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Локусный состав CRISPR-Cas системы  
Yersinia pseudotuberculosis различных 
генетических вариантов

   

   

Резюме

Актуальность. Yersinia pseudotuberculosis – возбудитель псевдотуберкулеза, характеризующегося полиморфизмом клиниче-

ских проявлений, которые обусловлены наличием специфических факторов вирулентности: плазмиды pVM82, островов патоген-

ности HPI и YAPI и суперантигена YPM. Приобретение новых факторов во многом зависит от горизонтального переноса генов 

мобильными генетическими элементами, следовательно, системы, осуществляющие регуляцию передачи генетической инфор-

мации, могут участвовать в эволюции патогенных видов. CRISPR-Cas – адаптивная защитная система прокариот от мобильных 

генетических элементов. Цель. Анализ локусного состава CRISPR-Cas-систем штаммов Y. pseudotuberculosis, выделенных на 

территории РФ, и определение взаимосвязи длины локусов от наличия факторов вирулентности, которые определяют полимор-

физм клинических проявлений псевдотуберкулеза. обладающих различным набором детерминант вирулентности. Материалы и 

методы. Длины локусов CRISPR-систем 167 щтаммов Y. pseudotuberculosis, выделенных на территории РФ и ряда сопредельных 

государств, исследованы с помощью ПЦР. Результаты и обсуждение. CRISPR-системы 86% исследованных штаммов включают 

в себя три локуса: YP1, YP2 и YP3. Длина локуса YP3 в наибольшей степени зависит от наличия детерминант патогенности для 

штаммов Y. pseudotuberculosis серотипа O:1b. Так штаммы, имеющие основные детерминанты патогенности и вызывающие 

тяжелую форму псевдотуберкулеза, отличаются более длинным локусом YP3 по сравнению со штаммами без детерминант. 

Вывод. Таким образом, CRISPR-Cas-система Y. pseudotuberculosis, регуляция которой осуществляется множественными меха-

низмами, может участвовать в формировании определенного генотипа штамма, что, в свою очередь, определяет клинические 

проявления псевдотуберкулеза.

Ключевые слова: псевдотуберкулез, Y. pseudotuberculosis, CRSIRP-Cas система, детерминанты патогенности, плазмида виру-

лентности, ПЦР
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Abstract

Relevance. Yersinia pseudotuberculosis is a causative agent of pseudotuberculosis, a disease with polymorphism of clinical 

manifestation that is determined by the presence of specific virulence determinants: plasmid pVM82, pathogenicity islands HPI and 

YAPI,  and superantigen YPM. Occurrence of new determinants depends on horizontal transfer of mobile genetic elements, hence, 

systems regulating horizontal transfer participate in evolution of pathogenic species. CRISPR-Cas is and adaptive protection system 

of prokaryotes against mobile genetic elements. Aim. The study analyzed an interaction between CRISPR-loci of Y. pseudotuberculosis 

and virulence determinants. Results. 86% of strains includes three CRISPR-loci: YP1, YP2, and YP3. Length of locus YP3 mostly 

depends on presence of virulence determinants in strains of Y. pseudotuberculosis serotype O:1b. Strains with virulence genes are able 

to cause a severe form of pseudotuberculosis and have longer locus than strains without determinants. Conclusion. Therefore, CRIPSR-

Cas system of Y. pseudotuberculosis may participate in formation of a certain strain genotype that defines clinical manifestation 

of pseudotuberculosis.
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Введение
Псевдотуберкулез, вызываемый Yersinia 

pseudotuberculosis, характеризуется выражен-
ным полиморфизмом клинических проявлений. 
Различные патологические изменения обусловле-
ны наличием у возбудителя специфических факто-
ров патогенности, локализованных на хромосоме 
и  плазмидах. Н. Fukushima с  соавт. (2001) в  ре-
зультате изучения штаммов Y. pseudotuberculosis 
из различных регионов мира по наличию хромо-
сомных детерминант вирулентности (острова вы-
сокой патогенности HPI и  генов, кодирующих 
суперантигенные токсины YPMa-c) выделили шесть 
генетических групп (G1-G6) [1,2]. При этом основ-
ное значение в  патологии человека имеют штам-
мы двух геногрупп: G2 и  G3. Штаммы геногруппы 
G2 (HPI+YPM-) преимущественно распространены 
в Европе и вызывают заболевание, протекающее, 
в  основном, в  виде гастроэнтерита с  лихорадкой 
и  развитием мезентериального лимфаденита. На 
Дальнем Востоке Российской Федерации, в Японии 
и  Корее наряду с  гастроинтестинальными симпто-
мами псевдотуберкулез, получивший название 
дальневосточная скарлатиноподобная лихорад-
ка (ДСЛ), проявляется сыпью, шелушением, пора-
жением суставов и  др. [3]. Штаммы, выделенные 
от больных ДСЛ, в  своем большинстве относят-
ся к  геногруппе G3 (HPI-YPMa+). Было показано, 
что для этих возбудителей характерно наличие 
хромосомного адгезивного острова патогенно-
сти YAPI, несущего гены пилей IV типа (pilPQ) и  не-
давно открытого белка TcpYI (tcp), участвующего 
в  ингибировании фагоцитоза и  способствующего 
внутриклеточному выживанию микроба [2,4–6]. 
Известно также, что Y. pseudotuberculosis, вызыва-
ющие ДСЛ, помимо родоспецифической плазмиды 
вирулентности pYV, играющей ведущую роль в про-
явлении патогенных свойств иерсиний, обладают 
дополнительной плазмидой рVM82. Данная плаз-
мида детерминирует аппарат секреции IVB-типа, 

опосредующий внутриклеточное персистирование 
возбудителя в  эпителиальных клетках, что ведет 
к  развитию генерализованных форм заболевания 
[1,3,7–9].

Эволюция патогенных видов, появление новых 
факторов патогенности в  популяциях бактерий 
в  значительной степени определяются и  контро-
лируются мобильными генетическими элементами 
(МГЭ) [10]. Следовательно, системы, участвующие 
в регуляции горизонтального переноса генов, вли-
яют на эволюцию патогенности и  вирулентности 
бактерий.

К структурам прокариотических организмов, 
способным узнавать и  уничтожать чужеродный ге-
нетический материал, относится система CRISPR-
Cas (от англ. Clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats, короткие палиндромные по-
вторы, разделенные спейсерами). Результатом 
CRISPR-иммунитета является селекция неболь-
шого фрагмента нуклеиновой кислоты МГЭ (про-
тоспейсера) и  его интеграция в  геном бактерии 
со стороны лидерной последовательности CRISPR-
локуса [11,12]. Такая направленная интеграция 
спейсеров в  CRISPR-локус со стороны лидерной 
последовательности и  делеция последовательно-
стей, не  имеющих функционального назначения 
в  системе, позволяют проследить микроэволюци-
онные процессы, происходящие внутри вида, что 
использовано при изучении эволюции и  распро-
странения штаммов Y. pestis, выявляемых на тер-
риториях Китая и  Бразилии [13–16]. В результате 
исследования спейсерного состава CRISPR-Cas-
систем штаммов Y. pseudotuberculosis, выдвинута 
гипотеза об образовании изолированных популя-
ций в  ходе эволюции посредством действия меха-
низмов, ограничивающих передачу генетического 
материала внутри вида. В качестве такого механиз-
ма может служить CRISPR-система [17]. Выявление 
различных вариантов течения псевдотуберкулеза 
в  отдельных регионах РФ, их отличие от типичных 
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для заболевания в европейских странах позволяют 
предположить возможное разнообразие состава 
CRISPR-систем штаммов, обнаруживаемых на тер-
ритории нашей страны.

Цель настоящего исследования  – aнализ 
локусного состава CRISPR-Cas-систем штаммов 
Y.  pseudotuberculosis, выделенных на территории 
РФ, и определение взаимосвязи длины локусов от 
наличия факторов вирулентности, которые опреде-
ляют полиморфизм клинических проявлений псев-
дотуберкулеза. обладающих различным набором 
детерминант вирулентности.

Материалы и методы
Изучены 167 штаммов Y. pseudotuberculosis, на-

ходящихся в  коллекциях Иркутского научно-иссле-
довательского противочумного института Сибири 
и  Дальнего Востока, Санкт-Петербургского науч-
но-исследовательского института эпидемиологии 
и  микробиологии им. Пастера и  Ростовского-на-
Дону научно-исследовательского противочумного 
института. Штаммы выделены от больных псевдо-
туберкулезом людей, животных и  птиц, смывов 
с  овощей на территориях РФ, ряда сопредельных 
государств и некоторых других стран в течение по-
следних 80 лет (1935–2014 гг.). Штаммы со среды 
хранения высевали в  пробирки с  мясопептонным 
бульоном, рН 7,1 ± 0,1, выращивали при (26 ± 2) 
°С в течение 18–24 ч. Бульонные культуры высева-
ли на агар Хоттингера, рН 7,1 ± 0,1, инкубировали 
при (26 ± 2) °С в течение 24–48 ч.

Серологическую идентификацию исследуе-
мых штаммов выполняли в  реакции агглютинации 
на  стекле по общепринятой методике с  диагно-
стическими сыворотками производства НИИ эпи-
демиологии и  микробиологии имени Пастера. 
Определение подсеротипов штаммов осуществля-
ли методом мультиплексной ПЦР [18].

Для выделения ДНК из коллекционных штам-
мов использовали комплект реагентов «Рибо-
сорб» (AmpliSens) и  «АмплиПрайм ДНК-сорб-В» 
(ООО  «НекстБио», Россия). ПЦР проводили на  ам-
плификторе компании Applied Biosystems, США, 
и  на программируемом термостате «Терцик» 
(ЗАО «ДНК-Технология», Россия).

Для каждого штамма определено наличие ос-
новных факторов патогенности: хромосомных ге-
нов ypmА/С, генов, локализованных на  «островах 
патогенности» HPI (fyuA, irp2), YAPI (pilPQ, api74), 
tcp (n = 141), генов плазмид pYV (yopM, yscQ), 
pVM82 (dotO, mucAB) [4–6,19–21]. Финальный 
объем реакционной смеси для ПЦР составил 50 µl 
и  содержал 1,25 U Taq ДНК полимеразы (компа-
ния «Fermentas», США) с  прилагаемым буфером, 
MgCl

2
 в  концентрации 2  mM и  по 200  µМ каж-

дого из  четырех дезоксинуклеозид-трифосфатов. 
Все праймеры использовали в  финальной кон-
центрации 0,3  µM. ПЦР проводили по программе: 
1  цикл 94 °С  – 3  мин; 30  циклов амплификации 
94 °С  – 30  сек, 55 °С  – 1  мин, 72  °С  – 2  мин; 
72 °С – 10 мин. Продукты ПЦР разделяли методом 
электрофореза в  1% агарозном геле с  окрашива-
нием этидий бромидом.

Праймеры для амплификации CRISPR-локусов 
были разработаны с  использованием онлайн-при-
ложения NCBI Primer-BLAST на  основе 15 полно-
геномных последовательностей систем штаммов 
Y. pseudotuberculosis, депонированных в  базах 
данных GenBank и  RefSeq NCBI (табл. 1) [22]. 
Идентификацию CRISPR-систем в  геномах штам-
мов Y.  pseudotuberculosis проводили посредством 
онлайн-программ «CRISPRone» и  «CRISPRFinder» 
[23,24]

Финальный объем реакционной смеси для ПЦР 
составил 25 µl и  содержал 1,2  U Taq ДНК полиме-
разы (компания «Fermentas», США) с прилагаемым 
буфером, MgCl

2
 в концентрации 2 mM и по 250 µМ 

каждого из  четырех дезоксинуклеозид-трифосфа-
тов. Все праймеры использовали в финальной кон-
центрации 0,1  µM. ПЦР проводили по программе: 
1  цикл 94 0С -3  мин; 25 циклов амплификации 
94  °С  – 45 сек, 48 °С  – 45 сек, 72  °С  – 4 мин; 
72 °С – 10 мин. Продукты ПЦР разделяли методом 
электрофореза в 1,5% агарозном геле с окрашива-
нием этидий бромидом.

Статистический анализ длин фрагментов и  их 
связь с  наличием факторов патогенности прово-
дили в среде программирования RStudio с исполь-
зованием языка R. Независимость распределения 
длин CRISPR-локусов определяли с  применением 

Таблица 1. Последовательность праймеров к локусам CRISPR-Cas системы Y. pseudotuberculosis
Table 1. Primer sequences to CRISPR-loci of Y. pseudotuberculosis

CRISPR-локус
CRISPR-locus

Последовательность праймеров
Primer sequence

YP1 forward ACATTGTGGTTATCGGTGGTCT

YP1 reverse CAGTAATAAAAGATGCCATTCTCCC

YP2 forward TTGCGCTGCTAAAAGCGTTG

YP2 reverse CCCGATTCTTGTGACCCTCT

YP3 forward GGATTCTTAGCCTATTCACA

YP3 reverse CGATCTCTGTTTTGTGGTGA
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критерия χ2 при достоверности p > 0.05. Для расче-
та коэффициента корреляции использовали пакет 
polycor. Определение достоверности различий длин 
фрагментов между группами штаммов, имеющих 
различные факторы патогенности, проводили с ис-
пользованием критерия Манна-Уитни.

Результаты и обсуждение
CRISPR-Cas система Y. pseudotuberculosis

В геномах 15 штаммов Y. pseudotuberculosis, 
депонированных в базах данных GenBank и RefSeq 
NCBI, обнаружена система CRISPR-Cas первого 
класса, типа IF. В её состав входит один-три локуса, 
удаленных друг от друга, и один комплекс cas-генов. 
Локус, расположенный около cas-генов, счита-
ется первым и  обозначается как YP1. Короткий 
локус с  длиной, не  превышающей 500  п.н., явля-
ется вторым (YP2). Третий локус обозначается как 
YP3. На основе кодирующих и  некодирующих по-
следовательностей, фланкирующих CRISPR-локусы 
штаммов Y. pseudotuberculosis, к  каждому локусу 
подобраны пары праймеров, отличающиеся от ран-
нее описанныех, большей специфичностью [25].

Проведенное исследование показало, что 
все изученные штаммы, выделенные на  терри-
тории РФ и  ряда сопредельных государств, об-
ладают CRISPR-Cas системой, включающей 
от  одного до  трех локусов. Размер локуса YP1  со-
ставляет 400-3500 п.н., локуса YP2 – 250-500 п.н., 
локуса YP3 – 400–2000 п.н.

Локусный состав CRISPR-систем штаммов 
Y. pseudotuberculosis, отличающихся наличием 
факторов патогенности

Согласно результатам выявления детер-
минант вирулентности, изученные штаммы 
Y.  pseudotuberculosis относятся к  4 геногруппам: 
G1  (HPI+YPM+)  – 4 штамма, G2  (HPI+YPM-)  – 
42  штамма, G3  (HPI-YPM+)  – 111  штаммов, G6 
(HPI-YPM-)  – 10  штаммов (табл. 2). Большинство 

штаммов (86%) характеризуется CRISPR-системой, 
состоящей из  трех локусов (см. табл. 2). При этом, 
штаммы геногруппы G3  наиболее гомогенны  – 
почти 96% штаммов этой геногруппы имеют три 
CRISPR-локуса, геногрупп G2 и G6 –, соответствен-
но 71 и 60%.

В CRISPR-Cas системе 9% штаммов состоит 
из  двух локусов (сочетание YP1,2  и  YP1,3), что ха-
рактерно только для штаммов геногруппы G2 (пять 
и четыре штамма, соответственно), в то время как 
YP2,3  присутствуют у штаммов геногрупп G2, G3, 
G6 (один, три, два штамма соответственно).

В геноме остальных 5% штаммов присутствует 
только один локус: YP1 – 2 штамма (G3, G6), YP2 – 
5 штаммов (G1, G2, G3), YP3 – 1 штамм (G6).

Штаммы геногруппы G2  по локусному составу 
CRISPR-систем наиболее вариабельны – у них вы-
явлено пять комбинаций типов CRISPR-локусов. 
У штаммов геногрупп G3, G6 идентифицировано 
по четыре различных сочетания локусов YP1, YP2, 
YP3. Штаммы, составляющие малочисленную гено-
группу G1, имеют в геноме три или один YP2 локус 
(по два штамма соответственно).

Длина локуса YP3  имеет слабую корреляцию 
с  геногруппой штаммов, которая в  свою очередь 
определяется наличием определенных факторов па-
тогенности. Наиболее выражена корреляция между 
локусом YP3, генами плазмиды pVM82, «островом 
патогенности» YAPI и  tcp, которые не  учтены при 
классификации по геногруппам (рис. 1).

При этом локус YP1  статистически достоверно 
длиннее у штаммов с  плазмидой pVM82  и  фак-
тором патогенности tcp (рис. 2A). Длина же ло-
куса YP3  статистически достоверно отличается 
в  группах штаммов, имеющих основные факторы 
патогенности  – гены плазмиды pVM82, tcp, супе-
рантигена YPM, «островов патогенности» YAPI и HPI. 
Стоит отметить, что штаммы с HPI отличаются более 
коротким локусом YP3  в  отличие от  штаммов без 
него (рис. 2).

Таблица 2. Локусный состав CRISPR-Cas систем штаммов Y. pseudotuberculosis различных генетических групп
Table 2. Loci of CRISPR-Cas system of Y. pseudotuberculosis strains with different genetic group 

Кол-во и тип
CRISPR-локусов
Number and type 
of CRISPR-locus

Кол-во штаммов генетической группы (абс./%)
Number of strains with different genetic group (abs./%)

Всего 
штаммов
(абс./%)

All strains (abs./%)G1 G2 G3 G6

YP1,2,3 2/50 30/71,4 106/95,5 6/60 144/86,2

YP1,2 – 5/12 – – 5/3

YP1,3 – 4/9,5 – – 4/2,4

YP2,3 – 1/2,4 3/2,7 2/20 6/3,6

YP1 – – 1/0,9 1/10 2/1,2

YP2 2 /50 2/4,7 1/0,9 – 5/3

YP3 – – – 1/10 1/0,6

Всего штаммов
All strains 4 42 111 10 167
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Большинство исследованных штаммов раз-
личного происхождения (n = 91) выделено 
на  территории Северного федерального округа 
(СФО)  – одного из  регионов РФ, где стабильно 
наиболее высокий уровень заболеваемости псев-
дотуберкулезом. Для сравнения изучены штаммы 
из Дальневосточного федерального округа (n = 17) 
и Северо-Западного федерального округа (n = 12), 
где также отмечаются высокие показатели забо-
леваемости (наша ссылка 9). Показано, что на тер-
ритории СФО преобладают штаммы серотипа О:1b 
геногруппы G3  (97%). При этом доминирующими 
являются штаммы, наряду с  геном суперантигена 
ypm, содержащие также гены адгезивного остро-
ва патогенности YAPI, включая ген белка TcpYI 
(tcp), и  плазмиду вирулентности pVM82. Для дан-
ной группы штаммов характерно их разделение 
на две подгруппы в зависимости от наличия плаз-
миды pVM82, острова патогенности YAPI и гена tcp. 
Штаммы с  длиной локуса YP3  более 1200  п.н. от-
личаются наличием основных детерминант пато-
генности, участвующих в  развитии более тяжелой 
формы псевдотуберкулеза по сравнению со штам-
мами второй группы (рис. 3).

Состав CRISPR-Cas-систем проанализиро-
ванных штаммов Y. pseudotuberculosis согла-
суется с  раннее опубликованными данными 
и  включает в  себя, в  основном, три локуса: YP1, 
YP2  и  YP3  [17,25]. Прежде не  было обнаружено 
корреляции между спейсерным составом локусов 

и  сиквенс-типом штаммов, но определено четкое 
географическое разделение штаммов на  «ази-
атскую» и  «европейскую» клады в  зависимости 
от типа CRISPR-кластера [17,25]. В результате про-
веденного нами исследования обнаружено, что 
связь длины локуса YP3  статистически достовер-
но коррелирует с наличием основных детерминант 
патогенности (плазмиды вирулентности pVM82, 
островов патогенности HPI и YAPI, и  гена tcp). При 
этом длина локуса YP3  слабо коррелирует с  гено-
вариантом штамма, так как геновариант штаммов 
определяется наличием только островом патоген-
ности HPI и генами суперантигена YPM.

Статистически достоверные различия в  группах 
штаммов, имеющих ген tcp «острова патогенности» 
YAPI и  плазмиду вирулентности pVM82, также под-
тверждают связь длины CRISPR-локусов и  этих де-
терминант вирулентности штамма. Известно, что 
гены суперантигена ypmА, tcp, и  плазмиды pVM82, 
относятся к основным факторам патогенности, опре-
деляющим проявления генерализованной формы 
псевдотуберкулеза, вызываемой штаммами сероти-
па O:1b [1,4]. Ген tcp расположен в  пределах «адге-
зивного острова патогенности» YAPI, который также, 
как и  «остров высокой патогенности» HPI, отличает-
ся более высоким GC составом [4,5]. Кроме того, 
кластеры генов «островов патогенности» YAPI и  HPI 
включают в  себя ген интегразы и  сайты, гомоло-
гичные бактериофагам, что в  сумме с  неравномер-
ным GC-составом свидетельствует о приобретении 

Рисунок 1. Матрица парных коэффициентов корреляции между длинами CRISPR-локусов YP1, YP2 и YP3  
и факторами патогенности (p < 0.001)
Figure 1. Matrix of pair correlation coefficients for CRISPR-loci YP1, YP2 and YP3 and determinants of pathogenicity  
(p < 0.001)
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Рисунок 2. Средние длины фрагментов локусов YP1, YP2 и YP3 в зависимости от наличия основных факторов 
патогенности
Figure 2. Mean length of loci YP1, YP2 and YP3 depending on the presence of main determinants of pathogenicity

Примечание: А) острова высокой патогенности HPI; B) генов суперантигена YPM; C) плазмиды вирулентности pVM82; D) генов «адгезивного 
острова патогенности» YAPI, в том числе E) гена tcp.
Note: А) high pathogenicity island HPI; B) superantigen genes YPM; C) virulence plasmid pVM82; D) genes of adhesive pathogenicity island YAPI 
including E) gene tcp.
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островов патогенности в результате горизонтального 
генетического обмена [1,26]. Вместе с тем, в состав 
YAPI также входит оперон pil, кодирующий образова-
ние пилей IV типа, участвующих в  конъюгации [27]. 
Ген ypm также отличается низким содержанием GC 
по  сравнению с  геномом и  располагается в  непо-
средственной близости от  гена интегразы бактерио-
фага [28]. В непосредственной близости от кластера 
генов icm/dot системы секреции IVB типа плазми-
ды pVM82  находится ген фаговой интегразы, также 
свидетельствующий о приобретении данного участка 
в результате горизонтального переноса генов [21].

Таким образом, из  этих данных сле-
дует, что ряд хромосомных генов и  плаз-
мида pVM82, детерминирующие факторы 
вирулентности Y.  pseudotuberculosis приобретены 
в  результате горизонтального переноса. Кроме 

того, существование различных филогенетических 
групп на  одной территории предполагает нали-
чие в  популяции механизмов, ограничивающих 
передачу генетического материала (ферменты 
рестрикции-модификации, система CRISPR-Cas) 
[17]. CRISPR-Cas-система Y. pseudotuberculosis, 
регуляция которой осуществляется множествен-
ными механизмами, может участвовать в  форми-
ровании определенного генотипа штамма, что, 
в  свою очередь, определяет клинические прояв-
ления псевдотуберкулеза [29,30].

Учитывая разнообразие геновариантов штам-
мов и  клинических форм псевдотуберкулеза 
на  территории РФ, последующее секвенирование 
CRISPR-локусов и сравнение их спейсерного соста-
ва позволит определить роль адаптивной защит-
ной системы в эволюции вида.

Рисунок 3. Распределение длин локуса YP3 в зависимости от наличия основных детерминант патогенности: 
плазмиды вирулентности pVM82, гена суперантигена YPM, островов патогенности HPI и YAPI, в том числе гена tcp
Figure 3. Length of YP3 locus depending on the presence of main determinants of pathogenicity: virulence plasmid 
pVM82, gene of superantigen YPM, pathogenicity islands HPI and YAPI including gene tcp
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