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цель исследования – характеристика и молекулярно-генетическая идентификация штаммов Yersinia pseudotu-
berculosis, выделенных в сарыджазском высокогорном очаге тянь-Шаня. материалы и методы. дифференциацию 
культур Y. pestis и Y. pseudotuberculosis проводили по чувствительности к диагностическим бактериофагам, под-
вижности, ферментации мочевины, продукции пестицина. полногеномное секвенирование выполняли с помо-
щью Ion S5 XL System (Thermo Fischer Scientific). для обработки данных и сборки последовательностей сырых 
ридов de novo использовали Ion Torrent Suite software package, 5.12 и Newbler gsAssembler 2.6. дендрограмму 
строили методом Maximum Likelihood с применением программы PhyML 3.1. результаты и обсуждение. из 
смешанных с Y. pestis музейных культур, полученных от сурков в сарыджазском высокогорном очаге, выделены 
штаммы Y. pseudotuberculosis. по данным полногеномного SNP-анализа они относятся к филогенетической груп-
пе O:3 серовара, широко распространенной по всему миру. Y. pseudotuberculosis часто присутствует в смешанных 
с Y. pestis культурах, выделяемых от грызунов, что следует учитывать при проведении лабораторной диагностики 
чумы в природных очагах. 
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Abstract. The aim of the study was to characterize and carry out molecular-genetic identification of Yersinia pseudo-
tuberculosis strains isolated in the Sarydzhaz high-mountain focus of the Tien-Shan. Materials and methods. The 
Y. pestis and Y. pseudotuberculosis cultures were differentiated according to their sensitivity to diagnostic bacteriophag-
es, motility, urea fermentation, and pesticin production. Whole genome sequencing was performed using the Ion S5 XL 
System (Thermo Fischer Scientific). Ion Torrent Suite software package, 5.12 and Newbler gsAssembler 2.6 were used 
for data processing and de novo assembly of raw read sequences. The dendrogram was constructed using the Maximum 
Likelihood method applying the PhyML 3.1 software. Results and discussion. Strains of Y. pseudotuberculosis were 
isolated from museum mixed with Y. pestis cultures obtained from marmots in the Sarydzhaz high-mountain focus. 
According to whole genome SNP analysis, they belong to the phylogenetic group O:3 serovar, which is widespread 
throughout the world. Y. pseudotuberculosis is often present in mixed with Y. pestis cultures, isolated from rodents, which 
should be taken into account when carrying out laboratory diagnostics of plague in natural foci.
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Yersinia pseudotuberculosis – распространенная 
повсеместно в почве грамотрицательная бактерия 
семейства Enterobacteriaceae. некоторые представи-
тели Y. pseudotuberculosis способны вызывать псев-
дотуберкулез – острое инфекционное заболевание, 
характеризующееся лихорадкой, интоксикацией, 
поражением тонкого кишечника, печени, нередко 
скарлатиноподобной сыпью. заболевание возника-
ет после приема зараженной пищи или воды. в род 
Yersinia входят еще два патогенных для человека 
вида – Y. enterocolitica и Y. pestis. Y. enterocolitica вы-
зывает энтеропатогенную инфекцию – кишечный 
иерсиниоз, сходный по симптомокомплексу с псев-
дотуберкулезом. другой патогенный вид – Y. pestis – 
передается через кровь, способен паразитировать на 
насекомых и вызывать особо опасное системное за-
болевание – чуму, которая при отсутствии лечения 
может привести к летальному исходу. по данным 
генетических исследований, Y. pestis – одна из моло-
дых ветвей эволюции Y. pseudotuberculosis [1–6]. 

обе бактерии близки по свойствам, и нередки 
случаи их одновременного выделения от переносчи-
ков – грызунов, что затрудняет дифференциальную 
лабораторную диагностику при проведении эпи-
демиологического мониторинга природных очагов 
чумы. в настоящее время известен 21 серологиче-
ский вариант псевдотуберкулезного микроба, из ко-
торых в патологии человека существенное значение 
имеют одиннадцать сероваров – O:1a, O:1b, O:1c, 
O:2a, O:2b, O:2c, O:3, O:4a, O:4b, O:5a, O:5b [7]. 
важной детерминантой патогенности всех трех иер-
синий является родоспецифическая плазмида каль-
цийзависимости pCad (синонимы pYV, pCD1) с м.м. 
42–47 мда [8–11]. она кодирует комплекс белков, 
объединенных в единую систему III типа секреции, 
позволяющую нейтрализовать клетки, участвующие 
в иммунном ответе хозяина, и блокирует синтез ци-
токинов. 

при исследовании штаммов Y. pestis, получен-
ных от носителей чумы – серых сурков Marmota bai-
bacina в сарыджазском высокогорном очаге, нами 
выявлены смешанные культуры, содержащие также 
и клетки Y. pseudotuberculosis. для разделения кле-
ток этих двух патогенных иерсиний использованы 
такие признаки, как чувствительность к диагности-
ческим чумным и псевдотуберкулезным бактерио-
фагам, подвижность, способность ферментировать 
мочевину, наличие пестициногенной активности, 
выявление с помощью метода флуоресцирующих ан-
тител. выделенные из совместных с Y. pestis 1710 и 
1701 культур чистые культуры пседотуберкулезного 
микроба обозначены как Y. pseudotuberculosis 1710 и 
1701. ранее нами был проведен комплексный анализ 
свойств штаммов Y. pestis из сарыджазского высоко-
горного очага и установлена их принадлежность к 
филогенетической линии 0.ANT античного биовара 
основного подвида [12–14]. однако поскольку сведе-
ния по патогенным штаммам Y. pseudotuberculosis из 
сарыджазского и других высокогорных очагов тянь-

Шаня отсутствуют, нами исследованы их фенотипи-
ческие и генетические свойства и проведена моле-
кулярная идентификация по данным сравнительного 
полногеномного SNP-анализа.

материалы и методы

изучение культурально-морфологических, био-
химических свойств использованных штаммов Y. pes-
tis и Y. pseudotuberculosis проводили в соответствии 
с традиционными методами лабораторной диагно-
стики чумы и патогенных иерсиний [15]. для диф-
ференциации использовали диагностические бак-
териофаги – диагностический чумной покровской, 
диагностический чумной л-413с и диагностиче-
ский псевдотуберкулезный; иммуноглобулины чум-
ные флуоресцирующие производства роснипчи 
«микроб», продукцию пестицина и чувствитель-
ность к нему. Штаммы выращивали при темпера-
туре 28 °с в течение 24–48 часов на LB-бульоне и 
агаре. выделение днк штаммов Y. pestis и Y. pseudo-
tuberculosis проводили с помощью набора PureLink 
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, сШа). для пол-
ногеномного секвенирования штаммов использова-
ли Ion S5 XL System (Thermo Fischer Scientific). для 
обработки данных и сборки последовательностей 
сырых ридов de novo применяли Ion Torrent Suite 
software package, 5.12 и Newbler gsAssembler 2.6. 
поиск маркерных SNPs проводили с использовани-
ем программы Wombac 2.0 на базе операционной 
системы BioLinux 8.0. дендрограмму строили мето-
дом Maximum Likelihood с применением программы 
PhyML 3.1 и модели HKY85. визуализацию дендро-
граммы выполняли в программе FigTree 1.4.3.

результаты и обсуждение

Штаммы Y. pestis 1710 и 1701 выделены в раз-
ных участках сарыджазского высокогорного очага 
в составе тянь-Шаньского высокогорного очага от 
сурков Marmota в 1971 г. при их изучении выявле-
но, что штаммы неоднородны по составу клеток. 
каждый штамм был разделен на две субпопуля-
ции – 1710/1 и 1710/2; 1701/1 и 1701/2. сравнение 
субпопуляций проводили по диагностическим при-
знакам, используемым для дифференциации Y. pes-
tis и Y. pseudotuberculosis [15]. полученные данные 
приведены в табл. 1.

в итоге по комплексу проведенных иссле-
дований получены чистые культуры псевдоту-
беркулезного микроба, которые обозначены как 
Y. pseudotuberculosis 1710 и Y. pseudotuberculosis 
1701. Штаммы являются прототрофами и растут 
на минимальном агаре без добавления аминокис-
лот. поскольку данные по штаммам Y. pseudotuber-
culosis, циркулирующим в сарыджазском и других 
тянь-Шаньских высокогорных очагах, в литературе 
отсутствуют, нами проведены исследования по их 
молекулярно-генетической идентификации в срав-
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нении со штаммами псевдотуберкулеза из других 
регионов мира. выделена днк штаммов Y. pseudotu-
berculosis 1710 и 1701 и определена их полногеном-
ная нуклеотидная последовательность. 

для проведения молекулярно-генетической 
идентификации полученных штаммов Y. pseudo-
tuberculosis и установления их филогенетических 
связей были использованы полногеномные последо-
вательности 30 других штаммов Y. pseudotuberculo-
sis из базы данных NCBI GenBank, выделенных на 
протяжении хх в. в разных регионах мира (табл. 2). 
данные по штаммам Y. pseudotuberculosis в-6862-
6866 и B-6796 приведены в соответствии с паспор-
тами, полученными из государственной коллекции 
патогенных микроорганизмов и клеточных культур 
Фбун гнц пмб [16].

Филогенетическое дерево взятых в работу штам-
мов Y. pseudotuberculosis представлено на рисунке.

на дендрограмме видна четкая кластеризация 
штаммов Y. pseudotuberculosis по степени их фило-
генетического родства. отдельные ветви составили 
штаммы разных сероваров. так, отдельную ветвь со-
ставили штаммы O:1 серовара, которые разделились 
на два подветви. в первую подветвь вошли штаммы 
O:1a серовара из италии, Финляндии и канады, вре-
мя выделения которых в NCBI GenBank указано как 
1900–2008 гг. другая подветвь состоит преимуще-
ственно из штаммов O:1b серовара, выделенных в 
англии в 1983 г., или с неизвестным происхождени-
ем. в целом представители этой ветви O:1 серовара 

выделены в европе, северной америке, австралии, 
что свидетельствует об их глобальном распростра-
нении. также на филогенетическом дереве псевдо-
туберкулеза тесно сгруппировались штаммы O:2 
серовара, полученные в разных странах (италия, 
Франция, китай) (рисунок).

выделенные нами штаммы Y. pseudotuberculo-
sis 1710 и 1701 вошли в филогенетическую группу, 
включающую штаммы O:3 серовара. отдельную 
подветвь этой филогенетической группы составили 
штаммы Y. pseudotuberculosis в-6796 и в-6863, вы-
деленные в ставропольском крае в 1957 и 1961 гг. 
также отдельную подветвь O:3 серогруппы образо-
вали штаммы в-6864 (ставропольский край, 1940), 
в-6865 и в-6866 (ленинградская обл., 1955) и два 
штамма из дальнего зарубежья – IP32938 (аргентина, 
1900/2008) и IP32544 (Юар, 1990). таким образом, 
штаммы O:3 серовара тоже имеют глобальное рас-
пространение и получены на территории европы, 
Южной америки и Южной африки. выделенные 
нами штаммы Y. pseudotuberculosis 1710 и 1701 
из сарыджазского высокогорного очага (суслики 
Marmota, 1971) вошли в отдельный кластер совмест-
но со штаммом псевдотуберкулеза в-6862 о:3 серо-
вара, полученным от большой песчанки Rhombomys 
opimus в туркменской асср (марийская обл., 1961). 
поскольку эти штаммы выделены на территории 
трех республик центральной азии, но на значитель-
ном расстоянии друг от друга, это свидетельствует о 
широком распространении штаммов этой подветви 

Таблица 1 / Table 1

сравнительный анализ свойств клеток разных субпопуляций в смешанных культурах Y. pestis 1710 и 1701
Comparative analysis of the properties of cells of different subpopulations in mixed cultures of Y. pestis 1710 and 1701

диагностические признаки
Diagnostic properties

Штаммы Yersinia
Strains of Yersinia

1710/1 1710/2 1701/1 1701/2

лизис диагностическим чумным бактериофагом покровской 
Lysis by the diagnostic plague bacteriophage of Pokrovskaya + – + –

лизис диагностическим чумным бактериофагом лариной  
л-413с
Lysis by the diagnostic plague bacteriophage of Larina L-413S

+ – + –

лизис диагностическим псевдотуберкулезным бактериофагом
Lysis by diagnostic pseudotuberculosis bacteriophage + + + +

выявление в мазках с помощью чумных флуоресцирующих  
иммуноглобулинов 
Detection in smears using plague fluorescent immunoglobulins

+ – + –

наличие подвижности
Mobility – + – +

Ферментация мочевины
Fermentation of urea – + – +

продукция пестицина
Pesticine production + – + –

чувствительность к пестицину
Pesticin sensitivity – + – +

рост на минимальном агаре 
Growth on minimal agar – + – +

наличие плазмид
The presence of plasmids pCad, pFra, pPst – pCad, pFra, pPst –

установление видовой принадлежности и обозначение  
полученной чистой культуры
Species identification and designation of the resulting pure culture

Y. pestis 1710 Y. pseudotuberculosis 
1710 Y. pestis 1701 Y. pseudotuberculosis 

1701
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Таблица 2 / Table 2
Штаммы Y. pestis и Y. pseudotuberculosis, использованные в работе

Y. pestis and Y. pseudotuberculosis strains used in the work

Штамм
Strain

место выделения
Site of isolation

источник, время выделения
Source, date of isolation

серовар
Serovar

наличие плазмид
Presence of plasmids

1 2 3 4 5
Y. pestis

со92 колорадо, сШа
Colorado, USA

больной, 1992
patient, 1992 pCad (pYV), pFra, pPst

Y. pseudotuberculosis

а-1701
сарыджазский высокогорный очаг,  

нарынкольский р-н, республика казахстан
Sarydzhaz high-mountain focus, Narynkol district, 

Republic of Kazakhstan 

сурок Marmota, 1971
Marmota marmot, 1971

н/д
n/d pCad

а-1710
сарыджазский высокогорный очаг, ур. кок-пак, 

кокпакский мезоочаг, киргизская республика
Sarydzhaz high mountain focus, Kok-Pak natural 
landmark, Kokpak meso-focus, Kyrgyz Republic

сурок Marmota, 1971
Marmota marmot, 1971

н/д
n/d pCad

в-6863 ставропольский край, благодарненский р-н
Stavropol Territory, Blagodarnensky District

малый суслик Spermopilus pygmaeus, 1961
small souslik Spermopilus pygmaeus, 1961 O:3 pCad

в-6865 
ленинградская обл., тосненский р-н, д. ям-ижора

Leningrad Region, Tosnensky Distr.,  
Yam-Izhora village 

домовая мышь Mus musculus, 1955
house mouse Mus musculus, 1955 O:3 pCad

в-6864 
ставропольский край, буденновский р-н,  

с. прасковея
Stavropol Territory, Budennovsky district,  

Praskoveya village

малый суслик Spermopilus pygmaeus, 
1940 г.

small souslik Spermopilus pygmaeus, 1940
O:3 pCad

в-6862 
туркменистан, марийская обл.,  

15 км ю.-з. ст. илотань
Turkmenistan, Mari Region,  

15 km south-west  of Ilotan station  

большая песчанка Rhombomys opimus, 
1961

great gerbil Rhombomys opimus, 1961
O:3 pCad

B-6796 Cтавропольский край, новоселецкий р-н
Stavropol Territory, Novoseletsky Distr. 

малый суслик Spermophilus pygmaeus, 
1957

small souslik Spermophilus pygmaeus, 1957
0:3 pCad

B-6866
ленинградская обл., тосненский р-н, д. ям-ижора

Leningrad Region, Tosnensky Distr.,  
Yam-Izhora village 

домовая мышь Mus musculus, 1955
house mouse Mus musculus, 1955 O:3 pCad

IP32938 аргентина
Argentina 1900/2008* O:3 нет данных (н/д)

no data (n/d)

IP32544 Юар
Republic of South Africa 1900/2008 O:3 н/д

n/d

OK5586 япония
Japan 1990 O:3 н/д

n/d

OK6088 япония
Japan 1990 O:10 н/д

n/d

PT682 япония
Japan 1987 O:2b н/д

n/d

IP33177 рФ
RF 1900/2008 о:1 н/д

n/d

1231 рФ
RF 1985 о:4b н/д

n/d

IP31758 рФ, приморский р-н
RF, Primorsky district 1966 о:1b н/д

n/d

IP33250 рФ
RF 2001 о:3 н/д

n/d

No5 новая зеландия
New Zealand 1900/2008 о:2b н/д

n/d

MW109-2 япония
Japan 1900/2008 о:11 н/д

n/d

R-819 япония
Japan 1900/2008 о:5b н/д

n/d

IP33054 испания
Spain 1900/2008 O:2 н/д

n/d

N912 китай
China 1900/2008 O:2b н/д

n/d

FDAARGOS-416 н/д
n/d

н/д
n/d O:2b н/д

n/d
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Окончание табл. 2 / Ending of the Table 2

1 2 3 4 5

IP32921 Франция
France 1900/2008 O:2 н/д

n/d

B-7194 н/д
n/d

н/д
n/d O:1b н/д

n/d

B-7195 н/д
n/d

н/д
n/d O:1b н/д

n/d

IP32670 англия
England 1983 O:1b н/д

n/d

IP33038 австралия
Australia 1900/2008 O:1 н/д

n/d

2888 италия
Italy 1900/2008 O:1a н/д

n/d

260 канада
Canada 1900/2008 O:1a н/д

n/d

IH111554 Финляндия
Finland 1900/2008 O:1a н/д

n/d
примечания :  н/д  – нет данных. 
*годы выделения приведены по данным из NCBI GenBank. 

No te :  n/d  – no data. 
*Years of isolation are based on data from NCBI GenBank

Филогенетическое родство штаммов Y. pseudotuberculo-
sis 1710 и 1701 из сарыджазского высокогорного очага в 
тянь-Шане по данным полногеномного секвенирования на 
основе 11575 выявленных коровых SNPs. метод Maximum 
Likelihood c моделью замены HPY85 при помощи про-
граммы PhyML 3.1, с 500-бутстреп поддержкой

Phylogenetic relations of Y. pseudotuberculosis strains 1710 
and 1701 from the Sarydzhaz high-mountain focus in the Tien-
Shan according to whole genome sequencing data based on 
11575 identified core SNPs. Maximum Likelihood method 
with HPY85 replacement model using PhyML 3.1 software, 
with 500 bootstrap support
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Y. pseudotuberculosis в центральноазиатских природ-
ных очагах чумы. данные филогенетического анали-
за позволяют предположить, что штаммы Y. pseudo-
tuberculosis 1710 и 1701 из сарыджазского высоко-
горного очага в тянь-Шане относятся к O:3 серовару, 
поскольку входят в филогенетическую группу, со-
стоящую только из штаммов O:3 серовара. 

еще одну отдельную подветвь на дендрограмме 
составили штаммы, выделенные в японии, россии 
(включая приморский регион), новой зеландии 
преимущественно в 1966–2001 гг. по-видимому, 
они представляют штаммы дальневосточной скар-
латиноподобной лихорадки. эта подветвь включает 
псевдотуберкулезные штаммы, относящиеся к раз-
ным сероварам: O1-O5, O10-O11, – что может быть 
связано с изменчивостью O-антигена у этой фило-
генетической группы Y. pseudotuberculosis.

таким образом, нами впервые проведено изуче-
ние свойств и молекулярно-генетическая иденти-
фикация штаммов псевдотуберкулезного микроба, 
полученных от грызунов в сарыджазском высоко-
горном очаге тянь-Шаня. установлено, что они яв-
ляются прототрофами и вошли в группу штаммов 
Y. pseudotuberculosis, относящихся к O:3 серовару, 
что позволяет предположить их принадлежность к 
этому серовару. Штаммы 1710 и 1701 выделены от 
сурков, а родственный им штамм в-6862 – от боль-
шой песчанки в туркмении. Штаммы патогенны для 
грызунов и представляют опасность для человека. 
Штаммы Y. pseudotuberculosis часто выделяются от 
грызунов в очагах чумы совместно с Y. pestis, что 
необходимо учитывать при выполнении дифферен-
циальной лабораторной диагностики патогенных 
иерсиний при проведении эпидемиологического мо-
ниторинга в природных очагах.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
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