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Francisella tularensis – этиологический агент туляремии, инфекционного заболевания человека, грызунов и зайцеоо-
бразных. F. tularensis включает четыре подвида (tularensis, holarctica, mediasiatica и novicida), которые различаются по 
своей патогенности и приуроченности к ландшафтно-географическим зонам. Несмотря на различия, штаммы 
F. tularensis проявляют очень ограниченное генетическое разнообразие, что затрудняло разработку полезных инстру-
ментов для изучения эпидемиологии патогена. Одним из первых инструментов дифференциации штаммов возбудите-
ля туляремии стал метод VNTR. В дальнейшем развитие методов полногеномного секвенирования (WGS) способство-
вало созданию методов типирования бактерий с помощью анализа геномных SNP (single nucleotide polymorphism). В 
настоящее время для генотипирования микроорганизмов все чаще применяются иерархические методы дифферен-
циации, основанные на MLVA и SNP-анализе. Целью исследования является статистический анализ корреляции 
результатов MLVA и SNP-типирования для выявления генетического разнообразия штаммов двух подвидов  – 
F. tularensis subsp. holarctica и mediasiatica. Сравнительный анализ UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic 
mean) дендрограмм методом танглеграмм позволил оценить согласованность кластеризации данных, полученных при 
разных способах генотипирования 31 штамма подвида holarctica. Коэффициент корреляции (BGI) составил 0,76, что 
означает сильную корреляцию разных методов кластеризации. Для 59 штаммов подвида mediasiatica BGI оказался 
равен 0,89 и приближен к показателю очень сильной корреляции. Корреляция согласованности кластеризации гено-
типов для обоих методов находится в пределах от сильной до очень сильной, что дает возможность их использования 
в иерархической схеме генотипирования штаммов F. tularensis двух изученных подвидов. Метод танглеграмм впервые 
применен для сравнительной оценки результатов генотипирования выборки штаммов возбудителя туляремии двух 
подвидов (holarctica и mediasiatica) методами MLVA и SNP-типирования.
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Francisella tularensis is an etiological agent of tularemia, an infectious disease of mammals, including humans, rodents and 
hare-like ones. The causative agent of the tularemia  – F. tularensis is divided into four subspecies, which differ in their 
pathogenicity and dedication to landscape-geographical zones. Strains of F. tularensis show very limited genetic diversity, 
despite their different geographical origin and differences in virulence, which made it difficult to develop useful tools for studying 
the epidemiology of pathogen. One of the first tools for differentiating strains of the pathogen of the tularemia was the VNTR 
method.
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F rancisella tularensis  – этиологический агент туляремии, 
инфекционного заболевания человека, грызунов и зай-

цеообразных. Возбудитель туляремии делится на четыре 
подвида: F. tularensis subsp. tularensis, F. tularensis subsp. 
holarctica, F. tularensis subsp. mediasiatica, F. tularensis subsp. 
novicida, которые различаются по своей патогенности и при-
уроченности к ландшафтно-географическим зонам [1]. 
Исторически такое разделение было обусловлено различ-
ными ареалами циркуляции штаммов, их отличиями в био-
химической активности и патогенностью для разных хозяев 
[2, 3]. Штаммы туляремийного микроба проявляют весьма 
ограниченное генетическое разнообразие, что затрудняло 
разработку инструментов для изучения их эпидемиологиче-
ских особенностей. В 2001 г. при анализе нуклеотидной 
последовательности ДНК штамма F. tularensis subsp. 
tularensis Schu S4 впервые были обнаружены короткие тан-
демные повторы SSTR9 и SSTR16, представленные шестью 
и девятью повторяющимися нуклеотидами [4]. Число повто-
ров различалось у разных штаммов одного подвида, что 
позволило создать систему типирования с индексом разно- 
образия, равным 0,97. В это же время Farlow et al. был пред-
ложен набор из шести VNTR-локусов (V1-V6) с индексом 
разнообразия от 0,36 до 0,93 [5]. Анализ 56 штаммов, выде-
ленных в четырех штатах США, и вакцинного штамма 
F. tularensis LVS привел к разделению их на две генетически 
различные группы: биовар А (подвид tularensis) и биовар В 
(подвид holarctica). Авторами предложен термин MLVA 
(multilocus VNTR analysis) и показана применимость метода 
для быстрой характеристики и идентификации культур из 
разных эндемичных очагов. В 2004 г. была разработана 
схема генотипирования F. tularensis, ставшая со временем 
классической, основанная на анализе 25 VNTR-локусов [6]. 
Проведен анализ репрезентативной коллекции 192 штам-
мов туляремийного микроба, включающей представителей 
всех четырех подвидов. Кластерный анализ позволил выя-
вить 120 индивидуальных VNTR-генотипов и точно диффе-
ренцировать все подвиды. Обнаружено разделение штам-
мов подвида tularensis на два кластера (A.I и A.II). В целом 
это исследование внесло значительный вклад в изучение 
экологии и эпидемиологии возбудителя туляремии. Практи- 
чески все последующие работы по VNTR-генотипированию 
штаммов F. tularensis так или иначе были основаны на клас-

сической схеме Johansson или ее модификациях [7–9]. В 
модификации Vogler et al. использованы 10 наиболее вариа-
бельных VNTR-маркеров, что обусловлено сложностью 
«классической» схемы для рутинной лабораторной диагно-
стики и необходимостью постановки 25 отдельных полиме-
разных цепных реакций (ПЦР) для каждого образца [7]. 
Модифицированный метод предполагает мультиплексный 
формат и проведение всего пяти ПЦР для каждого образца. 
Разрешающая способность метода практически не меняет-
ся, за исключением недостаточной дифференциации отдель-
ных штаммов. В таком случае при необходимости можно 
применить генотипирование, основанное на канонических 
SNP. Развитие методов полногеномного секвенирования 
(WGS) способствовало разработке типирования бактерий с 
помощью анализа геномных SNP. В настоящее время для 
генотипирования микроорганизмов все чаще применяются 
комбинированные методы дифференциации с использова-
нием MLVA и SNP-анализа. Для сравнительного анализа 
результатов кластеризации посредством разных методов 
генотипирования применяется метод танглеграмм – графи-
ческое представление, используемое для сравнения двух 
филогенетических деревьев или иерархических кластерных 
классов [10, 11].

Целью исследования является анализ корреляции резуль-
татов MLVA и SNP-анализа для выявления генетического 
разнообразия штаммов двух подвидов F. tularensis  – 
holarctica и mediasiatica.

Материалы и методы

Полногеномное секвенирование 56 штаммов F. tularensis 
осуществляли на платформе MiSeq Illumina. Сборку гено-
мов, представленных в виде ридов, проводили с применени-
ем программы Spades [12]. Для сравнительного анализа 
использовали данные, полученные из базы данных NCBI. 
Кластерный анализ выполняли методом UPGMA, для постро-
ения дендрограммы использовали программу MEGA 5. 
wgSNP-анализ полногеномных данных проводили по мето-
дике, описанной ранее [13, 14]. Для филогенетического ана-
лиза штаммов подвида holarctica выбраны 2000 SNP, под-
вида mediasiatica  – 5000 SNP. MLVA проводили по пяти 
VNTR-локусам, как описано ранее [9]. Статистическую обра-

The development of full-genomic sequencing methods (WGS) contributed to the development of methods of typifying bacteria 
by analyzing genomic SNP. Currently, hierarchical differentiation methods based on MLVA and SNP analysis are increasingly 
used for genotyping microorganisms.
The aim of the study is to analyze the correlation of the results of MLVA and SNP analysis methods to identify the genetic variety 
of strains of the two subspecies F. tularensis. A comparative analysis of the UPGMA dendrograms by tanglegrams made it 
possible to evaluate the consistency of data clustering obtained with different genotyping methods of 31 subspecies of the 
subspecies of holarctica.
The correlation coefficient (BGI) is 0.76, which means a strong correlation of different clustering methods. For 59 strains, the 
subspecies of mediasiatica BGI was 0.89, and close to the indicator of a very strong correlation. Consultation of the classification 
of genotypes for both methods is in the range from strong to very strong, what makes it possible to use F. tularensis of two 
studied subspecies in the combined scheme of genotyping. The tanglegramm method was used for the first time to compare 
the results of genotyping a sample of tularemia pathogen strains of two subspecies (holarctica and mediasiatica) using MLVA 
and SNP typing methods. 
Key words: Francisella tularensis, whole genome sequencing, SNP, VNTR, tanglegramm, correlation, phylogenetic analysis
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ботку результатов и построение танглеграмм (Tanglegram 
plot) осуществляли с использованием пакета Base R v4.1.2 
[15]. Для танглеграмм статистически измерялась связь 
между ветвями в двух противоположных дендрограммах с 
помощью расчета гамма-индекса Бейкера (BGI) [16].

Результаты исследования и их обсуждение

В настоящее время при проведении внутривидовой диф-
ференциации штаммов возбудителей инфекционных забо-
леваний перспективным является использование двух и 
более типов молекулярных маркеров. Для филогенетическо-
го анализа популяций различных микроорганизмов успешно 
применяются как SNP-, так и VNTR-методы. Так, например, 
для популяций Bacillus anthracis применяется комбинация 
SNP- и VNTR-маркеров, включающая набор из 14 диагно-
стически значимых SNP (canSNP) на первом этапе [17, 18]. 
Важным направлением для генотипирования штаммов 
Burkholderia pseudomallei является использование комбина-
ции VNTR-локусов, обеспечивающей высокую дискримини-
рующую способность мультилокусного анализа числа вари-
абельных тандемных повторов (MLVA), в сочетании с мед-
ленно эволюционирующими единичными нуклеотидными 
полиморфизмами (SNP) [19]. При анализе вспышки заболе-
вания, вызванного бактериями Pseudomonas aeruginosa, 
проведенном с применением методов VNTR-типирования и 
полногеномного секвенирования, авторы пришли к выводу о 
целесообразности применения на первом этапе простого и 
быстрого метода MLVA с последующим секвенированием 
изолятов с одинаковым MLVA-профилем [20].

В то же время данные по сравнительному изучению 
результатов совместного VNTR- и SNP-типирования штам-
мов F. tularensis весьма немногочисленны. В работе 
Myrtennäs et al. показано, что кластеризация по VNTR-
генотипам согласуется с таковой по 117 информативным 
SNP-генотипам, при этом метод SNP обладает большей раз-
решающей способностью  – 45 изученных штаммов пред-
ставлены 23 SNP-генотипами и лишь шестью VNTR-
генотипами [21]. Только лишь в одном случае один SNP-
генотип делится на два VNTR-генотипа. Шевцовым с соавт. 
представлены результаты генотипирования 39 штаммов 
F.  tularensis subsp. holarctica, выделенных в Казахстане, с 
использованием MLVA, canSNP и wgSNP [22]. Генотипи-
рование MLVA проводили по классической схеме, включаю-
щей 25 локусов, из них только пять локусов оказались вари-
абельными для данной популяции. В набор были включены 
еще два VNTR-локуса, обнаруженные авторами in  silico. 
Изученные штаммы представлены 19 MLVA-генотипами, 
причем кластеризация по MLVA-генотипам коррелирует с 
таковой для canSNP и wgSNP-типирования и разрешающая 
способность методов примерно одинакова. Анализ ридов 
длиной 300 п.н. позволил корректно идентифицировать все 
VNTR-аллели у 39 изученных штаммов [22]. Авторы делают 
вывод о том, что ПЦР-анализ с использованием набора 
MLVA7 совместим с анализом WGS in silico и должен облег-
чить выбор штаммов для секвенирования и контроля каче-
ства идентичности штаммов. Ограничением для применения 
метода VNTR-типирования является его слабая примени-
мость для анализа последовательности генома, собранной 

из коротких ридов. Во всех упомянутых работах результаты 
кластеризации генотипов, полученные разными методами, 
оценивают визуально по составу кластеров и их взаимному 
расположению. Более обоснованной может быть статистиче-
ски значимая оценка сходства или расхождения результатов 
кластеризации, что и предполагается осуществить в данном 
исследовании, используя метод танглеграмм. Очевидным 
преимуществом метода является возможность сравнения 
результатов кластеризации методов генотипирования с 
использованием разного типа данных (SNP vs VNTR). 
Успешным образцом применения метода является сравне-
ние результатов анализа INDEL-, вируло- и WG-SNP-
типирования штаммов P. aeruginosa различного происхож-
дения [23].

Для сравнительного анализа кластеризации методами 
wgSNP и MLVA-типирования использована выборка из 31 
штамма подвида holarctica, выделенных ранее в Ростовской 
области, ДНР и ЛНР [21]. Проведен сравнительный анализ 
UPGMA дендрограмм методом танглеграмм, позволяющим 
оценить сопоставимость кластеризации данных, полученных 
при разных способах генотипирования (рис. 1).

Рассчитанный BGI равен 0,76, что соответствует сильной 
корреляции разных методов кластеризации. Кластеры, 
полученные при разных методах типирования, соответству-
ют canSNP типам B.26 и B.27, описанным ранее [24]. При 
подробном рассмотрении танглеграммы становится очевид-
ной более высокая дифференцирующая способность мето-
да wgSNP. Соответственно, при разработке комбинирован-
ного метода генотипирования штаммов F. tularensis subsp. 
holarctica на первом этапе может быть использован метод 
VNTR с последующим wgSNP-анализом штаммов с одинако-
вым VNTR-генотипом (рис. 2).

Рис. 1. Танглеграмма, отражающая согласованность между 
WG-SNP типированием и VNTR-типированием штаммов подвида 
holarctica. Дендрограмма, построенная на основе wgSNP-
анализа – слева, построенная по VNTR-локусам – справа.
Fig. 1. A tanglegram reflecting the agreement between wgSNP 
typing and VNTR typing of strains subsp. holarctica. A dendrogram 
based on wgSNP analysis is on the left, and a dendrogram based on 
VNTR loci is on the right.
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Для сравнительного анализа кластеризации методами 
wgSNP и MLVA-типирования использована выборка из 
32  штаммов подвида mediasiatica, выделенных ранее в 
Республике Алтай и Алтайском крае, а также 27 штаммов из 
Казахстана [25]. BGI оказался равен 0,89, что приближено к 
оценке очень сильной корреляции использованных методов 
кластеризации. Два основных кластера, образованных при 
обоих методах типирования, совпадают с группами M.I и M.II, 
описанными ранее [8]. Структура генетических линий груп-
пы M.I совпадает с таковой, определенной в работе, несмо-
тря на независимый выбор SNP для анализа [22]. По версии 
wgSNP-типирования и «алтайская», и «казахстанская» попу-
ляции штаммов подвида mediasiatica проявляют достаточно 
высокую гомогенность, причем факт однородности «казах-
станской» популяции отмечен и другими авторами [25]. 
Метод MLVA-типирования проявляет более высокую диффе-

ренцирующую способность для штаммов данного подвида и 
может быть использован на втором этапе схемы генотипиро-
вания. 

Каждый из примененных методов генотипирования обла-
дает своими преимуществами и недостатками. К достоин-
ствам MLVA-типирования следует отнести высокую дискри-
минирующую способность для близкородственных штам-
мов, что делает метод особенно ценным при расследовании 
локализованных вспышек заболевания. Метод отличается 
относительной простотой выполнения и доступностью по 
сравнению с методами секвенирования и требует всего 
1–2 дня для получения результатов. К недостаткам относит-
ся риск ошибочной оценки родства между штаммами на 
больших генетических расстояниях из-за высокой скорости 
мутаций VNTR-локусов [25]. Метод широко применяется для 
регионального мониторинга возбудителя туляремии, эпиде-

Рис. 2. Танглеграмма, отражающая согласованность между wgSNP-типированием и VNTR-типированием штаммов подвида 
mediasiatica. Дендрограмма, построенная на основе wgSNP-анализа – слева, построенная по VNTR-локусам – справа.
Fig. 2. A tanglegram reflecting the consistency between wgSNP typing and VNTR typing of strains subsp. mediasiatica. A dendrogram based 
on wgSNP analysis is on the left, and a dendrogram based on VNTR loci is on the right.
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миологического надзора и расследования вспышек заболе-
вания.

Для wgSNP-типирования характерна высокая стабиль-
ность SNP-маркеров, что делает их надежными эволюцион-
ными индикаторами [26]. Его применение позволяет рекон-
струировать глобальную филогеографию F. tularensis и про-
следить пути распространения различных линий патогена. В 
отличие от метода MLVA полногеномный SNP-анализ требует 
значительных вычислительных ресурсов и биоинформатиче-
ской экспертизы. Результаты филогенетического анализа в 
большой степени зависят от выбора SNP. Необходимо отме-
тить его высокую стоимость и технологическую сложность, а 
также значительное время исполнения – от 7 до 14 дней.

В настоящее время для внутривидовой дифференциации 
штаммов возбудителей инфекционных заболеваний акту-
альным является использование двух и более типов молеку-
лярных маркеров. Для филогенетического анализа популя-
ций различных микроорганизмов успешно применяются как 
SNP-, так и VNTR-методы. В представленной работе прове-
ден сравнительный анализ результатов SNP- и VNTR-
типирования штаммов двух подвидов F. tularensis (holarctica 
и mediasiatica). Для сравнения UPGMA дендрограмм впер-
вые использован метод танглеграмм, позволяющий оценить 
согласованность кластеризации данных, полученных при 
разных способах генотипирования. Корреляция согласован-
ности кластеризации генотипов для обоих методов находит-
ся в пределах от сильной до очень сильной, что дает воз-
можность их использования в иерархической схеме геноти-
пирования штаммов F. tularensis двух изученных подвидов и 
повышает достоверность полученных результатов.
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Н о в о с т и  н а у к и

Нуклеазы CRISPR нового поколения расширяют терапевтические возможности

Компания Caszyme (Вильнюс, Литва), пионер в разработке и применении 
технологии редактирования генов CRISPR, и компания Integra Therapeutics 
(Барселона, Испания), лидер в создании передовых методов лечения на 
основе инструментов генной инженерии нового поколения, объявили о 
заключении лицензионного соглашения на использование новых нуклеаз 
Cas12l компании Caszyme для разработки более безопасных и эффектив-
ных методов генной и клеточной терапии. 

В рамках соглашения компания Integra Therapeutics включит геномный 
редактор Cas12l в свою платформу для написания генов FiCAT 2.0 (Find and 
Cut-And-Transfer) после успешных исследований in vivo и ex vivo, которые 
дали весьма положительные результаты с точки зрения безопасности и 
функциональности в клетках человека. Caszyme получит поэтапные выпла-
ты в размере до 40 миллионов евро в дополнение к роялти с продаж.

Cas12l – это уникальное семейство CRISPR-нуклеаз с размером эффектора приблизительно 850 аминокислот, которое 
отличается малым размером и универсальностью. Поскольку спрос на эффективные и безопасные инструменты для редак-
тирования генов в терапевтических целях продолжает расти, эти небольшие нуклеазы представляют собой многообещаю-
щее решение, сочетающее эффективность с практическими преимуществами уменьшенного размера. Разработанный 
Caszyme Cas12l демонстрирует высокую активность в клетках человека по нескольким мишеням. По сравнению с другими 
нуклеазами, Caszyme Cas12l предлагает дополнительные возможности доставки, особенно в сочетании с другими эффек-
торными доменами. Более того, нуклеазы меньшего размера из непатогенных бактерий могут быть менее иммуногенными 
по сравнению с более крупными аналогами, что еще больше подчеркивает их терапевтический потенциал. Нуклеазы, обна-
руженные Caszyme, обладают характеристиками, отличными от нуклеаз Cas9, которые легли в основу модуля find в FiCAT 
1.0, что расширяет их потенциальные возможности применения в передовых терапевтических решениях.

Caszyme and Integra Therapeutics sign licensing agreement for novel CRISPR Cas12l nucleases –  
Caszyme [Электронный ресурс].

Available at: https://caszyme.com/news/caszyme-and-integra-therapeutics-sign-licensing- 
agreement-for-novel-crispr-cas12l-nucleases/ (дата обращения: 07.12.2025).




