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Туляремия является эндемичной инфекцией для Казахстана. Генетическое разнообразие 
Francisella tularensis в Казахстане изучено не достаточно хорошо. Знание генотипов циркулиру-
ющих штаммов в природных очагах туляремии важно для эпидемиологического мониторинга, 
что позволяет проследить источник и пути распространения инфекции, дифференцировать 
естественную вспышку от искусственно созданной вспышки, позволяет прослеживать эволю-
ционные изменения. 

Целью данной работы является анализ литературы по методам генотипирования, исполь-
зуемых для изучения возбудителя туляремийного микроба F. tularensis.

Материал и методы. Мы провели систематический поиск литературных данных и отобра-
ли источники из PubMed, Thomson Reuters, Springer, e.library.ru, Google Scholar, базах данных 
Кокрейна. Были включены тридцать шесть работ, которые удовлетворяли критериям включе-
ния.

Результаты и обсуждение. Для генотипирования патогенов широко используется муль-
тилокусный анализ числа вариабельных тандемных повторов (MLVA). Простота выполнения, 
экономичность, высокая пропускная способность, воспроизводимость результатов и наличие 
баз данных генотипов делают технологию MLVA типирования незаменимой в эпидемиологиче-
ском мониторинге туляремии.

Для MLVA типирования циркулирующих штаммов в Казахстане была проведена оптимиза-
ция условий генотипирования с использованием 11 VNTR локусов, предложенных A.J. Vogler с 
соавторами. Оптимизация заключалась в подборе оптимальных флуоресцентных красителей, 
адаптированных на имеющееся в Казахстане оборудование, а также оптимизации концентра-
ций праймеров в реакционной смеси и условий амплификации. Разработанный протокол по-
зволяет получать воспроизводимые результаты и будет использован для определения генети-
ческого разнообразия туляремийного микроба, проведения кластерного анализа и построения 
минимальных островных деревьев.

Вывод. Таким образом, представленные данные свидетельствуют о перспективности ис-
пользования MLVA для изучения генотипов и геномные особенности возбудителя туляремии, 
анализ данных которых позволит составить полноценную карту генотипов F. tularensis, цирку-
лирующих в Казахстане.
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конечно-диастолический и конечно-систолический объемы. 
ФВ важна при СН вследствие прогностической значимости. 
Пациенты с сохраненной фракцией выброса благоприятно 
реагируют на стандартный режим фармакологического лече-
ния и демонстрируют лучший прогноз. Напротив, пациенты 
с сниженной фракцией выброса не реагируют на стандарт-
ные фармакологические методы лечения, за исключением 
нитратов, и поэтому имеют плохой прогноз, особенно во 
время декомпенсации заболевания [20, 21, 22].

За последние годы широкое применение получила 
тканевая допплерография – метод количественной и ка-
чественной оценки глобальной и сегментарной функции 
миокарда. Отличием от традиционной допплерографии 
является то, что в качестве движущегося объекта выступает 
не кровоток, а собственно миокард [23]. При этом тканевая 
допплерография позволяет рассчитать следующие виды 
количественных параметров:

- скоростные (пиковые скорости движения миокарда в раз-
ные фазы сердечного цикла, миокардиальный градиент);

- линейные (амплитуда систолического смещения - dis-
placement);

- временные (продолжительность фаз кардиоцикла, 
время ускорения и замедления движения, время изоволю-
мического сокращения и расслабления миокарда);

- скорость и амплитуда деформации миокарда (strain) [24].
Параметры, вычисление которых стало осуществимо 

благодаря тканевой допплерографии, позволяют выявлять 
сложные нарушения систолической функции на доклини-
ческой стадии.

Диастолическая дисфункция характеризуется нару-
шениями механической функции во время диастолы и 
отсутствием единого параметра для точной постановки 
диагноза. Принято считать, что диастолическая дисфункция 
лежит в основе СН c сохраненной ФВ и промежуточной 
СН и, в тяжелых случаях, связана с повышенным риском 
смертности [25].

Наличие и степень тяжести диастолической дисфункции 
левого желудочка определяется на основании комбиниро-
ванной оценки трансмитрального диастолического потока и 
скорости движения митрального кольца. Выделяют три типа 
нарушения наполнения левого желудочка: с замедленной 
релаксацией, псевдонормальный и рестриктивный, которые 
соответствуют незначительной, умеренной и тяжелой диа-
столической дисфункции.

Выявление нарушений диастолического наполнения 
сердца важно не только для определения патогенеза сердеч-
ной недостаточности: доказано, что расстройства диастолы 
более тесно, чем расстройства систолы, ассоциируются с 
тяжестью клинического состояния пациентов, степенью 
снижения толерантности к нагрузкам, с качеством жизни. 
Динамика диастолических параметров может служить 
критерием эффективности лечения и маркером прогноза 
больных хронической сердечной недостаточностью.

Стресс-эхокардиография представляет собой комбина-
цию эхокардиографии с физическим, фармакологическим 
или реже электрическим воздействием при стимуляции 
предсердий. Ишемия, вызванная нагрузкой, ухудшает  ло-
кальную сократимость в сегменте, кровоснабжающемся 
стенозированной коронарной артерией. Таким образом, 

стресс-эхокардиография дает топическую характеристику 
ишемии миокарда при ишемической болезни сердца, а также 
играет важную роль в оценке сердечной недостаточности 
с сохраненной и уменьшенной фракцией выброса, патоло-
гией клапанов, неишемической кардиомиопатии, легочной 
гипертензии и врожденных болезней сердца [26].

Использование тканевой допплерографии повышает 
чувствительность стресс-ЭхоКГ, поскольку улучшает 
эндокардиальную дифференцировку благодаря высоко-
му разрешению. Изображения, полученные в фазе покоя 
и напряжения, сравниваются для интерпретации раз-
мера, формы и функции левого желудочка.  Все стресс-
эхокардиографические результаты можно разделить на 
четыре группы, характеризующиеся параметрами регио-
нальной сократимости и описанием основных форм ответа: 
нормального, ишемического, некротического и жизнеспо-
собного [27].

Прогностическое значение стресс-эхокардиографии 
оценено в рандомизированных клинических исследованиях. 
Нормальный ответ на стресс-эхокардиографию дает еже-
годный риск сердечно-сосудистых нежелательных явлений 
0,4-0,9% в расчете на общую группу >11000 пациентов 
[28], такие же данные, что и для нормального миокарда 
при перфузионном сканировании. Ишемия может быть 
дополнительно стратифицирована с помощью параметров 
аддитивного напряжения эхо, таких как степень индуци-
бельных аномалий движения стенки и рабочая нагрузка / 
доза [29]. Чем выше индекс аномалий движения в баллах и 
чем короче время стресса, тем ниже уровень выживаемости. 
Аналогичная прогностическая ценность была сообщена 
для тестирования добутамина и дипиридамола [30]. Инду-
цируемая ишемия миокарда у пациентов идентифицирует 
подгруппу пациентов с наибольшим риском смерти. 

Двухмерная ЭхоКГ оказала значительное влияние на 
оценку различных сердечных заболеваний и стала клини-
ческим руководством для лечения сердечных заболеваний 
и неотъемлемой частью обычной клинической практики. 
Однако двухмерная ЭхоКГ имеет известные ограничения, 
в том числе отсутствие трехмерных пространственных 
координат, геометрических допущений, апикального ра-
курса и ограниченного распознавания границ.  Благодаря 
внедрению трехмерной ЭхоКГ стало возможным получение 
трехмерных объемных данных, с субоптимальным каче-
ством [31-34]. Ряд исследований подтвердил достоверность 
и воспроизводимость измерений объема фракции выброса 
левого желудочка в трехмерной ЭхоКГ по сравнению с 
сердечным магнитным резонансом и радионуклидной 
сцинтиграфией. 

Otani et al. также изучили возможности однократной 
трехмерной ЭхоКГ пациентов с фибрилляцией предсердий. 
Они обнаружили, что это исследование достоверно и быстро 
определяет усредненные объемы и функцию левого желу-
дочка во время нескольких последовательных сокращений 
и этот метод может служить новым способом количествен-
ного определения камеры ЛЖ у пациентов с фибрилляцией 
предсердий в обычной практике [35].

Stanton et al. исследовали 455 пациентов, которым оце-
нивали функцию левого желудочка с помощью двухмерной 
ЭхоКГ и трехмерной ЭхоКГ и обнаружили, что трехмерная 
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дағы айналмалы штаммдардың генотиптерін білу эпидемиологиялық мониторинг үшін маңыз-
ды, бұл инфекцияның көзі мен таралу жолдарын қадағалауға, жасанды өршуден табиғи өршуді 
саралауға, эволюциялық өзгерістерді қадағалауға мүмкіндік береді.

Мақсаты. Бұл жұмыстың мақсаты F. tularensis туляремиялық микроб қоздырғышын зерттеу 
үшін қолданылатын генотиптеу әдістері бойынша әдебиетті талдау болып табылады.

Материал және әдістерi. Біз әдеби деректерді жүйелі түрде іздеп, PubMed, Thomson 
Reuters, Springer, e.library.ru, Google Scholar, Кокрейн деректер базасынан материал іріктедік. 
Қосу критерийлерін қанағаттандыратын отыз алты жұмыс енгізілді.

Нәтижелері және талқылауы. Патогендерді генотиптеу үшін вариабельді тандемді қайталау 
мультилокусты санын талдау (MLVA) кеңінен қолданылады. Орындау қарапайымдылығы, үнемділі-
гі, жоғары өткізу қабілеті, нәтижелердің жаңғыртылуы және генотиптердің деректер қорының болуы 
туляремияның эпидемиологиялық мониторингінде МLVA типтеу технологиясын бірегей  етіп отыр.

Қазақстанда айналмалы штамдарды типтеу үшін A.J. Vogler тең авторлармен ұсынған 
11 VNTR локустарын пайдалана отырып, генотиптеу жағдайларын оңтайландыру жүргізілді. 
Оңтайландыру Қазақстанда бар жабдыққа бейімделген оңтайлы флуоресцентті бояғыштар-
ды таңдау, сондай-ақ реакциялық қоспадағы праймерлердің шоғырлануын және амплифи-
кация жағдайларын оңтайландыру болып табылады. Әзірленген хаттама жаңғыртылатын 
нәтижелерді алуға мүмкіндік береді және туляремиялық микробтың генетикалық әртүрлілігін 
анықтау, кластерлік талдау жүргізуге және ең аз аралдық ағаштарды құру үшін пайдаланы-
латын болады.

Қорытынды. Осылайша, ұсынылған деректер туляремия қоздырғышының генотиптерін 
және геномдық ерекшеліктерін зерттеу үшін MLVA пайдалану перспективасын дәлелдеп отыр, 
олардың деректерін талдау Қазақстанда таралған F. tularensis генотиптерінің толыққанды кар-
тасын жасауға мүмкіндік береді.

Негізгі сөздер: F. tularensis, VNTR, MLVA, генотип.
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Francis disease is an endemic infection for Kazakhstan. The genetic diversity of Francisella tula-
rensis in Kazakhstan has not been studied well. Knowledge of the genotypes of circulating strains in 
the hot spots of Francis disease is important for epidemiological monitoring, which makes it possible to 
trace the source and pathways of infection, differentiate a natural outbreak from an artificially created 
outbreak and make it possible to trace evolutionary changes.  

The goal of this work is to analyze the literature on genotyping methods used to study the causative 
agent of Francis disease microbe F. tularensis.

Material and methods. We conducted a systematic literature search and selected sources from 
PubMed, Thomson Reuters, Springer, e.library.ru, Google Scholar, Cochrane databases. Thirty-six 
papers that met the inclusion criteria were included.

Results and discussion. Multiple Loci VNTR Analysis (MLVA) is widely used for genotyping of 
pathogens. Ease of execution, cost-effectiveness, high throughput, reproducibility of results, and the 
availability of genotype databases make MLVA typing technology irreplaceable in the epidemiological 
monitoring of Francis disease.

Genotyping conditions were optimized using 11 VNTR loci proposed by A.J. Vogler et al., for MLVA 
typing of circulating strains in Kazakhstan. Optimization consisted in the selection of optimal fluores-
cent dyes adapted to the equipment available in Kazakhstan, as well as optimization of primer concen-
trations in the reaction mixture and amplification conditions. The developed protocol allows to obtain 
reproducible results and will be used to determine the genetic diversity of Francis disease microbe, 
conduct cluster analysis and build minimal island trees.

Conclusions. Thus, the presented data indicate the prospects of using MLVA to study the geno-
types and genomic features of the causative agent of Francis disease, the analysis of the data of which 
will allow us to compile a complete map of the genotypes of F. tularensis circulating in Kazakhstan.

Keywords: F. tularensis, VNTR, MLVA, genotype.

For reference: Izbanova UА, Shevtsova ES, Lukhnova LYu. Francisella tularensis, circulating in 
the territory of Kazakhstan. Meditsina (Almaty) = Medicine (Almaty). 2019;10-11(208-209):101-107.  
(In Russ.). DOI: 10.31082/1728-452X-2019-208-209-10-11-101-107
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уляремия является эндемичной инфекцией для 
Казахстана. Существование природных очагов ту-
ляремии в Казахстане обусловлено ландшафтно- 

географическими особенностями территории республи-
ки, способствующими укоренению возбудителя этой ин-
фекции в природных очагах. Природные очаги туляремии 
разного типа зарегистрированы почти на всей территории 
республики, кроме двух областей. Общая площадь при-
родных очагов туляремии составляет 20,5% территории 
страны.

Эпидемическая и эпизоотическая обстановка в Ка-
захстане по туляремии требует проведения постоянного 
мониторинга за состоянием эндемичных очагов с исполь-
зованием современных методов исследования туляремий-
ного микроба.

Достоверное, воспроизводимое и высокодискримина-
ционное генотипирование является неотъемлемой частью 
эпидемиологического мониторинга во всем мире и позво-
ляет изучать вспышки, описывать естественные пути пе-
редачи, филогенетические отношения, пространственное 
и временное распределение штаммов, всесторонний ана-
лиз динамики популяции с целью быстрого выявления 
новых или появляющихся вариантов биологического аген-
та с измененными характеристиками вирулентности или 
устойчивости. Выполнение этих основных задач является 
особенно важным, но также и сложным для высокопато-
генного и генетически мономорфного патогена, такого как 
Francisella tularensis [1]. Международные базы данных, 
содержащие информацию по циркулирующим генотипам, 
способствуют развитью глобального мониторинга за пато-
генами и позволяют отслеживать эволюционные измене-
ния [2].

Генетическое разнообразие Francisella tularensis в Ка-
захстане изучено не достаточно хорошо. 

Целью данной работы является анализ литературы по 
методам генотипирования, используемых для изучения 
возбудителя туляремийного микроба Francisella tularensis.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Проведен онлайн поиск литературы по современным 

методам генотипирования туляремийного микроба в базах 
данных PubMed, Thomson Reuters, Springer, e.library.ru, 
Google Scholar, базах данных Кокрейна. Были включены 
тридцать шесть работ, которые удовлетворяли критериям 
включения.

Критерии включения
Мы включили 36 источников литературы, соответство-

вавших нашим критериям включения: работы, в которых 
описаны научные исследования в области генотипиро-
вания туляремийного микроба: мультилокусный анализ 
(MLVA), полногеномное секвенирование и другие методы 
исследования. Использованы литературные источники, 
опубликованные за последние 20 лет. 

Оценка достоверности и извлечение данных
Оценена выборка из 36 источников, в которых изуча-

лись методы молекулярного типирования патогенов, в том 
числе возбудителя туляремийного микроба F. tularensis. 
Мы оценивали статьи в случайном порядке, основанном 
на ключевых аспектах. Элементы данных, взятые для этой 

Т статьи, включали: методы генотипирования, генетическое 
разнообразие и эволюция F. tularensis, результаты иссле-
дования MLVA.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Грамотрицательная бактерия F. tularensis является 

возбудителем туляремии, зоонозной болезни, широко рас-
пространенной во многих странах мира. Циркуляция F. 
tularensis в природе сложна и включает множество мле-
копитающих-хозяев и членистоногих-переносчиков [3]. 
У людей клиническая картина варьирует от кожных про-
явлений до тяжелой пневмонии или сепсиса с летальным 
исходом в зависимости от путей заражения и подвида ми-
кроба, вызвавшего заболевание [4]. Низкая инфекционная 
доза 10 - 50 КОЕ, в сочетании с высокой потенциальной 
летальностью были причинами для включения F. tularensis 
в программы по использованию в качестве биологическо-
го оружия [5]. Таким образом, F. tularensis был внесен в 
список препаратов категории А согласно данным Центра 
по контролю и профилактике заболеваний [6]

В настоящее время род Francisella включает два вида 
- Francisella tularensis и Francisella philomiragia, а вид F. 
tularensis представлен четырьмя подвидами - F. tularensis 
subsp. tularensis (тип А), F. tularensis subsp. holarctica  
(тип В), F. tularensis subsp. mediaasiatica и F. tularensis 
subsp. novicida [7]. Идентичность нуклеотидной после-
довательности составляет 16S rRNA и варьирует от 98,5 
- 99,9%, даже при высокой гомологии ДНК каждый под-
вид демонстрирует заметные различия в вирулентности 
[8]. Кроме того, каждый подвид преимущественно связан 
с конкретным географическим распределением, напри-
мер, F. tularensis subsp. tularensis преобладает в Северной 
Америке, но в последнее время выделен и в Центральной 
Европе [9]. Подвид F. tularensis subsp. holarctica распро-
странен на большей части северного полушария, встреча-
ется в Европе, Азии и на севере Америки [10, 11]. Штаммы 
подвида F. tularensis subsp. mediasiatica выделялись только 
на территории Центрально-Азиатских республик, но в по-
следнее время появились публикации, где описаны данные 
о циркуляции этого подвида туляремийного микроба на 
территории Алтайского края Российской Федерации [12]. 
До 2003 года подвид F. tularensis subsp. novicida был заре-
гистрирован только в Северной Америке, но недавно был 
изолирован и в Австралии [13].

В лабораторной практике Казахстана для проведения 
индикации и идентификации возбудителя туляремии ис-
пользуются микробиологические методы, основанные на 
выявлении фенотипических признаков: биохимической 
активности, ростовых  характеристик, степени патогенно-
сти для животных, чувствительности к некоторым анти-
бактериальным препаратам. 

К недостаткам этих методов, помимо трудоемкости 
и повышенного биологического риска при выполнении 
лабораторных процедур, можно отнести невозможность 
оценки филогенетической структуры и эволюционной 
связи бактериальных популяций. В связи с этим для ре-
шения этого вопроса возникает необходимость внедрения 
методов, основанных на анализе ДНК, обладающих до-
статочной разрешающей способностью и позволяющих 
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конечно-диастолический и конечно-систолический объемы. 
ФВ важна при СН вследствие прогностической значимости. 
Пациенты с сохраненной фракцией выброса благоприятно 
реагируют на стандартный режим фармакологического лече-
ния и демонстрируют лучший прогноз. Напротив, пациенты 
с сниженной фракцией выброса не реагируют на стандарт-
ные фармакологические методы лечения, за исключением 
нитратов, и поэтому имеют плохой прогноз, особенно во 
время декомпенсации заболевания [20, 21, 22].

За последние годы широкое применение получила 
тканевая допплерография – метод количественной и ка-
чественной оценки глобальной и сегментарной функции 
миокарда. Отличием от традиционной допплерографии 
является то, что в качестве движущегося объекта выступает 
не кровоток, а собственно миокард [23]. При этом тканевая 
допплерография позволяет рассчитать следующие виды 
количественных параметров:

- скоростные (пиковые скорости движения миокарда в раз-
ные фазы сердечного цикла, миокардиальный градиент);

- линейные (амплитуда систолического смещения - dis-
placement);

- временные (продолжительность фаз кардиоцикла, 
время ускорения и замедления движения, время изоволю-
мического сокращения и расслабления миокарда);

- скорость и амплитуда деформации миокарда (strain) [24].
Параметры, вычисление которых стало осуществимо 

благодаря тканевой допплерографии, позволяют выявлять 
сложные нарушения систолической функции на доклини-
ческой стадии.

Диастолическая дисфункция характеризуется нару-
шениями механической функции во время диастолы и 
отсутствием единого параметра для точной постановки 
диагноза. Принято считать, что диастолическая дисфункция 
лежит в основе СН c сохраненной ФВ и промежуточной 
СН и, в тяжелых случаях, связана с повышенным риском 
смертности [25].

Наличие и степень тяжести диастолической дисфункции 
левого желудочка определяется на основании комбиниро-
ванной оценки трансмитрального диастолического потока и 
скорости движения митрального кольца. Выделяют три типа 
нарушения наполнения левого желудочка: с замедленной 
релаксацией, псевдонормальный и рестриктивный, которые 
соответствуют незначительной, умеренной и тяжелой диа-
столической дисфункции.

Выявление нарушений диастолического наполнения 
сердца важно не только для определения патогенеза сердеч-
ной недостаточности: доказано, что расстройства диастолы 
более тесно, чем расстройства систолы, ассоциируются с 
тяжестью клинического состояния пациентов, степенью 
снижения толерантности к нагрузкам, с качеством жизни. 
Динамика диастолических параметров может служить 
критерием эффективности лечения и маркером прогноза 
больных хронической сердечной недостаточностью.

Стресс-эхокардиография представляет собой комбина-
цию эхокардиографии с физическим, фармакологическим 
или реже электрическим воздействием при стимуляции 
предсердий. Ишемия, вызванная нагрузкой, ухудшает  ло-
кальную сократимость в сегменте, кровоснабжающемся 
стенозированной коронарной артерией. Таким образом, 

стресс-эхокардиография дает топическую характеристику 
ишемии миокарда при ишемической болезни сердца, а также 
играет важную роль в оценке сердечной недостаточности 
с сохраненной и уменьшенной фракцией выброса, патоло-
гией клапанов, неишемической кардиомиопатии, легочной 
гипертензии и врожденных болезней сердца [26].

Использование тканевой допплерографии повышает 
чувствительность стресс-ЭхоКГ, поскольку улучшает 
эндокардиальную дифференцировку благодаря высоко-
му разрешению. Изображения, полученные в фазе покоя 
и напряжения, сравниваются для интерпретации раз-
мера, формы и функции левого желудочка.  Все стресс-
эхокардиографические результаты можно разделить на 
четыре группы, характеризующиеся параметрами регио-
нальной сократимости и описанием основных форм ответа: 
нормального, ишемического, некротического и жизнеспо-
собного [27].

Прогностическое значение стресс-эхокардиографии 
оценено в рандомизированных клинических исследованиях. 
Нормальный ответ на стресс-эхокардиографию дает еже-
годный риск сердечно-сосудистых нежелательных явлений 
0,4-0,9% в расчете на общую группу >11000 пациентов 
[28], такие же данные, что и для нормального миокарда 
при перфузионном сканировании. Ишемия может быть 
дополнительно стратифицирована с помощью параметров 
аддитивного напряжения эхо, таких как степень индуци-
бельных аномалий движения стенки и рабочая нагрузка / 
доза [29]. Чем выше индекс аномалий движения в баллах и 
чем короче время стресса, тем ниже уровень выживаемости. 
Аналогичная прогностическая ценность была сообщена 
для тестирования добутамина и дипиридамола [30]. Инду-
цируемая ишемия миокарда у пациентов идентифицирует 
подгруппу пациентов с наибольшим риском смерти. 

Двухмерная ЭхоКГ оказала значительное влияние на 
оценку различных сердечных заболеваний и стала клини-
ческим руководством для лечения сердечных заболеваний 
и неотъемлемой частью обычной клинической практики. 
Однако двухмерная ЭхоКГ имеет известные ограничения, 
в том числе отсутствие трехмерных пространственных 
координат, геометрических допущений, апикального ра-
курса и ограниченного распознавания границ.  Благодаря 
внедрению трехмерной ЭхоКГ стало возможным получение 
трехмерных объемных данных, с субоптимальным каче-
ством [31-34]. Ряд исследований подтвердил достоверность 
и воспроизводимость измерений объема фракции выброса 
левого желудочка в трехмерной ЭхоКГ по сравнению с 
сердечным магнитным резонансом и радионуклидной 
сцинтиграфией. 

Otani et al. также изучили возможности однократной 
трехмерной ЭхоКГ пациентов с фибрилляцией предсердий. 
Они обнаружили, что это исследование достоверно и быстро 
определяет усредненные объемы и функцию левого желу-
дочка во время нескольких последовательных сокращений 
и этот метод может служить новым способом количествен-
ного определения камеры ЛЖ у пациентов с фибрилляцией 
предсердий в обычной практике [35].

Stanton et al. исследовали 455 пациентов, которым оце-
нивали функцию левого желудочка с помощью двухмерной 
ЭхоКГ и трехмерной ЭхоКГ и обнаружили, что трехмерная 
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совершенствовать деятельность лаборатории в области 
биологической безопасности.

Для генотипирования F. tularensis предложен ряд мето-
дов, обладающих различной степенью воспроизводимой и 
дискриминационной возможностью к подвидам. 

Мультилокусное сиквенс типирование (multi locus 
sequence typing - MLST) основано на прямом определе-
нии нуклеотидной последовательности генов «домаш-
него хозяйства», имеющих достаточное число аллелей. 
Высокая воспроизводимость и наличие доступных баз 
данных позволили использовать MLST в качестве «золо-
того стандарта» для ряда патогенов [14]. Тем не менее, 
традиционный MLST не обеспечивает достаточную дис-
криминацию между отдельными штаммами генетически 
однородных видов, таких как F. tularensis, Y. pestis или 
B. anthracis [15]. Генетическая мономорфность, консер-
вативность генома F. tularensis и трудная воспроизводи-
мость результатов не позволили использовать в эпидеми-
ологической практике методы, основанные на повторяю-
щихся последовательностях нуклеотидных полиндромов 
REP-PCR и ERIC-PCR, метод случайной амплификации 
полиморфной ДНК и полиморфизмом длины рестрикци-
онных фрагментов (RFLP) [16]. 

Генотипирование бактерий с использованием пульс- 
гельэлектрофореза (ПГЭФ) широко используется в кли-
нической практике с 80-х годов прошлого столетия. Ис-
пользование различных рестриктаз и их подбор на основе 
полногеномных данных улучшило дискриминационную 
способность, а стандартизация протоколов для ряда пато-
генов позволила повысить воспроизводимость получен-
ных результатов [17, 18]. Генотипирование штаммов F. 
tularensis позволяет разделять их на подвиды и сублинии с 
характерной географической локализацией и уровнем ви-
рулентности [19, 20]. Однако трудоемкость, время-затрат-
ность, сложная воспроизводимость результатов, работа с 
высококачественным ДНК и живыми культурами являют-
ся основными сдерживающими факторами использования 
ПГЭФ в рутинной лабораторной практике [21, 22]. 

Для генотипирования патогенов наиболее широко ис-
пользуется и мультилокусный анализ числа вариабельных 
тандемных повторов (multilocus variable number tandem 
repeat analysis – MLVA). Из-за высокой степени мутиро-
вания количество VNTR повторов в одинаковых локусах 
варьирует между штаммами одного вида, что потенци-
ально может быть использовано для генотипирования. С 
целью генотипирования амплифицируется участок, со-
держащий гипервариабельный регион тандемных повто-
ров, используя праймеры, подобранные к фланкирующим 
консервативным участкам ДНК. Последующее электрофо-
ретическое разделение позволяет определить размер ПЦР 
продукта и вычислить количество повторов. Использова-
ние флуоресцентно меченных праймеров позволяет муль-
типлексировать ПЦР и проводить высокоточное разделе-
ние на капиллярном генетическом анализаторе [23, 24, 25]. 
Простота выполнения, экономичность, высокая пропуск-
ная способность, воспроизводимость результатов и нали-
чие баз данных генотипов делают технологию MLVA типи-
рования незаменимой в эпидемиологическом мониторинге 
циркулирующих штаммов ряда патогенов на глобальном и 

локальном уровнях [26]. MLVA обладает высокой дискри-
минацией в отношении генетически мономорфных пато-
генов, включая Francisella spp. [27]. Дискриминационная 
способность MLVA позволяет диференцировать подвиды 
F. tularensis, а также географическую особенность цирку-
лирующих штаммов [28, 29].

23 канонических однонуклеотидных полиморфизма 
canSNP были выявлены в популяции F. tularensis на ос-
новании полногеномных данных 13 штаммов и анализа 
95 штаммов, тестированных с применение чиповой тех-
нологии. Данный анализ позволяет дифференцировать 4 
подвида F. tularensis и сублинии для каждого подвида с 
характерной географической обособленностью. Важно 
подчеркнуть, что распределение сублиний коррелирует с 
MLVA данными [30]. 

Несмотря на высокое филогенетическое разнообра-
зие циркулирующих штаммов в определенных географи-
ческих регионах, получаемое на основе ПГЭФ, MLVA и 
canSNP, точная географическая локализация затрудни-
тельна. В связи с этим секвенирование всего генома сле-
дует (WGS) рассматривать как оптимальный метод для 
идентификации штамма с конкретной геологией [31, 32]. 

Развитие технологий и снижение стоимости секвениро-
вания дало новый толчок в развитии геномной эпидемиоло-
гии [33]. Тем не менее, финансирование системы контроля 
за распространением инфекций в Казахстане не позволяет 
использовать WGS в качестве стандартного метода гено-
типирования. Более целесообразно проводить селекцию 
штаммов для полногеномного секвенирования на основа-
нии результатов генотипирования с использованием вы-
сокодискриминационных методов и эпидемиологических 
данных указывающих источник, место и время выделения 
штаммов. Оптимальным методом генотипирования штам-
мов F. tularensis в Казахстане является MLVA из-за высокой 
дискриминационной способности, воспроизводимости, 
простоты выполнения и анализа полученных результатов. 

Несмотря на широкое использование MLVA-анализа в 
генотипировании F. tularensis стандартный протокол от-
сутствует. В связи с этим на этапе внедрения протокола 
генотипирования исследователи сталкиваются с слож-
ностью выбора оптимального протокола, который будет 
обладать высокой дискриминационной способностью, 
воспроизводим и экономически целесообразен. В лите-
ратуре описано множество протоколов генотипирования, 
использующих различные комбинации VNTR-локусов и 
технический подход для визуализации и интерпретации 
результатов. Первый протокол MLVA основывался на 
анализе 6 VNTR-повторов с разделением на автоматиче-
ском электрофорезе [34]. Позднее был предложен прото-
кол, основанный на анализе 25-VNTR маркеров, апро-
бированный на коллекции образцов разных подвидов F. 
tularensis [35].

Половина из предложенных маркеров обладает низкой 
дискриминационной способностью, а также не применима 
технология мультимплексирования, что повышает стои-
мость анализа и увеличивает время. В случае визуализа-
ции ПЦР продуктов в агарозном или полиакриламидном 
геле возрастает вероятность недостоверной интерпрета-
ции патерного профиля. Для регулярного эпидемиологи-
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ческого мониторинга целесообразно использовать прото-
кол, предложенный A.J. Vogler с соавторами, основанный 
на анализе 11 высокодискириминационных MLVA-локу-
сах, с возможностью мультиплексирования в три реакции. 
Селекция дискриминационных локусов позволила авто-
рам разработать протокол не уступающий по уровню дис-
криминации панели MLVA-25 [36].

Для MLVA типирования циркулирующих штаммов в 
Казахстане была проведена оптимизация условий геноти-
пирования с использованием 11 VNTR локусов, предло-
женных A.J. Vogler с соавторами. Оптимизация заключа-
лась в подборе оптимальных флуоресцентных красителей 
адаптированных на имеющееся в Казахстане оборудо-
вание, а также оптимизации концентраций праймеров в 
реакционной смеси и условий амплификации. Разрабо-
танный протокол позволяет получать воспроизводимые 
результаты на  автоматическом генетическом анализаторе 
Applied Biosystems (Thermo Scientifics).

Разработанный протокол MLVA-типирования F. tularensis 
будет использован для определения генетического разноо-
бразия, проведения кластерного анализа и построения мини-
мальных островных деревьев. Полученные данные позволят 
создать карту распределения генотипов штаммов туляремий-
ного микроба на территории Казахстана, необходимую при 
мониторинге и глобальном контроле за туляремией.

Проведение сравнительного анализа генетических 
признаков возбудителя туляремии поможет оптимизиро-
вать диагностику, эпидемиологический мониторинг при 
расследовании вспышек инфекции, случаях биотеррори-
стических актов, улучшить профилактику, выявить связь 
генотипов с географическим регионом, природно-клима-
тическими факторами, вирулентностью. 

Полученные нуклеотидные последовательности пол-
ных геномов и MLVA-профили позволят закрыть белое 
пятно в знаниях о циркулирующих генотипах возбудителя 
туляремии в Казахстане.

ВЫВОДЫ
Исследование генома туляремийного микроба является 

одним из важных направлений решения проблем, связан-
ных с разработкой новых и совершенствованием уже име-
ющихся средств и методов борьбы с туляремией. 

Таким образом, представленные данные свидетель-
ствуют о перспективности использования молекулярно-ге-
нетических методов для изучения генотипов и геномных 
особенностей возбудителя туляремии. 

После анализа просмотренной информации мы при-
шли к выводу, что для оценки генетического разнообра-
зия F. tularensis, относящихся к различным подвидам и 
имеющих различное географическое происхождение, для 

проведения исследования, на сегодняшний день, самыми 
приемлемыми методами являются MLVA и полногеномное 
секвенирование, которые обладают самым высоким разре-
шением и мощной филогенетической способностью. 

С помощью выбранного метода генотипирования, 
впервые в Казахстане будет проведено изучение генотипов 
и генетических особенностей F. tularensis, выделенных на 
территории Казахстана с 1948 года по настоящее время.

Последующий анализ данных позволит составить пол-
ноценную карту генотипов F. tularensis, циркулирующих в 
Казахстане, позволит улучшить понимание клональности 
и сформировать стратегию выявления новых или появля-
ющихся вариантов биологического агента с измененными 
характеристиками вирулентности или устойчивости.
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конечно-диастолический и конечно-систолический объемы. 
ФВ важна при СН вследствие прогностической значимости. 
Пациенты с сохраненной фракцией выброса благоприятно 
реагируют на стандартный режим фармакологического лече-
ния и демонстрируют лучший прогноз. Напротив, пациенты 
с сниженной фракцией выброса не реагируют на стандарт-
ные фармакологические методы лечения, за исключением 
нитратов, и поэтому имеют плохой прогноз, особенно во 
время декомпенсации заболевания [20, 21, 22].

За последние годы широкое применение получила 
тканевая допплерография – метод количественной и ка-
чественной оценки глобальной и сегментарной функции 
миокарда. Отличием от традиционной допплерографии 
является то, что в качестве движущегося объекта выступает 
не кровоток, а собственно миокард [23]. При этом тканевая 
допплерография позволяет рассчитать следующие виды 
количественных параметров:

- скоростные (пиковые скорости движения миокарда в раз-
ные фазы сердечного цикла, миокардиальный градиент);

- линейные (амплитуда систолического смещения - dis-
placement);

- временные (продолжительность фаз кардиоцикла, 
время ускорения и замедления движения, время изоволю-
мического сокращения и расслабления миокарда);

- скорость и амплитуда деформации миокарда (strain) [24].
Параметры, вычисление которых стало осуществимо 

благодаря тканевой допплерографии, позволяют выявлять 
сложные нарушения систолической функции на доклини-
ческой стадии.

Диастолическая дисфункция характеризуется нару-
шениями механической функции во время диастолы и 
отсутствием единого параметра для точной постановки 
диагноза. Принято считать, что диастолическая дисфункция 
лежит в основе СН c сохраненной ФВ и промежуточной 
СН и, в тяжелых случаях, связана с повышенным риском 
смертности [25].

Наличие и степень тяжести диастолической дисфункции 
левого желудочка определяется на основании комбиниро-
ванной оценки трансмитрального диастолического потока и 
скорости движения митрального кольца. Выделяют три типа 
нарушения наполнения левого желудочка: с замедленной 
релаксацией, псевдонормальный и рестриктивный, которые 
соответствуют незначительной, умеренной и тяжелой диа-
столической дисфункции.

Выявление нарушений диастолического наполнения 
сердца важно не только для определения патогенеза сердеч-
ной недостаточности: доказано, что расстройства диастолы 
более тесно, чем расстройства систолы, ассоциируются с 
тяжестью клинического состояния пациентов, степенью 
снижения толерантности к нагрузкам, с качеством жизни. 
Динамика диастолических параметров может служить 
критерием эффективности лечения и маркером прогноза 
больных хронической сердечной недостаточностью.

Стресс-эхокардиография представляет собой комбина-
цию эхокардиографии с физическим, фармакологическим 
или реже электрическим воздействием при стимуляции 
предсердий. Ишемия, вызванная нагрузкой, ухудшает  ло-
кальную сократимость в сегменте, кровоснабжающемся 
стенозированной коронарной артерией. Таким образом, 

стресс-эхокардиография дает топическую характеристику 
ишемии миокарда при ишемической болезни сердца, а также 
играет важную роль в оценке сердечной недостаточности 
с сохраненной и уменьшенной фракцией выброса, патоло-
гией клапанов, неишемической кардиомиопатии, легочной 
гипертензии и врожденных болезней сердца [26].

Использование тканевой допплерографии повышает 
чувствительность стресс-ЭхоКГ, поскольку улучшает 
эндокардиальную дифференцировку благодаря высоко-
му разрешению. Изображения, полученные в фазе покоя 
и напряжения, сравниваются для интерпретации раз-
мера, формы и функции левого желудочка.  Все стресс-
эхокардиографические результаты можно разделить на 
четыре группы, характеризующиеся параметрами регио-
нальной сократимости и описанием основных форм ответа: 
нормального, ишемического, некротического и жизнеспо-
собного [27].

Прогностическое значение стресс-эхокардиографии 
оценено в рандомизированных клинических исследованиях. 
Нормальный ответ на стресс-эхокардиографию дает еже-
годный риск сердечно-сосудистых нежелательных явлений 
0,4-0,9% в расчете на общую группу >11000 пациентов 
[28], такие же данные, что и для нормального миокарда 
при перфузионном сканировании. Ишемия может быть 
дополнительно стратифицирована с помощью параметров 
аддитивного напряжения эхо, таких как степень индуци-
бельных аномалий движения стенки и рабочая нагрузка / 
доза [29]. Чем выше индекс аномалий движения в баллах и 
чем короче время стресса, тем ниже уровень выживаемости. 
Аналогичная прогностическая ценность была сообщена 
для тестирования добутамина и дипиридамола [30]. Инду-
цируемая ишемия миокарда у пациентов идентифицирует 
подгруппу пациентов с наибольшим риском смерти. 

Двухмерная ЭхоКГ оказала значительное влияние на 
оценку различных сердечных заболеваний и стала клини-
ческим руководством для лечения сердечных заболеваний 
и неотъемлемой частью обычной клинической практики. 
Однако двухмерная ЭхоКГ имеет известные ограничения, 
в том числе отсутствие трехмерных пространственных 
координат, геометрических допущений, апикального ра-
курса и ограниченного распознавания границ.  Благодаря 
внедрению трехмерной ЭхоКГ стало возможным получение 
трехмерных объемных данных, с субоптимальным каче-
ством [31-34]. Ряд исследований подтвердил достоверность 
и воспроизводимость измерений объема фракции выброса 
левого желудочка в трехмерной ЭхоКГ по сравнению с 
сердечным магнитным резонансом и радионуклидной 
сцинтиграфией. 

Otani et al. также изучили возможности однократной 
трехмерной ЭхоКГ пациентов с фибрилляцией предсердий. 
Они обнаружили, что это исследование достоверно и быстро 
определяет усредненные объемы и функцию левого желу-
дочка во время нескольких последовательных сокращений 
и этот метод может служить новым способом количествен-
ного определения камеры ЛЖ у пациентов с фибрилляцией 
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