
55

Y. pseudotuberculosis – грамотрицательная бак-
терия, принадлежащая к роду Yersinia семейства 
Enterobacteriaceae. Резервуар вызываемой возбу-
дителем псевдотуберкулеза инфекции представлен 
большим количеством объектов внешней среды и 
широким кругом хозяев, включая млекопитающих 
и насекомых, а передача инфекции осуществляет-
ся фекально-оральным путем. Различия в строении 
О-полисахаридных боковых цепей ЛПС позволяют 
выделить внутри вида Y. pseudotuberculosis 15 се-
ротипов (O:1–O:15) и 10 подтипов (O:1a–c, O:2a–c, 
O:4a–b и O:5a–b) [2].

Из молекулярно-генетических методов для ти-
пирования возбудителя псевдотуберкулеза исполь-
зуют анализ полиморфизма длины рестрикционных 
фрагментов плазмид – REAP (Restriction endonuclease 
analysis of plasmids) [4], риботипирование [15], гель-
электрофорез в пульсирующем поле – PFGE (Pulsed-
field gel electrophoresis) [9], IS-типирование (Insertion 
sequence) [10, 14], RAPD-ПЦР (Random amplified 
polymorphic DNA) [8] и ERIC-ПЦР (Enterobacterial re-
petitive intergenic consensus sequence) [3]. Однако боль-
шинство из них обладают низкой дискриминирующей 
способностью и могут использоваться для характери-
стики ограниченного числа штаммов, выделенных на 
небольших территориях. Для оценки структуры попу-
ляций и филогении Y. pseudotuberculosis используется 
метод мультилокусного сиквенс-типирования – MLST 
(Multiple loci sequence typing) [5]. К сожалению, ис-

пользование этого метода требует значительных за-
трат времени и финансов.

Ранее нами показана высокая эффективность 
мультилокусного анализа полиморфизма вариабель-
ного числа тандемных повторов (MLVA – multiple loci 
variable number of tandem repeat polymorphism analysis) 
для детального популяционного анализа Y. pestis [7, 
12]. Адаптация MLVA-типирования для оценки струк-
туры популяций и филогеографии возбудителя псевдо-
туберкулеза может позволить определить степень ми-
кроэволюционной изменчивости Y. pseudotuberculosis 
в отдельных географических регионах и основные от-
личия между штаммами, выделяемыми на разных тер-
риториях с помощью метода, легко воспроизводимого 
в различных лабораториях и обладающего высоким 
разрешением и низкой себестоимостью.

Целью работы была оценка эффективности ис-
пользуемого для дифференциации и кластеризации 
штаммов чумного микроба метода MLVA25 в отно-
шении возбудителя псевдотуберкулеза, а также поиск 
с помощью этого метода и его варианта с использова-
нием 14 VNTR-локусов штаммов Y. pseudotuberculosis 
наиболее филогенетически близких Y. pestis.

Материалы и методы

В работе использовали 221 штамм Y. pseudotuber­
culosis, выделенный от людей, млекопитающих, птиц 
или из объектов внешней среды преимущественно в 
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Кавказском, Сибирском и Дальневосточном регио-
нах России, а также данные о полногеномных сик-
венсах пяти штаммов: Antiqua, KIM, CO92, 910001 и 
Pestoides F, представляющих различные филогенети-
ческие группы Y. pestis. Пробоподготовку и MLVA25-
типирование проводили, как описано ранее. Для 
MLVA14-типирования использовали локусы ms01, 
ms04, ms05, ms24, ms25, ms27, ms31, ms35, ms38, 
ms40, ms41, ms56, ms68, ms74 [7]. Анализ MLVA-
профилей и построение дендрограмм кластеризации 
штаммов осуществляли с помощью программно-
го обеспечения Bionumerics 5.1 (Applied Math NV, 
Бельгия). Серотипирование штаммов проводили по 
методике [2].

Результаты и обсуждение

Так как Y. pseudotuberculosis – это вид, вклю-
чающий большее количество гетерогенных внутри-
видовых групп, чем Y. pestis [5], для его эффектив-
ного популяционного анализа из 25 VNTR-локусов, 
используемых для типирования штаммов чумного 
микроба [7], мы выбрали 14 генетических марке-
ров, обладавших наименьшей дискриминационной 
способностью [6]. Как и следовало ожидать, метод 
MLVA-типирования по 25 генетическим локусам 

обладал большим разрешением. Анализ MLVA25-
профилей 71 изолята Y. pseudotuberculosis и пяти 
штаммов Y. pestis позволил разделить их на 75 гено-
типов, а MLVA14 – только на 54.

На следующем этапе наших исследований для 
выявления филогенетических групп псевдотубер-
кулезного микроба, наиболее близких Y. pestis, мы 
увеличили количество анализируемых штаммов воз-
будителя псевдотуберкулеза до 221. По результатам 
проведенного нами О-генотипирования [2], 74 штам-
ма Y. pseudotuberculosis созданной коллекции принад-
лежали к генотипу О:1а, 95 – к генотипу О:1b, 1 – к 
генотипу O:2a, 2 – к генотипу O:2b, 1 – к генотипу 
O:2с, 23 – к генотипу O:3, 5 – к генотипу O:4a, 2 – к 
генотипу O:4b, 1 – к генотипу O:5a, 1 – к генотипу 
O:5b, 2 – к генотипу O:6, 1 – к генотипу O:7, 11 – к 
генотипу O:8. Схему родственных отношений строи-
ли на основании данных MLVA14 с использованием 
принципа максимальной экономии [13]. Штаммы 
чумного микроба оказались сгруппированы в центре 
филограммы (рисунок, из 221 исследованных штам-
мов Y. pseudotuberculosis на дендрограмме представ-
лено 96, так как при увеличении их количества дан-
ные начинают сливаться). Штаммам отдельных серо-
типов Y. pseudotuber culosis соответствовали опреде-
ленные MLVA типы псевдотуберкулезного микроба. 

Филограмма исследуемых штаммов, по-
строенная методом максимальной эконо-
мии (парсимонии, Maximum Parsimony) 
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Восемь штаммов Y. pseudotuberculosis, расположен-
ных на схеме рядом с изолятами Y. pestis, отобрали 
для дальнейшего анализа. Все они были выделены 
от диких или синантропных грызунов, а штаммы 797 
(B-6862), 1384 (B-6863) и 2430 (в ходе лабораторно-
го хранения штамм разделился на две субпопуляции 
B-6865 и B-6866) при выделении были ошибочно от-
несены к виду Y. pestis. После проведения чернового 
полногеномного секвенирования [1, 11] оказалось, 
что данные штаммы формируют две группы: MLST-
типа [5] 19 (ST19) и серотипа O:3 – C-2 (B-6796), 
797 (B-6862), 1384 (B-6863), 8421-S (B-6864), 2430-1 
(B-6865), 2430-2 (B-6866); MLST-типа 43 (ST43) 
и серотипа O:1b – 58 (B-7194) и L-926 (B-7195). К 
последней группе штаммов должен относиться, по 
данным MLST-типирования, и наиболее вероятный 
предшественник Y. pestis [5].

Суммируя результаты нашего исследования, 
следует отметить, что метод MLVA14 обладает до-
статочной дискриминирующей способностью для 
проведения молекулярно-эпидемиологических рас-
следований, а также пригоден для отбора штаммов 
Y. pseudotuberculosis филогенетически наиболее 
близких чумному микробу. 

Работа выполнена в рамках реализации от-
раслевой научно-исследовательской программы 
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спечения санитарно-эпидемиологического благопо-
лучия и снижения инфекционной заболеваемости в 
Российской Федерации» (2011–2015 годы).
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