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Цель исследования – генотипирование штаммов Yersinia pseudotuberculosis, выделенных в России, с помо-
щью мультилокусного сиквенс-типирования (MLST), сравнительный анализ результатов MLST с результата-
ми INDEL-типирования. Материалы и методы. В работе анализировали 348 штаммов различных серотипов, 
выделенных в разных регионах мира, включая 59 российских штаммов. Из базы данных NCBI использовано 
302 штамма. Определение нуклеотидных последовательностей штаммов проводили при использовании тех-
нологической платформы MiSeq. Для MLST-анализа применена авторская программа MLSTtyper. Результаты  
и обсуждение. Выяснено, что на территории России циркулируют штаммы как минимум 2, 9, 19, 26, 32, 42, 43 ST-
типов. Большинство изученных российских штаммов относились к ST2-типу (58 %). Филогенетический анализ, 
проведенный с помощью данных MLST, показал, что ряд кластеров содержат штаммы, которые циркулируют на 
территории России долгое время, а штаммы этих генотипов не встречаются за рубежом. Часть российских штам-
мов вошла в кластеры, содержащие штаммы, выделенные в различных регионах мира, и может быть отнесена к 
штаммам либо «азиатского», либо «европейского» типов. Данные, полученные с помощью программы MLSTtyper, 
совпали с данными зарубежных авторов при анализе методом MLST тех же самых штаммов. Сравнение резуль-
татов генетической дифференциации штаммов Y. pseudotuberculosis с помощью MLST и INDEL-типирования 
свидетельствует о том, что MLST обладает большей дискриминационной способностью, однако в ряде случаев 
INDEL-генотипирование позволяет дифференцировать те штаммы, которые имели один ST-генотип.
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Abstract. The aim of this study was the genotyping of Yersinia pseudotuberculosis strains isolated in Russia using 
multilocus sequence typing (MLST), a comparative analysis of MLST results with INDEL typing results. Materials and 
methods. 348 strains of various serotypes isolated in different regions of the world, including 59 Russian strains, were 
analyzed. 302 strains from the NCBI database were used. The nucleotide sequences of the strains were determined using 
the MiSeq technology platform. The author MLSTtyper program was used for MLST analysis. Results and discussion. 
It has been found out that strains of at least, 2, 9, 19, 26, 32, 42, 43 ST-types circulate in Russia. The majority of the 
studied Russian strains belong to the ST2 type (58 %). Phylogenetic analysis conducted using MLST data showed that  
a number of clusters contains strains that have been circulating in Russia for a long time, and strains of these geno-
types are not found abroad. Some of the Russian strains are included in clusters containing strains isolated in various 
regions of the world and can be attributed to strains of either “Asian” or “European” types. The data obtained using 
the MLSTtyper program coincided with the data of foreign authors when analyzing the same strains using the MLST 
method. Comparison of the results of genetic differentiation of Y. pseudotuberculosis strains using MLST and INDEL 
typing indicates that MLST has a greater discriminatory ability; however, in some cases INDEL genotyping allows dif-
ferentiating those strains that had the same ST genotype.
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Псевдотуберкулез является природно-очаговым 
инфекционным заболеванием, которое регистрирует-
ся в различных климатических зонах мира. В нашей 
стране периодически регистрируют вспышки этого 
заболевания, чаще всего у детей. В 2022 г. псевдо-
туберкулезом переболело 318 человек, при этом 
чаще заболевания регистрировали в Новосибирской, 
Ленинградской областях и г. Санкт-Петербурге [1], 
а наибольшее число выделенных культур отмечали 
в Северо-Западном, Сибирском и Дальневосточном 
федеральных округах. Эти данные говорят о том, 
что стоящая перед лабораторной службой задача 
систематического мониторинга псевдотуберкулеза 
остается актуальной. Одним из этапов изучения вы-
деленных штаммов возбудителя псевдотуберкулеза 
(Yersinia pseudotuberculosis) является их генотипи-
рование и определение генетического разнообразия 
штаммов, выделенных на различных территориях. 
Зарубежными исследователями для этих целей ши-
роко используется метод мультилокусного сиквенс-
типирования (MLST). Метод основан на сравнитель-
ном анализе нуклеотидных последовательностей 
7 генов «домашнего хозяйства» и установления ге-
нотипа штамма, который определяется исходя из на-
бора генотипов каждого гена, представленных в ми-
кробной клетке [2]. Исследование этим методом ряда 
штаммов Y. pseudotuberculosis, выделенных на тер-
ритории России, проводилось в 2011 г. [3]. Авторами 
установлено, что в России циркулируют в основном 
штаммы 2, 26, 32, 42, 43 ST-типов. Также обнаруже-
ны единичные штаммы 3, 9, 14 типов. Российские 
штаммы, выделенные после 2011 г., не изучались с 
помощью MLST. Нами ранее проводилась внутри-
видовая генетическая дифференциация российских 
штаммов возбудителя псевдотуберкулеза, выде-
ленных из клинического материала и из внешней 
среды с помощью метода INDEL-типирования [4]. 
Всего было проанализировано более 300 штаммов 
Y. pseudotuberculosis, выделенных в различных стра-
нах, и показано, что все исследованные штаммы с по-
мощью INDEL-типирования разделяются на 30 гене-
тических групп. Среди российских обнаружены 1, 2, 
3, 4, 5, 9 INDEL-типы штаммов Y. pseudotuberculosis. 
Целью настоящей работы стало генотипирование 
штаммов Y. pseudotuberculosis, выделенных в России, 
с помощью MLST, сравнительный анализ результа-
тов MLST с результатами INDEL-типирования. 

Материалы и методы

Для анализа геномов штаммов Y. pseudo-
tuberculosis в работе использовали нуклеотидные 

последовательности 348 штаммов различных серо-
типов, выделенных в разных регионах мира, вклю-
чая 59 российских штаммов. Из базы данных NCBI 
использовано 302 штамма, среди которых были 
данные о 13 российских штаммах. Из коллекции па-
тогенных микроорганизмов ФКУЗ Ростовский-на-
Дону противочумный институт Роспотребнадзора 
получены 46 штаммов, выделенных в России. Эти 
46 штаммов секвенированы ранее либо в ходе на-
стоящего исследования. Определение нуклеотидных 
последовательностей штаммов проведено методом 
высокопроизводительного секвенирования при ис-
пользовании технологической платформы MiSeq 
(Illumina, www.illumina.com). В реакции использова-
ли 20 нг ДНК каждого из исследованных штаммов. 
Библиотеки готовили с помощью коммерческого на-
бора Nextera DNA Library Preparation Kit (Illumina) 
согласно прилагаемой инструкции. Для секвениро-
вания полученных библиотек использовали набор 
картриджей MiSeq v.2 Reagents Kit 300 Cycles PE 
(Illumina). Сборку геномов, представленных в виде 
ридов, проводили с использованием программы 
Spades (github.com). В качестве референс-штамма 
при анализе использовался первый секвенирован-
ный штамм Y. pseudotuberculosis IP32953 либо про-
водили сборку de novo. Для MLST-анализа примене-
на авторская программа MLSTtyper (http://antiplague.
ru/mlst-typer). Программа позволяет проводить типи-
рование большого количества штаммов одновремен-
но при анализе нуклеотидных последовательностей 
генов «домашнего хозяйства» различных возбуди-
телей. Совокупность генотипов отдельных генов 
«домашнего хозяйства» и предопределяет ST-тип 
штамма. Результат достигается сравнением нуклео-
тидных последовательностей 7 генов «домашнего 
хозяйства», полученных при секвенировании, и этих 
же генов, находящихся в базах данных генотипов 
(pubmlst.org и bigsdb.pasteur.fr), заложенных в про-
грамму. Филогенетические связи использованных 
в работе штаммов Y. pseudotuberculosis определе-
ны путем построения филогенетического дерева на 
основе сравнительного анализа их INDEL-маркеров 
с помощью авторской программы «Астролябия». 
Способ распределения штаммов основан на методе 
UPGMA (метод невзвешенного попарного средне-
го – Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic 
Averages). Наличие плазмидных генов у секвениро-
ванных штаммов выявляли с помощью авторской 
программы ContigSearcher [5], в которой проводили 
поиск фрагментов ДНК, характерных для плазми-
ды pVM82 (Y. pseudotuberculosis IP31758 plasmid 
p_153kb, complete sequence, ID: CP000719.1). Серо-
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генотипирование проводили в соответствии с данны-
ми, полученными в работе T. Bogdanovich et al. [6]. 
Для анализа и идентификации различных штам-
мов иерсиний использована авторская программа 
YersiniaPestisAnalyzer.

Результаты и обсуждение

Метод MLST часто используется для геноти-
пирования различных возбудителей. С его помо-
щью также проводят генотипирование штаммов 

Y. pseudotuberculosis. Для MLST-анализа возбуди-
теля псевдотуберкулеза используют нуклеотидные 
последовательности 7 housekeeping генов: adk, argA, 
aroA, glnA, thrA, tmk, trpE [2, 3]. Определение ST-
типов проводили с помощью авторской программы 
MLSTtyper с использованием данных нуклеотидных 
последовательностей 348 штаммов. Особое внима-
ние было обращено на российские штаммы. В ана-
лизе использовались также два штамма, выделен-
ные на Украине, и один штамм из Туркменистана. 
Результаты MLST-анализа представлены в табл. 1.

Таблица 1 / Table 1

Результаты MLST-анализа российских штаммов Y. pseudotuberculosis, использованных в работе
Results of MLST analysis of Russian Y. pseudotuberculosis strains used in this work

Номер штамма  
или количество штаммов
Strain number or number  

of strains

Место выделения
Site of isolation

Год выделения
Year of isolation

Источник
Source

Серотип
Serotype

ST pVM82

1 2 3 4 5 6 7

IP31758
Россия
Russia

1966
Человек
Human

О:1b 2 +

1231
Россия
Russia

1985
н/д
n/d

O:4b 2
н/д
n/d

IP33228
Россия, г. Горно-Алтайск

Russia, Gorno-Altaisk
1993

Человек
Human

O:1b 2 –

IP33255
Россия
Russia

н/д
n/d

н/д
n/d

O:1 2
н/д
n/d

3 штамма
3 strains

Россия, г. Санкт-Петербург
Russia, Saint-Petersburg

2000
Человек
Human

O:1b 2 +

3 штамма
3 strains

Россия, г. Владивосток
Russia, Vladivostok

1965
Человек
Human

O:1 2 +

3 штамма
3 strains

Россия, г. Санкт-Петербург
Russia, Saint-Petersburg

2000
Картофель

Potato
O:1b 2 +

1193
Украина, Хмельницкая обл.

Ukraine, Khmelnitskaya Region
2005

Полевка обыкновенная
Common vole

O:1 2 +

4 штамма
4 strains 

Россия, г. Новый Уренгой
Russia, New Urengoy

2007
Человек
Human

O:1 2 –

8 штаммов
8 strains

Россия, г. Томск
Russia, Tomsk

2021
Человек
Human

O:1b 2 –

8 штаммов
8 strains

Россия, г. Красноярск
Russia, Krasnoyarsk

2021
Человек
Human

O:1b 2 +

IP33163
Россия, г. Зима

Russia, Zima
н/д
n/d

Человек
Human

O:1a 9 –

B-6796
Россия, Ставропольский край

Russia, Stavropol Territory
1957

Малый суслик
Little ground squirrel

О:3 19
н/д
n/d

B-6863
Россия, Ставропольский край

Russia, Stavropol Territory
1961

Малый суслик
Little ground squirrel

О:3 19
н/д
n/d

B-6864
Россия, Ставропольский край

Russia, Stavropol Territory
1940

Малый суслик
Little ground squirrel

О:3 19
н/д
n/d

2 штамма
2 strains

Россия, Ленинградская область
Russia, Leningrad Region

1955
Домовая мышь

House mouse
О:3 19

н/д
n/d

IP33177
Россия, г. Зима

Russia, Zima
1998

Капуста
Cabbage

O:1b 26 –

10 штаммов
10 strains

Россия, г. Зима
Russia, Zima

1998–2000
Человек
Human

O:1b 26 –
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Полученные с помощью программы MLSTtyper 
данные совпадали с данными зарубежных авторов 
при анализе одних и тех же штаммов. Ранее ряд рос-
сийских штаммов тестировали с помощью MLST и 
все ST-типы совпали с теми, которые были получе-
ны в настоящем исследовании. Совпадали ST-типы 
таких штаммов, как Y. pseudotuberculosis IP31758, 
1231, IP33177, IP33250, IP33251, IP33255, IP33254, 
использованные и в настоящей работе, и в исследо-
вании R. Laukkanen-Ninios et al. [3]. Штаммы, вы-
деленные в Ставропольском крае и Ленинградской 
области, были нами отнесены к ST19, так же как и 
в ранее выполненном исследовании [7]. Два штамма 
Y. pseudotuberculosis, выделенные в 1975 г., и штамм 
из Ростова-на-Дону имели генотип ST43, как и в 
работе других авторов [8]. Программа MLSTtyper 
корректно работала также и по отношению к зару-
бежным штаммам, сиквенс-тип которых был изве-
стен. Также отмечено, что на территории России как 
минимум циркулируют штаммы 2, 9, 19, 26, 32, 42, 
43 ST-типов. В более раннем исследовании описаны 
также штаммы, имеющие ST 3, 14, 48, 64 [3]. 

Для выяснения филогенетических связей иссле-
дованных штаммов полученные в MLST результаты 
проанализированы с помощью авторской программы 
«Астролябия» при использовании метода UPGMA. 
В результате анализа 80 штаммов, которые включа-
ли все штаммы, выделенные в России, а также зару-
бежные штаммы со сходными ST-типами, построено 
филогенетическое дерево (рис. 1). При изучении фи-
логенетических связей, представленных в дендро-
грамме, выявлены определенные закономерности. 

Большинство российских штаммов распредели-
лись в кластер, объединяющий штаммы ST2-типа. 
Кроме российских штаммов в этот генотип вошли 
штаммы из Украины, Германии и Японии. Один 

из кластеров содержал штаммы двух генетических 
групп ST26- и ST32-типов. Штаммы, относящиеся к 
ST-типам 26, 32, встречаются в основном на терри-
тории России, а штаммы ST2-типа кроме России еще 
выделены в Японии, Германии и на Украине. ST42 
был представлен штаммами из Франции, Англии, 
Канады, Украины и двумя штаммами из России. 
Группа генотипа ST43 включала штаммы в основ-
ном серотипа О:1b и состояла, так же как и предыду-
щая, из штаммов, выделенных в Европе. Можно ска-
зать, что в группах ST42 и ST43 находятся штаммы 
«европейского» типа, тогда как в кластере ST2 объ-
единены штаммы, выделенные преимущественно в 
азиатской части России. Последние в дендрограмме 
кластеры содержали штаммы трех MLST-генотипов. 
Один кластер ST9 содержал один штамм российско-
го происхождения, а также штаммы, выделенные в 
Италии, Германии, Турции, Японии. Все штаммы из 
этого кластера имели серотип О:1а. Другой кластер 
содержал генотипы ST19 и ST50. Генетическая груп-
па ST19 состояла из штаммов О:3 или неизвестных 
серотипов из России, а также из штаммов, выделен-
ных в ЮАР, Северной и Южной Америке. Вторая 
группа этого кластера включала штаммы ST50-типа. 
Она содержала один штамм из Туркменистана и 
один из Индии.

Полученные результаты генетической диффе-
ренциации штаммов Y. pseudotuberculosis с помощью 
MLST сравнили с результатами INDEL-типирования, 
которое было проведено при использовании тех же 
штаммов [4]. Сравнение результатов показало, что 
штаммы одного INDEL-типа могли быть разделе-
ны с помощью MLST-анализа на два или три ST-
генотипа (рис. 2). Примером генетической диффе-
ренциации с помощью двух методов может служить 
сравнение результатов генотипирования двух штам-

Окончание табл. 1 / Ending of the table 1

1 2 3 4 5 6 7

2 штамма
2 strains

Россия
Russia

2001
Человек
Human

O:3 32
н/д
n/d

IP33122
Россия, г. Великий Новгород

Russia, Novgorod the Great
н/д
n/d

н/д
n/d

O:1a 42 –

IP33111
Россия, г. Санкт-Петербург

Russia, Saint-Petersburg
н/д
n/d

Грызун
Rodent

O:1a 42 –

1212
Украина, Хмельницкая обл.

Ukraine, Khmelnitskaya Region
2005

Рыжая полевка
Bank vole

O:1 42 –

B-7194
Россия
Russia

н/д
n/d

Крыса
Rat

O:1b 43
н/д
n/d

B-7195
Россия
Russia

1975
Мышь
Mouse

O:1b 43
н/д
n/d

IP33290
Россия, г. Ростов-на-Дону

Russia, Rostov-on-Don
н/д
n/d

н/д
n/d

O:1 43
н/д
n/d

B-6862
Туркменистан
Turkmenistan

1961
Большая песчанка

Great gerbil
О:3 50

н/д
n/d

П ри мечан и е :  н/д – нет данных.

N o te :  n/d – no data.
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Рис. 1. Филогенетическое дерево, основанное на результатах MLST-анализа 80 штаммов Y. pseudotuberculosis, построенное с помо-
щью авторской программы «Астролябия» при использовании метода невзвешенного попарного среднего

Fig. 1. A phylogenetic tree based on the results of MLST analysis of 80 strains of Y. pseudotuberculosis, constructed using the author “Astrolabe” 
program and the unweighted pairwise mean method
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мов: Y. pseudotuberculosis В-6862, выделенного в 
Туркменистане, и Y. pseudotuberculosis NCTC10547, 
выделенного в Индии.

Анализ с помощью MLST показал, что из всех 
штаммов только эти два имеют генотип ST50. Если 
MLST не позволило провести генетическую диффе-
ренциацию этих штаммов, то INDEL-типирование 
разделило эти штаммы на разные генотипы. Штаммы 
В-6862 и NCTC10547 попали в генетические груп-
пы штаммов с INDEL-типом 3 и 6 соответственно. 
Данный пример говорит о взаимодополняемости 
INDEL-типирования и MLST, что может помочь ис-
следователям при необходимости дифференциации 
конкретных изолятов. Сравнивая результаты INDEL- 
и MLST-типирования штаммов, выделенных во вре-
мя вспышек 2021 г. в Красноярске и Томске, можно 
отметить, что все штаммы относятся к одному ST2-
типу и одному INDEL1-типу. Различить штаммы 
двух вспышек с помощью этих методов не представ-
ляется возможным. 

Ранее было высказано предположение, что 
штаммы Y.  pseudotuberculosis ST2-типа имеют в 
своем составе плазмиду pVM82 [9–11]. При анализе 
двух вспышек в Красноярске и Томске обнаружено, 
что отличие штаммов из этих очагов заключалось в 
отсутствии плазмиды pVM82 у томских штаммов 
(табл. 1). Этот факт свидетельствовал о том, что не 
всегда плазмидный состав одинаков у штаммов, 
имею щих генотип ST2. Ретроспективный анализ 
штаммов генотипа ST2 показал, что отсутстви-
ем плазмиды pVM82 отличались также и штаммы, 
выделенные в Горно-Алтайске в 1993 г. и Новом 
Уренгое в 2007 г., тогда как штаммы из Владивостока 
и Санкт-Петербурга содержали плазмиду в геноме.

Таким образом, результаты исследования по-
казали, что способ MLST может быть использован 

Рис. 2. Сравнение результатов MLST и INDEL-типирования штаммов Y. pseudotuberculosis с помощью графического обозначения ге-
нотипов. Красным выделены группы штаммов c различным ST, синим цветом – группы штаммов различных INDEL-генотипов. Для 
наглядности и компактности некоторые геногруппы представлены не всеми использованными штаммами

Fig. 2. Comparison of the results of MLST and INDEL typing of Y. pseudotuberculosis strains using graphical genotype notation. Groups of 
strains with different ST are highlighted in red, and groups of strains of different INDEL genotypes are highlighted in blue. For clarity and 
compactness, some gene groups are not represented by all the strains used

для внутривидовой генетической дифференциации 
штаммов Y. pseudotuberculosis российского проис-
хождения, как вновь выделенных, так и штаммов, 
полученных из коллекций патогенных микроор-
ганизмов для ретроспективного анализа. Данные 
MLST-типирования российских штаммов возбудите-
ля псевдотуберкулеза, полученные с помощью про-
граммы MLSTtyper, совпадают с данными по ряду 
штаммов, которые были типированы методом MLST 
в более ранних работах.

MLST-анализ позволил выявить среди ис-
пользованных в работе штаммов ST-типы, которые 
циркулировали на территории России. Всего таких 
генотипов в нашем исследовании и в работе [3] вы-
явлено одиннадцать: 2, 3, 9, 14, 19, 26, 32, 42, 43, 
48, 64. Установлено также, что штаммы ST-типов 
26 и 32 встречаются только на территории России, 
штаммы ST2 обнаруживаются в России, на Украине, 
в Германии и Японии, штаммы других ST-типов рас-
пространены и в России, и в Европе и встречаются 
на других континентах.

Использование программы MLSTyper позволи-
ло также среди штаммов, числящихся в базе дан-
ных NCBI как штаммы возбудителя чумы – Y. pestis, 
выявить штамм Y. pseudotuberculosis. Этот факт вы-
яснился при типировании 600 штаммов Y. pestis, ну-
клеотидные последовательности которых находятся 
в интернет-базах данных. Среди всех исследован-
ных штаммов Y. pestis выявлен один штамм MGYG-
HGUT-02476, имеющий генотип ST2 (табл. 2). 

Генотип ST2 может быть только у штаммов 
Y. pseudotuberculosis. Более детальное изучение ге-
нетических свойств спорного штамма показало, 
что при проведении ПЦР in silico с использованием 
специфических праймеров для штаммов возбудителя 
псевдотуберкулеза “IS” получен положительный ре-
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зультат, при использовании специфических для чумы 
праймеров vlm12 [12] результат был отрицательным. 
Кроме того, проведен анализ нуклеотидных после-
довательностей исследуемого штамма с помощью 
программы YersiniaPestisAnalyzer. В базе данных 
этой программы заложены специфические рефе-
ренсные последовательности штаммов чумы, псев-
дотуберкулеза и кишечного иерсиниоза. Программа 
позволяет проводить сравнение и идентификацию 
указанных видов с помощью этих последовательно-
стей. Программа YersiniaPestisAnalyzer определила, 
что штамм MGYG-HGUT-02476 относится к виду 
Y. pseudotuberculosis.

Паспортные данные штамма Y. pestis MGYG-
HGUT-02476 (NZ_CABMLZ010000001) нам не-
доступны, но есть данные при описании штамма 
в NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/
SAMEA5851981). В описании указано, что штамм 
является российским. Это хорошо согласуется с тем, 
что штаммы генотипа ST2 встречаются преимуще-
ственно на территории России. В дальнейшем вы-
яснено, что штамм Y. pestis MGYG-HGUT-02476 
ранее уже был идентифицирован в качестве штамма 
Y. pseudotuberculosis [13], однако в базе данных NCBI 
он продолжает числиться как штамм, относящийся к 
виду Y. pestis.

Таким образом, результаты исследования сви-
детельствуют, что MLST-типирование штаммов 
Y. pseudotuberculosis обладает большей внутривидо-
вой дифференцирующей способностью по сравне-
нию с методами генотипирования, не требующими 
определения структуры генома и основанными на 
использовании ПЦР-анализа. Вместе с тем в ряде 
случаев способ INDEL-типирования может допол-
нять другой способ типирования и разделять штам-
мы одной генетической группы. Для более полной 
генетической характеристики штаммов необходи-
мо использование нескольких методов генотипи-
рования.
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