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РЕЗЮМЕ

Обоснование. При эпидемиологическом и эпизоотологическом мониторинге 
природных очагов чумы необходим комплексный подход решения проблем 
с учётом фенотипической и генетической вариабельности Y. pestis и рай-
онирования природных очагов чумы. Внедрение новой молекулярно-генети-
ческой методологии, направленной на изучение геномного полиморфизма 
возбудителя чумы, обеспечивает получение достоверных результатов 
для дифференциации не только групп, но и отдельных штаммов.
Цель исследования. Определение генотипов чумного микроба из разных 
автономных очагов Республики Казахстан.
Материалы и методы. Изучены 105 штаммов Y. pestis, выделенных из раз-
личных природных очагов чумы Казахстана в 1951–2015  гг. Фенотипиче-
ские свойства штаммов изучены стандартными микробиологическими 
методами. Применялась полимеразная цепная реакция (ПЦР) на выявление 
фрагментов генов cafl, pst и YPO2088. MLVA-анализ (multilocus variable number 
tandem repeat (VNTR) analysis) проводили по 25 VNTR-локусам.
Результаты. Предварительно изучены фенотипические характеристики 
штаммов и проведено тестирование штаммов чумного микроба на специ-
фичность с помощью тест-системы «Pest-Quest» (Казахстан). Исследование 
методом ПЦР подтвердило видоспецифическую принадлежность штаммов 
Y. pestis. Выявлено разнообразие штаммов при типичных фенотипических 
характеристиках. Методом MLVA-анализа по 25 ключевым локусам уста-
новлено, что  исследуемые штаммы чумного микроба филогенетически 
наиболее близки к  представителям биовара Mediaevalis. Получено фило-
генетическое дерево изученных штаммов. Установлено, что на террито-
рии Казахстана циркулируют 9  генотипов, и  выявлено их  распределение 
по определённым природным очагам чумы.
Заключение. Полученная кластеризация свидетельствует о связи групп 
штаммов, полученных на дендрограмме методом MLVA25, с территориями 
определённых природных очагов чумы.
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ABStrACt

Background. Epidemiological and epizootological monitoring of natural plague foci 
requires an integrated approach to solving problems, taking into account the phe-
notypic and genetic variability of Y. pestis and zoning of natural plague foci. The in-
troduction of a new molecular genetic methodology aimed at studying the genomic 
polymorphism of the plague pathogen provides reliable results for the differentiation 
of not only groups, but also individual strains.
The aim. To determine the genotypes of the plague microbe from different autono-
mous foci of the Republic of Kazakhstan.
Materials and methods. 105  strains of Y.  pestis isolated from various natural 
plague foci of Kazakhstan in 1951–2015 were studied. The phenotypic properties 
of the strains were studied using standard microbiological methods. A polymerase 
chain reaction (PCR) was used to detect fragments of the cafl, pst and YPO2088 genes. 
Multilocus variable number tandem repeat (VNTR) analysis (MLVA) was performed 
for 25 VNTR loci.
Results. The phenotypic properties of the strains were preliminarily studied 
and the strains of the plague microbe were tested for specificity using the Pest-Quest 
test system (Kazakhstan). The PCR study confirmed the species-specific affiliation 
of Y. pestis strains. A variety of strains with typical phenotypic characteristics was re-
vealed. MLVA for 25 key loci (MLVA25) revealed that the studied strains of the plague 
microbe are phylogenetically closest to the Mediaevalis biovar representatives. A phy-
logenetic tree of the studied strains has been obtained. It was found that 9 genotypes 
circulate on the territory of Kazakhstan, and their distribution in certain natural 
plague foci was determined.
Conclusions. The resulting clustering indicates the relationship between the strain 
groups obtained on the dendrogram by the MLVA25 method and the territories 
of certain natural plague foci.
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Фенотипическая дифференциация отдельных штам-
мов Yersinia pestis затруднена ввиду низкой степени вну-
тривидового разнообразия отдельных штаммов это-
го патогена. Это  связано и с относительно недавним 
происхождением Y. pestis [1]. При различных условиях 
культивирования обнаруживается разная степень экс-
прессии отдельных генов, что затрудняет сравнитель-
ный анализ полученных результатов [2]. Серо- и фаго-
типирование широко применяется для многих грамо-
трицательных бактерий, но особое строение липопо-
лисахарида чумного микроба не позволяет использо-
вать эти методы [3, 4].

В каждом природном очаге чумы циркулирует свой 
вариант возбудителя чумы, наследственные свойства ко-
торого формируются и изменяются в организме носи-
теля. Для Y. pestis в настоящее время характерна поли-
морфность, свидетельствующая об эволюции различных 
географических групп возбудителя и накоплении разно-
образия генотипических и фенотипических свойств. От-
личительные особенности популяций штаммов позво-
ляют дифференцировать их филогенетически по реги-
онам и очагам [5–8].

Постоянно происходит изменение генома Y. pestis, 
которое первоначально происходило из-за его увели-
чения в связи с горизонтальным переносом генов: плаз-
мид и хромосомных генов [9, 10].

Фенотипическая и генетическая изменчивость, ха-
рактерная для штаммов чумного микроба из одного при-
родного очага, описана в литературе, включая вариа-
бельность плазмидного профиля [11].

На данный момент выявлено более 430  MLVA25-
типов (multilocus variable number tandem repeat (VNTR) 
analysis for 25 key loci)) Y. pestis: установлено, что на тер-
риториях стран СНГ и Монголии циркулируют как ми-
нимум 352  MLVA25-типа; определено распределение 
MLVA25-типов Y. pestis по отдельным природным оча-
гам чумы. MLVA25-кластеры/подкластеры, включающие 
близкие генотипы, соответствуют определённым при-
родным очагам [11].

Цель ИССледовАНИя

Определить генотипы чумного микроба из разных 
автономных очагов Республики Казахстан для опреде‑
ления закономерностей территориального распреде-
ления геновариантов патогенов.

мАТеРИАлы И меТоды

Для изучения на генном уровне штаммов чум-
ного микроба выделяли ДНК с использованием ком-
мерческих наборов EasyPure Bacteria Genomic DNA Kit 
(TransGen Biotech, Китай) и набора QIAamp (Qiagen, Гер-
мания), согласно инструкции производителей. Для про-
ведения тестирования штаммов чумного микроба была 
использована тест-система «PEST-QUEST» (Казахстан) 
для  диагностики чумы в полимеразной цепной реак-

ции, состоящая из набора праймеров, которые выявля-
ют фрагменты генов cafl, pst и YPO2088.

MLVA проводили по 25  VNTR-локусам по методу 
P. Le Flèche и соавт. [12]. Полученные в ходе исследова-
ния 25 MLVA-локусов генетические профили были обра-
ботаны при помощи программного обеспечения Ridom 
MLVA Compare (Ridom  GmbH, Германия). Кластерный 
анализ осуществлялся методом попарного невзвешен-
ного кластрирования с арифметическим усреднением 
(UPGMA, unweighted pair-group method using arithmetic 
averages). Анализ приуроченности кластеров к опре-
делённым территориям, объектам и срокам изоляции 
штаммов проводили с использованием программы 
ArcGIS 9.1 (ESRI, США). 

Для изучения генотипических и фенотипических 
свойств были отобраны 105  штаммов Y.  pestis, выде-
ленных из различных природных очагов чумы Казах-
стана в  1951–2015  гг. В  качестве контрольных штам-
мов использованы вакцинный штамм чумного микро-
ба Y. pestis EV НИИЭГ и Y. pseudotuberculosis 2841, Y. pstbc 
69-Д, Y. pstbc 68-III.

РеЗУльТАТы И оБСУждеНИе

Проведено тестирование штаммов чумного микро-
ба с помощью тест-системы «Pest-Quest» (Казахстан) 
на специфичность. Исследование методом полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР) подтвердило видоспецифи-
ческую принадлежность штаммов Y. pestis (рис. 1).

При ПЦР-анализе установлено, что 88 изолятов имеют 
все три целевых гена, типичных для Y. pestis. 16 изолятов 
не имели ампликона, соответствующего гену pst, что мо-
жет указывать на отсутствие у них плазмиды pPCP1. Один 
изолят не имел ампликона, соответствующего гену caf1, 
что может говорить об отсутствии у него плазмиды pMT1. 
11 изолятов имели ампликоны, соответствующие хромо-
сомному гену YPO-2088, тогда как ампликоны плазмидных 
генов и, вероятно, сами плазмиды у них отсутствовали.

При эпидемиологическом и эпизоотологическом 
мониторинге природных очагов чумы необходим ком-
плексный подход решения проблем с учётом фенотипи-
ческой и генетической вариабельности Y. pestis и райо-
нирования природных очагов чумы.

Проведена предварительная амплификация кон-
трольных образцов с целью оптимизации всех этапов 
проведения MLVA-типирования методом ПЦР с после-
дующей детекцией результатов амплификации методом 
электрофореза в 2%-м агарозном геле. Использованы 
25 вариабельных локусов: ms01, ms04, ms05, ms06, ms07, 
ms09, ms15, ms20, ms21, ms35, ms38, ms40, ms41, ms44, 
ms45, ms46, ms51, ms54, ms56, ms62, ms69, ms70, ms71, 
ms73, ms74. Прямые и обратные праймеры для данных 
локусов были синтезированы согласно C. Pourcel и соавт. 
[13] и материалам интернет-ресурса MLVAnet Support 
Site (https://mlva.u-psud.fr/MLVAnet). Олигонуклеотид-
ные праймеры, использованные в данном исследова-
нии для проведения MLVA-анализа, были синтезированы 
на ДНК-синтезаторе ASM-800 (ООО «БИОССЕТ», Россия).
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Оценку соответствия размеров полученных ПЦР-
фрагментов числу содержащихся в них повторов про-
водили согласно опубликованным данным [13]. Генотип 
каждого штамма отображали как числовой код, где каж-
дая цифра соответствует числу копий соответствующе-
го тандемного повтора в вариабельном локусе (рис. 2). 

РИС. 2.  
Перевод экспериментальных данных в цифровой код
FIG. 2.  
Conversion of experimental data into a digital code

Оценку дискриминирующей способности MIRU 
(mycobacterial interspersed repetitive unit) VNTR-анализа 
и аллельного разнообразия проводили на основании 
индекса Хантера – Гастона (HGI, Hunter – Gaston index).

Филогенетический анализ с последующей визуа-
лизацией полученных данных, а также идентификацию 
штаммов и генетических семейств проводили при по-
мощи онлайн-базы данных MLVA Bank, содержащей ге-
нетические профили микроорганизмов, идентифициро-
ванных в различных странах мира.

Кластерный анализ с построением дерева филогене-
тического родства проводили с использованием крите-
рия UPGMA. Образцы были генотипированы по 25 MLVA-
локусам. Значения HGI для всех локусов заметно отлича-
лись друг от друга. Наибольший индекс разнообразия 
в данном исследовании был отмечен для локусов ms07, 
ms09, ms46, ms56, ms70. Локус ms15 оказался абсолют-
но не вариабельным для данной выборки.

Полученные в ходе исследования 25 MLVA-локусов 
генетические профили были обработаны при помо-
щи программного обеспечения Ridom MLVA Compare 
(Ridom GmbH, Германия). По результатам анализа про-
филей изолятов было построено филогенетическое де-
рево с использованием метода UPGMA (рис. 3). Кластер-
ный анализ осуществлялся методом UPGMA.

Установлено, что все исследуемые изоляты чумного 
микроба являются представителями биовара Mediaevalis. 
Три образца имеют генетические профили, сходные 
с профилями Yersinia pseudotuberculosis.

В результате исследования была построена дендро-
грамма, отображающая степень филогенетического род-
ства штаммов (рис. 4). 

На территории Казахстана циркулируют 9 геноти-
пов чумного микроба. Выделяются два крупных класте-
ра: A (штаммы псевдотуберкулёза) и B (две ветви). Пер-
вая ветвь (BI) состоит из двух групп: группа BI-1 – 6 изо-
лятов из Таласского горного очага чумы и Y. pestis EV 
НИИЭГ; группа  BI-2 – 9  штаммов из Сарыджазского, 
Прибалхашского и Урало-Эмбенского очагов. Вторая 
ветвь (BII) представлена 90  штаммами, которые обра-
зуют две группы. Группа BII-1 сформирована 14 штам-
мами из Мангышлакского, Волго-Уральского песчано-
го, Волго-Уральского степного и штаммом из Устюртско-
го очага. Группу BII-2 образуют две подгруппы – BII-2-1 
и BII-2-2. Приведённая кластеризация свидетельствует 
о приуроченности сформированных на дендрограмме 

РИС. 1.  
Видоспецифическая принадлежность изученных штаммов 
Y. pestis: «М» – молекулярный маркер; 1–74 – штаммы Y. pestis, 
«К+» – положительный контроль; «К–» – отрицательный 
контроль 

FIG. 1.  
Species-specific affiliation of the studied Y. pestis strains: «М» – mo-
lecular marker; 1–74 Y. pestis strains, «К+» – positive control; «К–» – 
negative control
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групп MLVA25 к определённым территориям природ-
ного очага чумы.

Сформированы группы MLVA25-типов разных уров-
ней дискриминации на основании анализа результатов 
филогенетического древа.

Возможности решения задач эпидемиологической 
направленности существенно расширяются с примене-
нием MLVA25 ввиду высокой дискриминирующей спо-
собности этого метода.

Впервые в Казахстане проведено молекулярное ти-
пирование штаммов Y. pestis, 105 изолятов чумного ми-
кроба из разных природных очагов чумы Казахстана, 
методом мультилокусного VNTR-анализа по 25 ключе-
вым локусам. Выявлено, что все исследуемые изоляты 
чумного микроба филогенетически наиболее близки 
к представителям биовара Mediaevalis. Получено фило-
генетическое дерево изученных штаммов. Все образцы 
помечены уникальными кодами и внесены в электрон-
ный каталог. Анализ кластеризации генетических про-

филей изучаемых изолятов показал, что ряд образцов 
имеют идентичные генотипы, что может свидетельство-
вать об их происхождении из одного и того же очага.

Таким образом, выявлено разнообразие штаммов при 
типичных фенотипических характеристиках. Установле-
но, что 82 штамма имеют все три целевых гена, являются 
типичными представителями вида Y. рestis; 16 штаммов 
не имеют ампликона, соответствующего гену pst, что мо-
жет указывать на отсутствие у них плазмиды pPCP1. Один 
штамм не имеет ампликона, соответствующего гену caf1, 
что может говорить об отсутствии у него плазмиды pMT1. 
6 штаммов не имели ампликонов, соответствующих хро-
мосомному гену YPO-2088, тогда как ампликоны плазмид-
ных генов и, вероятно, сами плазмиды у них отсутствовали.

Методом мультилокусного VNTR-анализа по 25 клю-
чевым локусам установлено, что исследуемые штаммы 
чумного микроба филогенетически наиболее близки 
к представителям биовара Mediaevalis. Получено фило-
генетическое дерево изученных штаммов.

РИС. 3.  
Филогенетическое дерево, построенное на основе результа-
тов MLVA-типирования изолятов Yersinia sp. по 25 локусам

FIG. 3.  
Phylogenetic tree based on the results of MLVA typing of Yersinia sp. 
isolates by 25 loci
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РИС. 4.  
Дендрограмма MLVA25 казахстанских штаммов Y. pestis

FIG. 4.  
MLVA25 dendrogram of Kazakh Y. pestis strains
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Выявлено, что на территории Казахстана циркули-
руют 9 генотипов; установлено распределение по опре-
делённым природным очагам чумы.

Создан постоянно пополняемый электронный ка-
талог «молекулярных портретов» (MLVA25-генотипов), 
включающий информацию о 105 штаммах Y. рestis.

ЗАклюЧеНИе

Выявлено разнообразие штаммов при типичных фе-
нотипических характеристиках. Методом мультилокус-
ного VNTR-анализа по 25 ключевым локусам установле-
но, что исследуемые штаммы чумного микроба фило-
генетически наиболее близки к представителям биова-
ра Mediaevalis. Получено филогенетическое дерево из-
ученных штаммов.

Выявлено, что на территории Казахстана циркули-
руют 9 генотипов; установлено распределение по опре-
делённым природным очагам чумы.
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