бактериальной 

культуры вокруг соответствующих дисков с ан-

тибиотиками (включая диаметр диска).

Определение устойчивости к антибиотикам 

методом серийных разведений. В 96-луночных 

планшетах готовили двукратные разведения ан-

тибиотиков в жидкой питательной среде для ту-

ляремийного микроба [1] в объеме 100 мкл. Бак-

териальные суспензии использовали в конечных 

концентрациях от 2 × 103 до 2 × 108 м.к./мл, анти-

биотики от 0,05 до 10 000 мг/л.

Бактерицидный эффект антибиотика опре-

деляли через 48 ч с помощью колориметрическо-

го теста МТТ [12]. Для этого во все лунки 96-лу-

ночного планшета добавляли по 10 мкл раствора 

MTT в забуференном физиологическом растворе 

(5 мг/мл) и дополнительно инкубировали в те-

чение 4–6 ч при температуре 37°С, затем содер-

жимое лунок растворяли добавлением 50 мкл 

10%-ного раствора додецилсульфата натрия, 

приготовленного на 0,01 М соляной кислоте, 

и измеряли оптическую плотность полученного 

лизата при длине волны 595 с использованием 

спектрофотометра Ultrospec 3100 pro (Pharmacia, 

США). Бактерицидный эффект учитывали либо 

по минимальной бактерицидной концентрации 

(по лункам со 100% гибелью микроорганизмов), 

либо по проценту живых клеток по формуле 

OD595аб/OD595контроль × 100.

Истощение пула пенициллина в жидкой пита-

тельной среде в присутствии бактериальных кле-

ток F. tularensis. В жидкую питательную среду, 

содержащую 400 мкг/мл пенициллина, вносили 

бактериальные суспензии сравниваемых штам-

мов F. tularensis и культивировали в течение 24 ч. 

Остаточное количество антибиотика в супер-
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натанте измеряли через 4 и 24 ч по способнос-

ти супернатанта ингибировать рост контроль-

ного чувствительного к пенициллину штамма 

F. tularensis 15 Δ123 с инактивированными β-лак-

тамазами. В качестве контроля антибиотика ис-

пользовали двукратные разведения пеницилли-

на в питательной среде, начиная с 400 мкг/мл. 

Определяли титр супернатанта, при котором 

рост чувствительного штамма не ингибировал-

ся, и по нему рассчитывали остаточное количе-

ство антибиотика в супернатанте

Подготовка проб для определения бета-лак-

тамазной активности. Суспензии F. tularensis 

подвергали деструкции обработкой ультразву-

ком с помощью ультразвукового дезинтегра-

тора (Cole-Parmer, CША) при мощности 150 Вт 

дробно в течение 60 с. Полученные пробы освет-

ляли центрифугированием при 13 000 об./мин 

и супер натанты ультразвуковых лизатов (УЗЛ) 

использовали для дальнейшей работы.

Кинетические параметры β-лактамазной 

активности культур F. tularensis определяли 

на спектрофотометре Multiskan Ascent 96/384 

Plate Reader (LabSystems, США), в качестве суб-

страта использовали хромогенный цефалоспо-

рин нитроцефин с концентрацией 500 мкг/мл, 

гидролиз которого приводит к образованию 

окрашенного продукта, количество которого 

прямо пропорционально уровню β-лактамазной 

активности. Оптическую плотность раствора 

измеряли при длине волны 495 нм при темпера-

туре 37°С после добавления нитроцефина в тече-

ние первого часа — каждые 15 мин, далее — каж-

дый час в течение суток. Измерение удельной ак-

тивности фермента и скорости ферментативной 

реакции проводили с использованием спектро-

фотометра Ultrospec 3100 pro (Pharmacia, США) 

и термостатируемой спектрофотометрической 

ячейки (Biochrom, США) как описано [10].

Результаты

Чувствительность F. tularensis разных подвидов 

к антибиотикам группы бета-лактамов

Известно, что штаммы туляремийного мик-

роба среднеазиатского подвида, в отличие 

от subsp. tularensis и holarctica, не обладают пени-

циллазной активностью, определяемой в тесте 

с феноловым красным или нитроцефином [4, 5], 

хотя и имеют в своем геноме ген сериновой лак-

тамазы FTU-1, ответственной за устойчивость 

к пенициллинам [7]. Используя диско-диффузи-

онный метод, мы определили чувствительность 

к β-лактамным антибиотикам у 12 штаммов 

F. tularensis различных подвидов из коллекции 

ГНЦ ПМБ. Результаты экспериментов приведе-

ны в таблице 1.

Из данных таблицы видно, что штаммы 

F. tularensis subsp mediasiatica ничем не отличались 

от штаммов других подвидов по уровню рези-

стентности к β-лактамам. Полученные результа-

ты соотносятся с данными М.В. Цимбалистовой 

и Н.В. Павлович [5], согласно которым штаммы 

F. tularensis среднеазиатского подвида резистент-

ны к β-лактамным антибиотикам в диско-диф-

фузионном тесте.

Однако использование метода стандартных 

разведений позволило выяснить, что устойчи-

вость к ампициллину у штамма среднеазиат-

ского подвида F. tularensis 120Δpur значительно 

различается в зависимости от его концентрации: 

когда концентрация микробной взвеси снижа-

лась до 106 м.к./мл, штамм F. tularensis 120Δpur 

демонстрировал значительное повышение 

чувствительности к ампициллину по сравне-

нию с референсным штаммом F. tularensis subsp. 

holarctica 15 НИИЭГ. Используя десятикратные 

разведения микробной суспензии в присутствии 

антибиотика, мы определили минимальную 

бактерицидную концентрацию (МБК) ампи-

циллина для разных концентраций бактериаль-

ных клеток F. tularensis 120Δpur (табл. 2).

Для штамма 15 голарктического подвида МБК 

ампициллина составляла 2048 мкг/мл и не ме-

нялась при снижении концентрации до 105 м.к./

мл. Для штамма 120Δpur МБК ампициллина при 

снижении концентрации бактериальных клеток 

до 106 м.к./мл снизилась в 256 раз.

В последующих экспериментах мы устано-

вили, что штамм 120Δpur при концентрации 

микробных клеток ниже 106 м.к./мл приобретает 

чувствительность к антибиотикам группы пени-

циллинов, но не других групп β-лактамов (цефа-

лоспоринов и карбопенемов) (табл. 3).

  Истощение пула пенициллина в жидкой 

питательной среде в присутствии 

бактериальных клеток штамма 15 НИИЭГ 

голарктического подвида и штамма 120Δpur 

среднеазиатского подвида

Для сравнения способности бактериальных 

клеток F. tularensis разных подвидов к гидролизу 

пенициллина были поставлены эксперименты 

по истощению пенициллина в жидкой питатель-

ной среде в результате культивирования в ней 

клеток F. tularensis subsp. holarctica и mediasiatica 

(табл. 4).

Четырехчасовое культивирование штамма 

F. tularensis 15 НИИЭГ в среде с пенициллином 

в течение 4 ч снижало концентрацию анти-

биотика в 250 раз, штамма 120Δpur — в 2 раза. 

Однако последующее 24-часовое культивиро-

вание штамма 120Δpur subsp. mediasiatica приво-

дило к снижению концентрации антибиотика 

в 125 раз (табл. 4). Таким образом, бактериаль-

ные клетки F. tularensis 120 Δpur в течение суток 

утилизировали примерно столько же пеницил-

лина, сколько клетки F. tularensis 15 НИИЭГ 

subsp. holarctica гидролизовали за 4 ч культиви-

рования.
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Динамика β-лактамазной активности штаммов 

F. tularensis 120Δpur subsp. mediasiatica 

и 15 НИИЭГ subsp. holarctica

Динамику β-лактамазной активности двух 

исследуемых штаммов F. tularensis — 120Δpur 

subsp mediasiatica и 15 НИИЭГ subsp holarctica — 

определяли в течение суток в нитроцефиновом 

тесте. Динамику оценивали как в живых ми-

кробных культурах F. tularensis, так и в соответ-

ствующих осветленных ультразвуковых лизатах 

(УЗЛ). В качестве отрицательного контроля ис-

пользовали безлактамазный вариант штамма 

15 НИИЭГ — 15Δbla123.

В качестве одной из кинетических характери-

стик β-лактамазной активности использовали 

оптическую плотность (OD) раствора, как по-

казатель общего количества продукта гидролиза 

нитроцефина (рис. 1).

Как видно из рис. 1, β-лактамазная актив-

ность регистрировалась как у штамма голаркти-

ческого подвида 15 НИИЭГ, так и, в меньшей 

степени, у штамма среднеазиатского подвида 

120Δpur. При этом характер кривых накопле-

ния продукта расщепления нитроцефина двух 

сравниваемых штаммов различен. В пробах, со-

держащих F. tularensis голарктического подвида, 

отмечается выраженный пик накопления про-

дукта расщепления нитроцефина через 4–6 ч 

культивирования, в то время как для штамма 

среднеазиатского подвида характерно медлен-

ное нарастание количества продукта гидролиза 

нитроцефина в течение всего периода наблюде-

ния (24 ч).

В качестве косвенного показателя скорости 

расщепления нитроцефина мы в течение суток 

определяли скорость изменения оптической 

плотности реакционной смеси в единицу време-

ни (ΔOD) (рис. 2).

Из диаграммы на рисунке 2 видно, что ос-

новная часть нитроцефина расщепляется клет-

ками F. tularensis 15 НИИЭГ подвида holarctica 

в течение первого часа реакции. В осветленных 

лизатах изменение оптической плотности реак-

ционной смеси в первый час реакции достигало 

Таблица 1. Чувствительность штаммов F. tularensis разных подвидов к антибиотикам группы 

бета-лактамов*

Table 1. Susceptibility of F. tularensis subspecies to antibiotics of the beta-lactam group*

Подвид

Subspecies
Штаммы

Strains

Пенициллины

Penicillins
Карбапенемы

Carbapenems
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tularensis Schu 0** 0 0 0 0 0 0 0 0. 0 21 0

holarctica

503 0 0 0 0 11 0 0 0 0 0 0 0

А-79 0 0 0 38 0 0 0 0 0 0 0 0

Х-3 0 0 11 26 28 37 0 0 0 0 0 11

А-1045 0 0 0 0 0 0 0 26 0 0 0 0

mediasiatica

А-823 13 0 0 24 25 0 32 0 0 0 0 20

А-554 0 0 0 18 11 0 30 0 0 0 0 30

678 0 0 0 16 0 0 0 0 48 0 0 0

120 0 0 0 18 15 0 0 0 0 0 0 0

120Δpur 0 11 0 25 18 0 0 0 0 10 0 13

Примечания. *Диаметр (мм) зоны ингибирования микробного роста F. tularensis в диско-диффузионном тесте (включая диаметр диска — 
6 мм). **Значение 0 мм обозначает отсутствие зоны ингибирования роста микроорганизма вокруг диска.
Notes. *The growth inhibition zone (mm) in the disc-diffusion test (including the diameter of the disc — 6 mm). **The value of 0 mm indicates that there is 
no zone of inhibition of microorganism growth around the disk.

Таблица 2. Чувствительность штаммов 

F. tularensis 15 НИИЭГ и 120Δpur к ампициллину

Table 2. The susceptibility of F. tularensis 15 NIIEG and 
120Δpur strains to ampicillin

Концентрация 
бактериальных 

клеток/мл

Bacterial cells 
concentration per ml

МБК, мкг/мл (диапазон)*

MBC, μg ml (range)*

15 НИИЭГ

15 NIIEG
120Δpur

108 > 2048 > 2048

107 > 2048 > 2048

106 > 2048 8

105 256–1024 2

104 32 0,125

103 2 0,125

Примечание.*Представлены значения МБК в двух независимых 
экспериментах, каждая проба в каждом эксперименте была 
поставлена в трех повторах.
Note. *There indicated results of MBC measurement in two independent 
experiments, in each of which each sample was placed in three 
replicates.
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1,3 единиц. Уже на второй час скорость расщеп-

ления нитроцефина падала до 0,2–0,3 единиц 

оптической плотности за час, а через 6 ч снижа-

лась до уровня фоновых колебаний оптической 

плотности контрольной среды.

Скорость расщепления нитроцефина клетка-

ми штамма F. tularensis 120Δpur среднеазиатского 

подвида была намного ниже — в осветленных 

УЗД изменение оптической плотности за час со-

ставляло от 0,17 до 0,11 единиц, но при этом ско-

рость расщепления субстрата держалась выше 

фоновых изменений оптической плотности сре-

ды в течение 16 ч.

Следует отметить, что осветленные клеточ-

ные лизаты демонстрировали более высокие 

значения оптической плотности и большую ско-

рость расщепления нитроцефина по сравнению 

с суспензиями живых микробных клеток.

Мы определили максимальную скорость ги-

дролиза субстрата, обеспечиваемого β-лактама-

зами в составе УЗЛ штаммов F. tularensis, и удель-

ную активность УЗЛ штаммов в расчете на мг 

общего белка. Для штамма F. tularensis голакти-

ческого подвида 15 НИИЭГ эти показатели со-

ставили 0,2275 ΔА/мин и 2,8261 ΔА/мин, а для 

штамма среднеазиатского подвида 120Δpur — 

0,0007 ΔА/мин и 0,0086 ΔА/мин соответственно. 

Таким образом, относительная скорость реак-

ции гидролиза β-лактамов для штамма 120Δpur 

составила 0,3% от скорости расщепления ни-

троцефина клетками F. tularensis 15 НИИЭГ. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что 

активность фермента лактамазы в штамме сред-

неазиатского подвида 120Δpur снижена не менее 

чем на два порядка по сравнению со штаммом 

голактического подвида 15 НИИЭГ.

Поиск генетических маркеров гена blaB 

F. tularensis, специфичных для подвида 

mediasiatica

Для изучения вариабельности генетических 

детерминант, обуславливающих β-лактамазную 

активность F. tularensis мы провели in silico ана-

лиз гена blaВ (FTL_0879), кодирующего серино-

вую лактамазу BlaB (Bla2, FTU-1, YP_513599.1) 

(рис. 3).

Подвидоспецифические отличия F. tularensis 

среднеазиатского подвида ограничивались еди-

ничной нуклеотидной заменой гуанина на аде-

нин (рис. 3А), и, как следствие, одной аминокис-

лотой заменой в 97 положении — глицина на ар-

гинин (рис. 3Б).

Подвидоспецифичность этой замены мы про-

верили на 17 штаммах среднеазиатского подви-

да, имеющихся в нашей коллекции. Для этого 

мы воспользовались методом аллель-специ-

фической (AS) ПЦР. Аллель-специфическая 

ПЦР осуществляется за счет двух AS-прямых 

праймеров, которые конкурируют за связывание 

с матрицей, и одного общего обратного праймера. 

При этом 3’-концевой нуклеотид каждого из пря-

мых праймеров комплементарен одному из двух 

аллельных состояний изучаемого гена. При та-

ком условии идеально совпадающий с мат рицей 

праймер вытесняет из реакции несовпадающий 

из-за большей эффективности реакции.

Мы разработали пару AS-праймеров, ко-

торая позволила нам успешно определять ме-

тодом AS-PCR нуклеотидную замену в гене 

Таблица 4. Реципрокные титры пенициллина 

в жидкой питательной среде, определенные 

после культивирования в ней F. tularensis 

15 НИИЭГ и 120Δpur*

Table 4. Reciprocal penicillin titres in a liquid nutrient 
medium determined after growing of the F. tularensis 
strains 15 NIIEG and 120Δpur*

Штаммы 
F. tularensis

F. tularensis 
strains

Время 
культивирования 

с пенициллином, ч

Growing time with 
penicillin, h

Реципрокные 
титры

Reciprocal titres

15 НИИЭГ 4 16

120Δpur 4 1024

120Δpur 24 32

Нет

No
0 (control 

of penicillin) 2048

Примечание. *Титр определяли методом стандартных 
разведений на культуре чувствительного к пенициллину штамма 
F. tularensis 15Δbla123. Указано последнее разведение, при 
котором отсутствовал видимый рост соответствующего штамма 
при концентрации микроорганизмов 105 КОЕ/мл. Истощение 
пенициллина проводили путем 4- или 24-часового культивирования 
культур F. tularensis 15 НИИЭГ и 120Δpur в среде с пенициллином 
400 мкг/мл.
Note. *The titers were determined using penicillin-sensitive F. tularensis 
strain 15Δbla123 in standard tenfold dilutions. The last dilution in which 
there was no visible growth of 105 CFU/ml indicated in the table. Penicillin 
depletion was performed by cultivation of F. tularensis 15 NIIEG and 
120Δpur during 4 or 24 hours in the presence of penicillin (400 μg/ml).

Таблица 3. Чувствительность штаммов 

F. tularensis 15 НИИЭГ и 120Δpur к β-лактамам*

Table 3. The susceptibility of F. tularensis 15 NIIEG and 
120Δpur to β-lactams*

Антибиотик

Antibiotic

МБК, мг/л (диапазон)**

MBC, mg/L (range)

15 НИИЭГ 120Δpur

Ампициллин/Ampicillin 256–1024 2

Амоксициллин/Amoxicillin 512 4–8

Пенициллин/Penicillin 32–64 4

Цефазолин/Cefazolin 64–128 256

Цефтриаксон/Ceftriaxon 2–4 2

Имипенем/Imipenem 32 16

Меропенем/Meropenem 4 8–64

Примечания. *Величина МБК определена для микробной взвеси 
с концентрацией 105 м.к./мл. **Представлены значения МБК в двух 
независимых экспериментах, каждая проба в каждом эксперименте 
была поставлена в трех повторах.
Notes. *Minimal bactericidal concentration (MBC) was determined for 
bacterial suspension 105 CFU/ml. **There indicated results of MBC 
measurement in two independent experiments, in each of which each 
sample was placed in three replicates.
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blaB, специфичную для среднеазиатского 

подвида F. tularensis: FA (forward ancestor) — 

ATCAAGATGATATTGGTAAACGCA; FD (for-

ward derived) — cggggcggggcggggcgggcATCAAG

ATGATATTGGTAAACCCG; R (reverse) — CAT

CAGCAGTA ATTATAGTATCGTTATCACC. 

Подчеркиванием обозначены аллель-специ-

фичные нуклеотиды, жирным шрифтом — де-

стабилизирующие замены, строчными буква-

ми — GC-последовательность, предназначенная 

для идентификации продукта реакции. Праймер 

FA является аллель-специфичным для подвида 

mediasiatica F. tularensis, праймер FD — для подви-

дов tularensis, holarctica и novicida. Специфичность 

реакции была повышена за счет включения в по-

следовательность праймеров дополнительной 

точечной дестабилизирующей замены основа-

ния на некомплементарное в (–3) положении 

с 3’-конца обоих форвардных праймеров. Такой 

методический подход, называемый анализом 

амплификации с несоответствием — mismatch 

amplification mutation assay (Melt-MAMA), уве-

Рисунок 1. Динамика расщепления нитроцефина клетками F. tularensis

Figure 1. Dynamics of nitrosefin hydrolysis by F. tularensis cells
А) Живые культуры F. tularensis. Б) Осветленные УЗЛ живых культур F. tularensis. Оптическая плотность раствора 
отражает накопление продукта распада нитроцефина.
A) F. tularensis live cultures. B) Live cultures of F. tularensis clarified by ultrasound. The optical density (OD) of the solution 
represents the accumulation of the decomposition product of nitrocellin.

Рисунок 2. Изменение оптической плотности реакционной смеси в единицу времени (ΔOD)

Figure 2. Change in the optical density of the reaction mixture per unit time (ΔOD)
А) Живые культуры F. tularensis. Б) Осветленные УЗЛ живых культур F. tularensis.
A) Live cultures F. tularensis. B) Live cultures of F. tularensis clarified by ultrasound.
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личивает преи мущественную амплификацию 

фрагмента ДНК с того из прямых праймеров, чей 

3’-концевой нуклеотид комплементарен детек-

тируемому аллельному состоянию матрицы [9].

Мечение одного из AS-праймеров (FD) GC-

последовательностью позволило нам увели-

чить размер получаемого с него ампликона, что, 

в свою очередь, дало возможность дифференци-

ровать продукты AS-ПЦР в реальном времени 

с помощью анализа кривых их плавления.

На рисунке 4 представлены кривые плавле-

ния продуктов амплификации ДНК 8 штаммов 

туляремийного микроба, 3 из которых принад-

лежат к подвидам holarctica (15 НИИЭГ), tularensis 

(SCHU S4) и novicida (U 112), а пять — к подвиду 

mediasiatica.

На диаграмме кривых плавления видно, что 

амплификаты делятся на две группы, одна из ко-

торых имеет имеют кривую плавления с макси-

мумом 80°С, другая — 82°С. Больший темпера-

турный максимум кривой плавления продукта 

амплификации соответствует большему размеру 

ампликона, то есть ампликону, меченному GC-

последовательностью. Соответственно, ампли-

фикаты, имеющие максимум 80°С, получены 

с праймера FA, специфичного для аллеля А/Т. 

В свою очередь, амплификаты, имеющие макси-

мум 82°С, получены с праймера FD, специфично-

го для аллеля G/C. К первой группе принадлежат 

все пять штаммов F. tularensis subsp. mediasiatica, 

ко второй — штаммы всех остальных подвидов. 

Аналогичные результаты были получены для 

всех 17-ти штаммов F. tularensis subsp. mediasiatica, 

использованных в данном исследовании.

Обсуждение

Определение кинетических характеристик 

β-лактамазной активности F. tularensis по нако-

плению продукта расщепления нитроцефина 

и скорости его гидролиза показало, что штамм 

F. tularensis 120Δpur среднеазиатского подвида, 

вопреки современным представлениям специ-

алистов по туляремии, обладает β-лактамазной 

активностью, но при этом скорость гидролиза 

нитроцефина клетками этого штамма на по-

рядки снижена по сравнению со штаммом 

F. tularensis голарктического подвида 15 НИИЭГ. 

Об этом же свидетельствуют результаты теста 

по истощению пенициллина в питательной 

среде — культуры как штамма голарктического 

подвида, так и среднеазиатского подвида значи-

тельно снижали концентрацию пенициллина 

в среде — в 250 и 125 раз соответственно, однако 

в первом случае это происходило в течение 4 ч, 

во втором — в течение суток.

С результатами кинетических исследова-

ний согласуется тот факт, что снижение кон-

центрации микробных клеток F. tularensis subsp. 

mediasiatiсa 120Δpur в питательной среде с анти-

биотиками группы пенициллинов приводит 

к появлению у них антибиотикочувствительнос-

ти. По всей видимости, в условиях сниженной 

эффективности работы β-лактамаз удельная 

концентрация антибиотика на одну бактери-

альную клетку приобретает решающее значе-

ние. Именно поэтому при определении чувстви-

тельности к β-лактамным антибиотикам дис-

ко-диффузионным методом при использовании 

рекомендованных высоких концентраций ми-

кробных суспензий (108–109 м.к./мл) различий 

в уровнях резистентности штаммов F. tularensis 

subsp. mediasiatica от штаммов других подвидов 

не было выявлено. Полученные нами результа-

ты согласуются с недавними исследованиями 

М.В Цимбалистова и Н.В. Павлович [6]. Мы по-

казали, что снижение концентрации бактери-

альных клеток F. tularensis подвида mediasiatiсa 

до 105 м.к./мл и соотвествующее увеличение на-

грузки молекул антибиотика на клеточную стен-

Рисунок 3. Множественное выравнивание нуклеотидных (А) и аминокислотных (Б) 

последовательностей β-лактамазы Bla2

Figure 3. Multiple alignment of nucleotide (A) and amino acid (B) sequences of β-lactamase Bla2
Штаммы F. tularensis подвидов: mediasiatica — FSC 147; tularensis — Schu S4, WY96-3418; holarctica — LVS, Osu 18; 
novicida — U 112.
Strains F. tularensis subspecies: mediasiatica — FSC 147; tularensis — Schu S4, WY96-3418; holarctica — LVS, Osu 18; 
novicida — U 112.
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ку одной микробной клетки приводит к деком-

пенсации ее β-лактамазного механизма и реали-

зации бактерицидного эффекта антибиотика.

Следует отметить, что диагностическая цен-

ность цветного нитроцефинового теста при под-

видовой диагностике туляремии остается несо-

мненной, позволяя дифференцировать штаммы 

F. tularensis subsp mediasiatica в первые часы иссле-

дования.

Исходя из того, что β-лактамазная актив-

ность осветленных ультразвуковых лизатов 

культур F. tularensis была выше таковой живых 

культур, можно предположить, что активная 

β-лактамаза F. tularensis расположена в пери-

плазматическом пространстве, как у большин-

ства грамотрицательных бактерий, и при лизисе 

высвобождается в окружающую среду. Данное 

предположение требует дальнейшего изучения 

путем выделения фермента непосредственно 

из периплазматичес кого пространства и прямой 

оценкой его активности.

С нашей точки зрения, выявленная нами 

in silico единичная аминокислотная замена Gly 

на Arg в 97 положении белка бета-лактамазы BlaB 

в штамме F. tularensis FSC147 subsp. mediasiatica 

является вероятной причиной снижения актив-

ности этого фермента, обусловливая возможные 

конформационные изменения, приводящие 

либо к снижению сродства фермента к субстра-

ту, либо к увеличению времени существования 

фермент-субстратного комплекса. Для оконча-

тельного ответа на этот вопрос требуются даль-

нейшие исследования с использованием методов 

генной инженерии.

Разработанная нами аллель-специфическая 

ПЦР позволила показать на панели из 17 штам-

мов F. tularensis subsp. mediasiatica, что замена G/A 

в 290 положении гена сериновой лактамазы blaB 

является специфичной для среднеазиатского 

подвида туляремийного микроба и может быть 

использована в качестве мишени для его ПЦР-

идентификации.

Данная работа финансируется отраслевой на-
учно-исследовательской программой Роспотреб-
надзора «Проблемно-ориентированные научные 
исследования в области эпидемиологического над-
зора за инфекционными и паразитарными болезня-
ми» (2016–2020 гг).

Рисунок 4. Кривые плавления, полученные в результате аллель-специфической ПЦР с ДНК-матрицей 

штаммов F. tularensis разных подвидов, с использованием пары конкурирующих праймеров FA и FD

Figure 4. Melting curves obtained as a result of allele-specific PCR with the DNA matrix of F. tularensis strains 
of different subspecies, using a pair of competing primers FA and FD
Примечание. Приведены данные одного репрезентативного эксперимента.
Note. The data of one representative experiment are presented.
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