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цель – изучение филогенетической принадлежности и родственных связей штаммов чумного микроба, изоли-
рованных из полевого материала в ходе эпизоотологического обследования монгольской части трансграничного 
сайлюгемского природного очага чумы. материалы и методы. MLVA25-типирование проведено на 81 штамме 
чумного микроба, 55 из которых изолированы в 2017–2018 гг. на территории монгольской части трансграничного 
сайлюгемского природного очага чумы. в качестве группы сравнения использованы штаммы возбудителя чумы, 
выделенные в природных очагах северо-западной монголии и Южной сибири в разные годы. проведено полно-
геномное секвенирование 21 штамма чумного микроба основного подвида, выделенных в монголии в 2018 и 
1988–1990 гг. и в российской Федерации (горный алтай) в 2012–2016 гг. SNP-типирование выполнялось на осно-
вании анализа полных геномов штаммов Yersinia pestis, определенных в настоящем исследовании, а также гено-
мов, размещенных в международной базе данных GenBank. поиск однонуклеотидных полиморфизмов в геномах 
чумного микроба осуществлялся двумя способами: с помощью программы snippy v. 4.3.5 и с использованием па-
кета mummer v. 3.1 и ряда авторских скриптов. Филогенетическая реконструкция выполнялась с использованием 
метода RAxML. результаты и обсуждение. по результатам MLVA25 Y. pestis subsp. pestis выявлено, что штаммы, 
изолированные в монгольской и российской частях сайлюгемского и хуух-сэрх-мунх-хаирханского природных 
очагов, входят в один кластер. при SNP-типировании изученные изоляты с монгольской и российской террито-
рий группируются с высоким уровнем достоверности в филогенетическую линию 4.ANT, что свидетельствует 
о генетическом сходстве указанных групп патогена. данные MLVA- и SNP-типирования показывают незначи-
тельную вариабельность возбудителя чумы на территории монгольской части трансграничного сайлюгемского 
природного очага чумы. на основании проведенного исследования и результатов эпизоотологического монито-
ринга приграничных территорий россии и монголии можно сделать предположение о постепенном широком 
проникновении Y. pestis subsp. pestis в поселения, преимущественно, серого сурка в Юго-восточном алтае из 
северо-западной монголии.

Ключевые слова: Yersinia pestis, MLVA25-типирование, SNP-типирование, трансграничный сайлюгемский 
природный очаг чумы.
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Abstract. Objective: investigation of phylogenetic origin and affinity of Yersinia pestis strains isolated from field 
material collected during the epizootiologic survey of the Mongolian part of trans-boundary Sailyugem natural plague 
focus. Materials and methods: MLVA25-typing of 81 Y. pestis strains, including 55 isolates from the Mongolian part of 
transboundary Sailyugem natural plague focus, collected in 2017–2018 was carried out. The plague agent strains isolated 
in different years in the natural foci of Northwest Mongolia and Southern Siberia were used as comparison group. Whole 
genome sequencing was performed for 21 Y. pestis strains subspecies pestis isolated in Mongolia in 2018 and 1988–1990 
and in Gorny Altai of the Russian Federation in 2012–2016. SNP-typing was conducted on the basis of whole genomes 
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трансграничный сайлюгемский природный очаг 
чумы располагается по обе стороны государственной 
границы российской Федерации (рФ) и монголии 
на севере центрально-азиатской зоны природной 
очаговости чумы. общая суммарная площадь очага 
составляет около 28600 км2, из которых примерно 
17 тыс. км2 приходится на территорию монголии. 
эпизоотическая активность по чуме в очаге впервые 
зарегистрирована в 1953 г. на монгольской части 
очага, позднее – в 1961 г. на территории рФ. однако 
эпидпотенциал данного очага оценивался длитель-
ное время как невысокий, так как при микробиоло-
гическом мониторинге регистрировалось выделение 
штаммов чумного микроба только алтайского и в 
редких случаях улэгейского подвидов, обладающих 
избирательной вирулентностью и, соответственно, 
низкой эпидемиологической значимостью [1]. с 
2012 г. на российской части сайлюгемского очага 
обнаружены, преимущественно в популяциях серо-
го сурка, эпизоотии чумы, вызванные Yersinia pestis 
основного подвида [2]. дальнейшее распространение 
на очаговой территории данного высоковирулент-
ного таксона возбудителя вызвало появление мани-
фестных спорадических случаев чумы среди людей 
в кош-агачском районе республики алтай [3].

цель работы – изучение филогенетической при-
надлежности и родственных связей штаммов чумно-
го микроба, изолированных из полевого материала 
в ходе эпизоотологического обследования монголь-
ской части трансграничного сайлюгемского природ-
ного очага чумы.

материалы и методы

MLVA25-типирование проведено на 81 штамме 
чумного микроба, 55 из которых изолированы в 2017–
2018 гг. на территории монгольской части транс-
граничного сайлюгемского природного очага чумы 
(таблица). в качестве группы сравнения использова-
ны штаммы возбудителя чумы, выделенные в при-

родных очагах чумы северо-западной монголии и 
Южной сибири в разные годы и хранящиеся в кол-
лекции музея живых культур иркутского научно-
исследовательского противочумного института. для 
контроля использовался штамм Y. pestis EV нииэг.

MLVA25-типирование. для MLVA25-типирова-
ния (Multiple-Locus variable number tandem repeat 
аnalysis, мультилокусный анализ вариабельного чис-
ла тандемных повторов по 25 вариабельным локусам) 
экстракцию днк осуществляли с помощью набора 
реагентов «рибо-преп» (россия). анализ проводили, 
как описано ранее [4–6]. на основании полученных 
данных методом попарного невзвешенного кластри-
рования с арифметическим усреднением (Unweighted 
pair-group method using arithmetic averages, UPGMA) 

of Y. pestis strains identified in the current research and also genomes from GenBank international database. Search of 
single nucleotide polymorphisms in Y. pestis genomes was carried out in two ways: by means of snippy v. 4.3.5 software 
and using mummer v. 3.1 package and a set of the author’s scripts. Phylogenetic reconstruction was conducted with the 
help of RAxML method. Results and discussion: Results of MLVA25 typing of Y. pestis subsp. pestis demonstrated that 
the strains isolated in Mongolian and Russian parts of the Sailyugem and Khuukh-Serkh-Munkh-Khairkhan natural foci 
belong to one common cluster. SNP-typing placed the studied isolates from the Mongolian and Russian territories into 
4.ANT phylogenetic line with high level of reliability which testifies to the genetic similarity of the specified pathogen 
groups. The data of MLVA- and SNP-typing showed insignificant variability of the plague agent in the territory of the 
Mongolian part of trans-boundary Sailyugem natural plague focus. On the basis of the conducted research and results of 
epizootiological monitoring of Russia and Mongolia border territories it is possible to draw a conclusion on gradual wide 
penetration of Y. pestis subsp. pestis mainly into grey marmot settlements in Southeast Altai from Northwest Mongolia.
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количество, происхождение и год выделения  
использованных в работе штаммов Y. pestis subsp. pestis 

The number, origin, and the year of isolation of Y. pestis subsp. pestis 
strains utilized in the study

природный очаг чумы
Natural plague focus

год выделения
Year of isolation

кол-во штаммов
Number of strains

монгольская часть сайлюгемского 
очага 
Mongolian part of the Sailyugem focus

2017 8

2018 47

российская часть сайлюгемского 
очага (горно-алтайский высокогор-
ный очаг) 
Russian part of the Sailyugem focus 
(Gorno-Altai high-mountain focus)

2012 1

2014 2

2015 2

2016 3

2017 5

2018 3

хуух-сэрх-мунх-хаирханский очаг
Khuukh-Serkh-Munkh-Khairkhan 
focus

1988 3

1990 1

тувинский горный очаг
Tuva mountain focus 

1967 1

1994 1

2015 1

2016 3
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с помощью компьютерной программы Bionumerics 
7.6 построена дендрограмма, показывающая фило-
генетические связи штаммов возбудителя чумы.

Полногеномное SNP-типирование. для про-
ведения полногеномного секвенирования геномная 
днк 21 штамма Y. pestis выделена с помощью набора 
«Dneasy Blood & Tissue Kit» (германия) согласно ин-
струкции производителя. геномные библиотеки созда-
ны по протоколу для приготовления днк-библиотек 
с реагентами Nextera XT DNA Library preparation kit 
(сШа). секвенирование произведено на приборе 
Illumina MiSeqTM system (сШа) с использованием на-
бора V3, дающего прочтения 2х300 нуклеотидов.

первичный процессинг исходных данных произ-
веден программно-аппаратным комплексом Illumina 
MiSeq. сборку контигов de novo осуществляли с по-
мощью программы SPAdes 3.13.0 [7] c выставлением 
строгих параметров для максимальной корректности 
сборок. 

для проведения полногеномного SNP-типирова-
ния использовано два подхода. первый включал в 
себя выравнивание прочтений на геном референсно-
го штамма Y. pestis CO92 и поиск полиморфизмов с 
помощью программы snippy v. 4.3.5 [8], разработан-
ной специально для поиска SNP в коровом геноме 
гаплоидных организмов. второй подход заключался 
в картировании собранных de novo контигов на ге-
ном референсного штамма Y. pestis CO92 с помощью 
пакета mummer v. 3.1 [9] и ряда авторских скриптов, 
разработанных на bash, python и с++. для реализа-
ции подхода сначала составляли промежуточные 
файлы со списками полиморфизмов для каждого 
штамма, которые далее преобразовывали в единое 
выравнивание. из общего списка исключены 28 го-
моплазийных полиморфизмов а также те, расстоя-
ние между которыми в геноме составляло менее 200 
нуклеотидов. таким образом, алгоритм позволил 
избежать включения в анализ как ошибок секвени-
рования, так и рекомбинантных событий, фильтруя 
близко расположенные друг к другу SNP. в анализ, 
помимо полученных в ходе данной работы геномов 
штаммов чумного микроба, включены 28 геномов 
Y. pestis, депонированных в GenBank [10]. авторские 
скрипты депонированы в хранилище открытого до-
ступа Zenodo (DOI: 10.5281/zenodo.3264013). 

Филогенетическая реконструкция выполня-
лась с использованием метода RAxML в программе 
RAxML v. 8.2.4 [11] с использованием модели GTR с 
учетом гамма-распределения. оценку достоверности 
узлов ветвления проводили путем запуска бутстреп-
анализа с 1000х итераций. визуализация проводи-
лась в программе FigTree 1.4.2 [12], для укоренения 
дерева использовали штамм Y. pestis Pestoides F как 
максимально дистанцированный вариант в выборке. 

результаты и обсуждение

MLVA25-типирование проведено на 81 изо-
ляте чумного микроба, их филогенетическое 

родство представлено на дендрограме (рис. 1). 
исследованные штаммы делятся на два кластера. 
кластер A сформирован исключительно штаммами 
Y. pestis subsp. pestis, изолированными в тувинском 
природном очаге россии. кластер B образован дву-
мя ветвями. первая из них – вI – представлена 10 
штаммами чумного микроба основного, эпидемиче-
ски значимого подвида, из которых 8 – выделены в 
монгольской части в 2017 г. и 2 – в 2014 г. в россий-
ской части сайлюгемского природного очага. вторая 
ветвь – вII – состоит из двух групп. в группу вII1 
входят три изолята Y. pestis subsp. pestis, выделен-
ные в 1988 г. из природного очага чумы хуух-сэрх-
мунх-хаирхан, расположенного в северо-западной 
монголии в отрогах хребта монгольского алтая 
(дэлуун-сомон, баян-улгийский аймак монголии). 
группа вII2 включает 61 штамм Y. pestis subsp. pestis, 
изолированный в монгольской (2018 г.) и российской 
(2012, 2015–2018 гг.) частях сайлюгемского природ-
ного очага чумы. 

кластер в представляет собой однородный 
комплекс MLVA25-генотипов штаммов чумно-
го микроба, изолированных как на монгольской, 
так и на российской частях трансграничного 
сайлюгемского природного очага чумы в разные 
годы. следует акцентировать внимание на том, что 
в него входят и штаммы, изолированные в 1988 г. 
в хуух-сэрх-мунх-хаирханском природном оча-
ге, который расположен примерно в 200 км от эн-
зоотичной территории сайлюгемского природного 
очага и относится к группе очагов монгольского 
алтая. между штаммами, входящими в кластер в, 
проявляются минимальные различия по трем локу-
сам: yp2769ms06 (7 и 8 повторов), yp1335ms46 (16–
18) и yp4280ms62 (7–17).

между кластерами а и в выявлены разли-
чия по семи локусам: yp2769ms06 (7 и 8 повторов), 
yp3057ms09 (9 и 37), yp0559ms15 (9 и 10), yp1335ms46 
(16–18), yp3060ms56 (8 и 9), yp4280ms62 (7–17) и 
yp1580ms70 (6 и 7).

таким образом, кластер а включает только 
штаммы чумного микроба из тувинского, а кластер 
в – только из сайлюгемского и хуух-сэрх-мунх-
хаирханского природных очагов. это свидетельст-
вует о наличии определенных генетических разли-
чий между возбудителем чумы основного подвида, 
циркулирующим с одной стороны в тувинском, а 
с другой – в сайлюгемском и хуух-сэрх-мунх-
хаирханском очагах.

при проведении SNP-типирования для уста-
новления филогенетического положения штаммов 
из сайлюгемского природного очага чумы приме-
нен подход, описанный ранее [13]. получена матри-
ца полиморфизмов длиной 636 нуклеотидов. при 
этом не выявлено SNP, дифференцирующих штам-
мы чумного микроба основного подвида, выделен-
ные в монголии в 2018 г. и в российской Федерации 
(горный алтай) в 2012–2016 гг., в том числе и 
изоляты, полученные в период эпидемических  
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рис. 1. дендрограмма, 
иллюстрирующая сте-
пень родства исследо-
ванных штаммов Y. pestis 
subsp. pestis, изолирован-
ных в тувинском (кла-
стер а) и сайлюгемском 
(кластер в) природных 
очагах чумы, постро-
енная на основании 
MLVA25-типирования 
ме тодом попарного не-
взвешенного кластриро-
вания с арифметическим 
усреднением (UPGMA)

F i g .  1 .  D e n d r o g r a m 
demon strating the de-
gree of affinity between 
the investigated Y. pestis 
subsp. pestis strains iso-
lated in Tuva (cluster A) 
and Sailyugem (cluster B) 
natural plague foci, con-
structed on the basis of 
MLVA25-typing using 
paired unweighted cluster-
ing with arithmetic mean 
(UPGMA) 
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осложнений. при филогенетической реконструкции 
указанные штаммы группируются вместе с изолята-
ми Y. pestis subsp. pestis I-3239 и Y. pestis subsp. pestis 
I-3279, формирующими на древе параллельный клас-
тер с дистанцией в 2 SNP, а также с Y. pestis MGJZ12, 
выделенным в 2002 г. на территории баян-улгийского 
аймака (монголия), образуя филогенетическую ли-
нию 4.ANT (рис. 2). Штаммы Y. pestis subsp. pestis 
I-3239 и Y. pestis subsp. pestis I-3279 изолированы спе-
циалистами иркутского нипчи и алтайской пчс 
на фоне разлитой эпизоотии чумы в 1988 и 1990 гг. 
соответственно. изолят 1988 г. (Y. pestis subsp. pestis 
I-3239) выделен в хуух-сэрх-мунх-хаирханском 
природном очаге, примерно в 200 км от энзоотич-
ной территории трансграничного сайлюгемского 
природного очага чумы. Штамм Y. pestis subsp. pes-
tis I-3279 изолирован в 1990 г. примерно в 150 км от 
озера толбо-нуур. в эти же годы в данной местно-
сти отмечались эпидемические осложнения по чуме 
среди населения баян-улгийского аймака, в том 
числе с летальным исходом. выделенные ранее на 
территории средней азии, монголии и китая штам-
мы основного подвида Y. pestis формируют на дере-
ве филогенетические линии 3.ANT, 2.ANT, 2.MED, 
что согласуется с полученными ранее данными ин-
фравидовой дифференциации возбудителя чумы 
[10, 14]. Штаммы неосновных подвидов образуют 
удаленный кластер с высокой вариабельностью вну-

три него (рис. 2). все кластеры имеют высокую до-
стоверность в ключевых узлах бифуркации. 

для уточнения клональной идентичности ис-
следуемых штаммов Y. pestis и подтверждения фи-
логенетических взаимосвязей применен авторский 
подход для выявления SNP. сформированная мат-
рица полиморфизмов составила 1363 нуклеотида. 
на дендрограмме, построенной с использованием 
данного подхода, прослеживаются те же закономер-
ности топологии – все штаммы выборки дифферен-
цируются на филогенетические линии 0.ре, 2.MED, 
2.ANT, 3.ANT и 4.ANT. при этом распределение на 
генотипы выделенных ранее на территории средней 
азии, монголии и китая штаммов Y. pestis основно-
го подвида согласуется с данными Y. Cui et al. [10].

Штаммы с монгольской территории трансгра-
ничного сайлюгемского природного очага чумы, 
выделенные в 2018 г. из горно-алтайского высо-
когорного природного очага чумы рФ (2012, 2014, 
2016 гг.), а также Y. pestis, изолированные на тер-
ритории монголии ранее (Y. pestis MGJZ12, 2002; 
Y. pestis I-3239 и I-3279, 1988 и 1990 гг.), группи-
руются с высоким уровнем достоверности в фило-
генетическую линию 4.ANT. однако, в отличие от 
предыдущего подхода к типированию, при дан-
ном варианте анализа изоляты 2018 г. с территории 
монголии и россии, отнесенные к группе I (рис. 3), 
демонстрируют внутригрупповую вариабельность с 

рис. 2. Филогенетический анализ штаммов Y. pestis на основании 636 коровых SNP с применением опубликованных ранее алгорит-
мов. дендрограмма построена методом RaxML с использованием модели GTR с учетом гамма-распределения. цветом выделены 
ветви, принадлежащие к разным филогенетическим линиям. в качестве базальной ветви выбран штамм Y. pestis Pestoides F

Fig. 2. The phylogenetic analysis of Y. pestis strains on the basis of 636 core SNPs with application of the algorithms published earlier. 
Dendrogram is constructed by RaxML method using GTR model, taking into account the γ-distribution. The branches belonging to different 
phylogenetic lines are colored. Y. pestis Pestoides F strain is selected as a basal branch
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рис. 3. Филогенетический анализ штаммов Y. pestis на основа-
нии 1376 коровых SNP с применением авторского алгоритма. 
дендрограмма построена методом RAxML с использованием 
модели GTR с учетом гамма-распределения. цветом выделены 
ветви, принадлежащие к разным филогенетическим линиям. 
в качестве базальной ветви выбран штамм Y. pestis Pestoides F

Fig. 3. Phylogenetic analysis of Y. pestis strains on the basis of 1376 
core SNPs with application of the author’s algorithm. Dendrogram 
is constructed by RAxML method using GTR model, taking into ac-
count the γ-distribution. The branches belonging to different phy-
logenetic lines are colored. Y. pestis Pestoides F strain is chosen as 
a basal branch
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межштаммовыми различиями, составляющими от 0 
до 20 SNP. одна из сформированных подгрупп об-
разована тремя штаммами Y. pestis с идентичными 
SNP-профилями (I-3633, I-3643, I-3676), лежащими 
в основании группы I. далее прослеживается ветвле-
ние дендрограммы с формированием двух подгрупп 
Iа и Iв и ряда уникальных генотипов в виде отдель-
ных ветвей. базальная ветвь линии 4.ANT представ-
лена Y. pestis MGJZ12. 

анализ географической приуроченности пока-
зал, что штаммы, лежащие в основании группы I, рав-
номерно распределены на обследованной пригранич-
ной территории монгольской части сайлюгемского 
природного очага и обнаруживаются на восточном 
(Шине-дава), центральном (терсагкан) и западном 
(хар-жамат) участках (рис. 4). отдельные ветви, 
отходящие от основания группы, формируют два 
штамма Y. pestis subsp. pestis: I-3560 – впервые вы-
деленный в горно-алтайском высокогорном природ-
ном очаге чумы в 2012 г. от трупа длиннохвостого 
суслика, и I-3591 – от больного человека в том же 
очаге в 2014 г. различия их с Y. pestis из основания 
группы составляют 10–15 SNP. что касается иден-
тифицированных подгрупп (Iа и Iв), то выявлены 
некоторые особенности географического распреде-
ления их на территории монгольской части очага. 
так, в западных секторах доминируют штаммы, от-
несенные к подгруппе Iа, тогда как в центральном и 
восточном участках обнаруживаются Y. pestis subsp. 
pestis, отнесенные к обеим подгруппам.

таким образом, объединение в линию 4.ANT 
античного биовара исследованных штаммов чумного 
микроба Y. pestis subsp. pestis, выделенных на при-

граничной с россией территории монгольской части 
сайлюгемского природного очага и на фоне обостре-
ния эпидемиологической ситуации на российской 
территории, дает основание сделать заключение о 
генетическом сходстве указанных вариантов пато-
гена. выявленная незначительная вариабельность 
геномов штаммов чумного микроба на территории 
сайлюгемского природного очага, по данным MLVA- 
и SNP-типирования, свидетельствует в пользу опре-
деленной гетерогенности возбудителя. известно, что 
чумной микроб относится к группе генетически мо-
номорфных патогенов с невысокой скоростью нако-
пления мутаций в популяциях [15]. увеличение чис-
ла генетических событий, как правило, происходит 
во время эпидемических осложнений при интенсив-
ном пассаже возбудителя через восприимчивый орга-
низм [10] или в период активных разлитых эпизоотий 
с вовлечением различных видов переносчиков и но-
сителей инфекции. изменения отдельных элементов 
паразитарной системы очага, происходящие в совре-
менный период под действием климатических фак-
торов, может способствовать повышению гетероген-
ности популяции чумного микроба.

на основании данного исследования и резуль-
татов эпизоотологического мониторинга пригранич-
ных территорий россии и монголии, полученных в 
последние годы, можно сделать обоснованное пред-
положение, что спорадические случаи заболеваний 
людей чумой в кош-агачском районе республики 
алтай и обнаружение разлитых эпизоотий, вызван-
ных возбудителем чумы основного подвида, преи-
мущественно в поселениях серого сурка на разных 
участках трансграничного сайлюгемского природ-

рис. 4. географическая приуроченность генотипов штаммов Y. pestis линии 4.ANT, выделенных в 2018 г. на монгольской территории 
сайлюгемского природного очага чумы (зеленым цветом обозначены штаммы из подгруппы IA, синим – из подгруппы IB, красным – 
из основания группы I)

Fig. 4. Geographical confinement of the genotypes of Y. pestis line 4.ANT strains isolated in 2018 in the Mongolian territory of the Sailugem 
natural plague focus (green color – the strains of IA subgroup, dark blue – IB subgroup, red – from the basis of I group)
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ного очага чумы, представляют собой следствие 
единого процесса. последний заключается в по-
степенном (в конце хх – начале ххI вв.) широком 
проникновении высоковирулентного эпидемически 
значимого возбудителя Y. pestis subsp. pestis в посе-
ления носителей чумы в Юго-восточном алтае из 
северо-западной монголии. это событие произошло 
на фоне действия комплекса биотических и абиоти-
ческих факторов, вызвавших значительную транс-
формацию в экологической системе сайлюгемского 
трансграничного природного очага чумы, однако 
связанные с этими изменениями закономерности 
требуют, безусловно, дальнейшего более углублен-
ного изучения. 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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