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цель работы – сравнение нуклеотидных последовательностей генов pgm‑области штаммов Yersinia pestis, вы-
деленных в 1925–2015 гг. на территории прикаспийского песчаного и сопредельных очагов чумы. материалы 
и методы. в работе использованы 65 штаммов Y. pestis из прикаспийского песчаного и сопредельных очагов 
чумы. выделение днк проводили с помощью набора PureLink Genomic DNA Mini Kit. полногеномное секвениро-
вание выполняли в Ion S5 XL System (Thermo Fischer Scientific). обработку данных осуществляли с помощью Ion 
Torrent Suite software package 3.4.2 и NewblerGS Assembler 2.6. для сравнения полученных последовательностей 
с генетическим банком данных GenBank NCBI использовали алгоритм Blast. Филогенетический анализ выполнен 
по данным полногеномного SNP-анализа на основе 1183 выявленных SNPs. поиск маркерных SNPs выполняли 
с помощью программы Snippy 4.6. построение филогенетического дерева осуществляли с использованием ал-
горитма Maximum Likelihood, модель нуклеотидных замен GTR. результаты и обсуждение. проанализированы 
нуклеотидные последовательности генов pgm‑области 65 штаммов Y. pestis из прикаспийского песчаного и со-
предельных очагов чумы. выявлены единичные нуклеотидные замены у штаммов Y. pestis из прикаспийского 
песчаного и кобыстанского равнинно-предгорного очагов в генах hmsR, astВ, ybtS, ypo1944, ypo1943, ypo1936, 
а также делеция в 5 п.н. в гене ypo1945, которая характерна для штаммов одной из филогенетических линий 
Y. pestis из очагов кавказа и закавказья, выделенных в 1968–2001 гг. полученные данные могут быть использова-
ны для дифференциации штаммов Y. pestis из прикаспийского песчаного очага, а также в установлении направле-
ний микроэволюции возбудителя чумы в этом регионе прикаспия и сопредельных очагах.
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Abstract. The aim of the study was to compare the nucleotide sequences of pgm‑region genes in Yersinia pestis 
strains isolated on the territory of the Caspian sandy and adjacent plague foci in 1925–2015. Materials and me thods.  
65 Y. pestis strains from the Caspian sandy and adjacent plague foci were used in the work. DNA isolation was performed 
using the PureLink Genomic DNA Mini Kit. Whole genome sequencing was conducted in Ion S5 XL System (Thermo 
Fischer Scientific). Data processing was carried out using Ion Torrent Suite software package 3.4.2 and NewblerGS 
Assembler 2.6. To compare the obtained sequences with the NCBI GenBank database, the Blast algorithm was used. 
The phylogenetic analysis was performed according to the data of whole genome SNP analysis based on 1183 identi-
fied SNPs. The search for marker SNPs was performed using the Snippy 4.6 program. The phylogenetic tree was con-
structed using the Maximum Likelihood algorithm, the GTR nucleotide substitution model. Results and discussion. 
The nucleotide sequences of pgm‑region genes of 65 Y. pestis strains from the Caspian sandy and adjacent plague foci 
have been assessed. Single nucleotide substitutions have been identified in Y. pestis strains from the Caspian sandy and 
Kobystan plain-foothill foci in the hmsR, astB, ybtS, ypo1944, ypo1943, ypo1936 genes, as well as a deletion of 5 bp in 
the ypo1945 gene, which is characteristic of strains of one of the phylogenetic lines of Y. pestis from the foci of Caucasus 
and Transcaucasia, isolated in 1968–2001. The data obtained can be used to differentiate Y. pestis strains from the  
Caspian sandy focus, as well as to establish the directions of microevolution of the plague pathogen in this region and 
adjacent foci.
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хромосомная pgm‑область Yersinia pestis (рис. 1) 
имеет размер 102 т.п.н. и фланкирована двумя копия-
ми IS100 элементов, гомологичная рекомбинация по 
которым может явиться причиной спонтанной потери 
(с частотой 10–5) всей этой области [1]. хромосомная 
область пигментации включает hms‑оперон и остров 
высокой патогенности (HPI). в составе области пиг-
ментации с. Buchrieser et al. также идентифицирова-
ли ряд генов, принимающих участие в регуляторных 
и транспортных процессах, пилин-подобный локус 
и локус, вероятно, кодирующий двухкомпонентную 
регуляторную систему, аналогичную регуляторной 
системе BvgAS у Bordetella pertussis [2]. оперон 
hms представлен генами hmsH, hmsF, hmsR, hmsS  
(от англ. hemin storage). белки, детерминируемые ге-
нами hms‑оперона, являются компонентами наруж-
ной (hmsH и hmsF) и внутренней (hmsR и hmsS) мем-
бран клетки Y. pestis [3]. гены hms‑оперона отвечают 
за образование экзополисахарида, биосинтез кото-
рого необходим для проявления штаммами Y. pestis 
следующих признаков: способность образовывать 
биопленку, формирование «чумного» блока в пред-
желудке блохи, образование пигментированных ко-
лоний при выращивании на среде с добавлением ге-
мина или красителя конго красного [4, 5]. продукция 
этого экзополисахарида регулируется генами дигуа-
нилатциклазы hmsT и фосфодиэстеразы hmsP, рас-
положенными на значительном расстоянии от опе-
рона и действующими как положительный и отри-
цательный регуляторы соответственно [6]. другой 
важный участок хромосомной pgm‑области – остров 
высокой патогенности HPI – содержит ybt-регион с 
генами сидерофор-зависимой системы потребления 
железа, продукты которой необходимы для выжива-
ния возбудителя в кровяном русле хозяина в услови-
ях дефицита ионов железа [7]. мутации в генах ybt- 
и hms‑оперонов приводят к утрате вирулентности 
и снижению жизнеспособности вне организма хо-
зяина соответственно. характеристика структурно-
функционального состояния pgm‑области важна для 
оценки вирулентного и эпидемического потенциала 
штаммов Y. pestis, выделенных от носителей/пере-
носчиков или во время эпидемической вспышки. 
целью данной работы является сравнение нуклео-
тидных последовательностей генов pgm‑области 

штаммов Y. pestis, выделенных в 1925–2015 гг. на 
территории прикаспийского песчаного и сопредель-
ных очагов чумы.

материалы и методы

в работе использованы 65 штаммов Y. pestis, 
выделенные в 1925–2015 гг. на территории при-
каспийского песчаного и сопредельных очагов чумы. 
Штаммы Y. pestis получены из государственной 
коллекции патогенных бактерий на базе Фкун 
российский противочумный институт «микроб» 
рос потребнадзора, где их хранили в лиофильно вы-
сушенном состоянии. культуры чумного микроба вы-
ращивали на LB-агаре и LB-бульоне (pH 7,2) при тем-
пературе 28 °с на протяжении 1–2 суток. выделение 
днк проводили с помощью набора PureLink 
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, сШа) согласно 
инструкции производителя. полногеномное секве-
нирование проводили в Ion S5 XL System (Thermo 
Fischer Scientific). обработку данных осуществляли 
с помощью Ion Torrent Suite software package 3.4.2 и 
NewblerGS Assembler 2.6. для сравнения получен-
ных последовательностей с генетическим банком 
данных GenBank NCBI использовали алгоритм Blast  
(http://blast.ncbi). SNPs выявляли путем выравнивания 
контигов штаммов на геноме CO92 (NCBI GenBank 
ID AL590842.1) при помощи программы Snippy 4.6, 
с последующим удалением 28 гомоплазий SNPs [8]. 
полученный набор SNPs содержал только коровую 
область генома. дендрограмму Maximum Likelihood 
строили с использованием программы PHYML-3.1. 
подбор модели нуклеотидных замещений прово-
дили в программе jModelTest 2.1.7 [9], в результате 
определена модель GTR (Bootstrap-500).

результаты и обсуждение

проведен анализ нуклеотидных последователь-
ностей генов pgm‑области 65 штаммов Y. pestis из 
прикаспийского песчаного и сопредельных очагов 
чумы (таблица). при сравнении нуклеотидных после-
довательностей штаммов Y. pestis из прикаспийского 
очага выявлен высокий консерватизм hms‑оперона 
исследуемых штаммов. в гене hmsR у штамма 258 

рис. 1. генетическая организация хромосомной pgm‑области Y. pestis. схематичное изображение, показывающее основные гены, рас-
положенные в хромосомной pgm‑области размером 102 т.п.н. [12]

Fig. 1. Genetic organization of the chromosomal pgm‑region in Y. pestis. Schematic representation displaying major genes located within the 
102-kb chromosomal pgm‑region [12]
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(человек, 1930) из прикаспийского песчаного очага 
выявлена замена G → A в позиции 425 от начала гена 
(в соответствии с геномом штамма CO92), которая 
привела к замене аминокислоты глицин на аспара-
гиновую кислоту (Gly → Asp). ранее е.г. булгакова 
с соавт. [10] описали замену единичного нуклеотида  
T → C в позиции 661 от начала гена у штаммов со92 
биовара orientalis и Antiqua биовара antiqua, которая 
привела к замене аминокислоты валин на глицин 
(Val → Gly) в белке HmsR. по данным S. Forman  
et al. [11], способность сорбировать кислые кра-
сители и образовывать биопленку у штаммов 
Y. pestis утрачивается при изменении в доменах 
Hms-белков аминокислотных остатков на Ala:  
Asp 114, Trp 115, His 184 – в белке HmsF; Asp 176, 

Asp 269, Gln 305, Arg 308 – в белке HmsR; Trp 80, 
Tyr 83 – в белке HmsS. снижение способности сор-
бировать кислые красители и образовывать биоплен-
ку происходит при замене аминокислотных остат-
ков: Glu 281 в белке HmsH; Trp 143 в белке HmsF. 
выявленная нами замена не расположена в преде-
лах кодонов указанных аминокислотных остатков. 
можно предположить, что найденная нуклеотидная 
замена не влияет на изменение стабильности и вы-
раженности признака пигментации у штамма 258.

оперон ast включает в себя гены astE, astB, astD, 
astA, astC, отвечающие за утилизацию аргинина [2]. 
проведенный нами сравнительный анализ нуклео-
тидных последовательностей ast-генов показал, что в 
гене astB, отвечающем за синтез N-сукциниларгинин 

Выявленные мутации в генах хромосомной pgm-области штаммов Y. pestis, выделенных в 1925–2015 гг. на территории  
Прикаспийского песчаного и сопредельных очагов чумы

Identified mutations in the genes of the chromosomal pgm-region in Y. pestis strains isolated in the Caspian sandy and adjacent plague foci  
in 1925–2015

ген
Gene

мутация
Mutation

замена аминокислоты
Amino acid substitution

позиция  
в гене*
Position  

in the gene*

кодируемый продукт
Encoded product

Штаммы Y. pestis, у которых присутствует 
мутация

Y. pestis strains possessing this mutation

hmsR G → A
глицин → аспарагиновая 

кислота
Glycine → Aspartic acid

425 п.н.
425 bp

белок HmsR
HmsR protein

прикаспийский песчаный:  
258, человек, 1930

Caspian sandy: 258, human, 1930

astВ C → T
пролин (синонимичная)

Proline (synonymous)
972 п.н.
972 bp

аргинин  
N-сукцинилтрансфераза

Arginine N-succinyltransferase

прикаспийский песчаный:  
M-595, C. sugveolus, 1980

Caspian sandy: M-595, C. sugveolus, 1980

ybtS A → G
аспарагин → аспарагиновая 

кислота
Asparagine → Aspartic acid

481 п.н.
481 bp

салицилатсинтетаза
Salicylate synthetase

кобыстанский равнинно-предгорный: 
808, X. conformis, 1953
Kobystan plain-foothill: 
808, X. conformis, 1953

ypo1945
делеция 5 п.н.
Deletion 5 bp

–
238 п.н.
238 bp

предполагаемый мембранный 
белок

Putative membrane protein

терско-сунженский низкогорный: 
14-д, С. tesquorum, 1970, 

15-д, N. setosa, 1970, 
16-д, C. orientalis, 1970, 
25-д, С. tesquorum, 1970, 
1116-д, S. pygmaeus, 1970

Terek-Sunzhian low-mountain: 
14-д, С. tesquorum, 1970, 

15-д, N. setosa, 1970, 
16-д, C. orientalis, 1970, 
25-д, С. tesquorum, 1970, 
1116-д, S. pygmaeus, 1970

ypo1944 C → T
пролин → лейцин
Proline → Leucine

314 п.н.
314 bp

предполагаемый мембранный 
белок

Putative membrane protein

прикаспийский песчаный: 
258, человек, 1930 

M-595, C. sugveolus, 1980
Caspian sandy: 

258, human, 1930 
M-595, C. sugveolus, 1980

ypo1943 C → T
треонин (синонимичная)
Threonine (synonymous)

381 п.н.
381 bp

предполагаемый мембранный 
белок

Putative membrane protein

прикаспийский песчаный: 
664, S. pygmaeus, 1946

Caspian sandy: 
664, S. pygmaeus, 1946

ypo1936 с → т
гистидин → тирозин
Histidine → Tyrosine

829 п.н.
829 bp

предполагаемая  
аминотрансфераза

Putative aminotransferase

прикаспийский песчаный: 
282, S. pygmaeus, 1935

Caspian sandy: 
282, S. pygmaeus, 1935

примечание :  * позиция от начала гена по геному референсного штамма Y. pestis сO92 (NCBI GenBank ID AL590842.1).

No te :  * the position from the beginning of the gene according to the genome of the reference Y. pestis CO92 strain (NCBI GenBank ID AL590842.1).
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дигидролазы, у штамма M-595 (Cricetulus sugveolus, 
1980) из прикаспийского песчаного очага в пози-
ции 972 от начала гена (в соответствии с геномом 
штамма CO92) присутствует замена C → T, кото-
рая не привела к смене аминокислоты пролин Pro. 
вариабельность в нуклеотидных последовательно-
стях генов astE, astD, astC отсутствует. 

остров высокой патогенности нрI включает 
ybt‑регион с генами сидерофор-зависимой системы 
потребления железа и геном psn, кодирующим ре-
цептор комплекса Ybt-Fe, а также чувствительность 
к видоспецифическому бактериоцину – пестицину. 
наличие острова патогенности нрI, наряду с плазми-
дой кальцийзависимости pCad, кодирующей систему 
секреции III типа, является обязательным для прояв-
ления вирулентности возбудителем чумы. при срав-
нении нуклеотидных последовательностей штаммов 
Y. pestis из прикаспийского очага выявлен высокий 
консерватизм ybt-региона исследуемых штаммов. 
в гене ybtS (салицилатсинтетаза) обнаружена еди-
ничная нуклеотидная замена A → G в позиции 481 
от начала гена (в соответствии с геномом штамма 
CO92) в штамме 808 (Xenopsylla conformis, 1953) из 
кобыстанского равнинно-предгорного очага, которая 
привела к замене аминокислоты аспарагин на аспа-
рагиновую кислоту (Asn → Asp). вариабельность 
в генах ybtX, ybtQ, ybtP, ybtA, irp1, irp2, ybtU, ybtT, 
ybtE, psn у исследованных нами штаммов отсут-
ствует. ранее к.а. никифоров с соавт. [13] описали 
также замену единичного нуклеотида с → т в пози-
ции 661 от начала гена у штаммов центральноазиат-
ского подвида, которая привела к замене аминокис-
лоты пролин на серин (Pro → Ser) в белке YbtS. пока  
неясно, как влияет эта замена аминокислоты в белке 
YbtS на его функциональность, однако M.C. Miller 
et al. показали, что мутанты по гену ybtS не образуют 
молекулу иерсиниабактина [14]. 

для штаммов 14-д (Ceratophilus tesquo‑
rum, 1970), 15-д (Neopsilla setosa, 1970), 16-д 
(Ctenophthalmus orientalis, 1970), 25-д (C. tesquo‑
rum, 1970), 1116-д (Spermophilus pygmaeus, 1970) 
из терско-сунженского низкогорного очага в гене 
ypo1945 (предполагаемый мембранный белок) вы-
явлена делеция в 5 п.н. в позиции 238–242 от нача-
ла гена (в соответствии с геномом штамма CO92), 
вызвавшая сдвиг рамки считывания и нарушение 
кодируемого белка. при сравнении полученной по-
следовательности с последовательностями базы 
данных GenBank NCBI установлено, что данная 
делеция характерна также для штаммов км-918 
(Ctenophillus orienthalis, 1986), с-781 (Spermophilus 
musicus, 2001) из центрально-кавказского высоко-
горного, штамма 818 (Ceratophillus caspius, 1968) из 
приараксинского низкогорного, а также штамма 1408 
(блохи, 1972) из прикаспийского северо-западного 
степного очагов. 

в гене ypo1944 (предполагаемый мембранный 
белок) обнаружена единичная нуклеотидная замена 
C → T в позиции 314 от начала гена (в соответствии 

с геномом штамма CO92) в штаммах 258 (человек, 
1930), M-595 (C. sugveolus, 1980) из прикаспийского 
песчаного очага, которая привела к смене амино-
кислоты пролин → лейцин (Pro → Leu). в гене 
ypo1943 (предполагаемый мембранный белок) у 
штамма 664 (S. pygmaeus, 1946) из прикаспийского 
песчаного очага присутствует синонимичная нукле-
отидная замена C → T в позиции 381 от начала гена  
(в соответствии с геномом штамма CO92), которая 
не привела к смене аминокислоты треонин (Thr).  
в гене ypo1936 (предполагаемая аминотрансфераза) 
у штамма 282 (S. pygmaeus, 1935) из прикаспийского 
песчаного очага выявлена замена с → т в позиции 829 
от начала гена (в соответствии с геномом штам-
ма CO92), которая привела к замене аминокислоты  
гистидин → тирозин (His → Tyr). 

для установления степени родства штаммов 
Y. pestis, содержащих выявленную делецию 5 п.н. 
в гене ypo1945, нами проведен филогенетический 
анализ исследуемых штаммов. в филогенетическом 
анализе использованы нуклеотидные последова-
тельности 10 штаммов Y. pestis из прикаспийского 
песчаного очага, а также последовательности 
20 штаммов из сопредельных очагов северного 
прикаспия, кавказа, закавказья и северного при-
аралья, включая 5 штаммов из терского-сун-
женского низкогорного, 3 – центрально-кавказского 
высокогорного, 3 – кобыстанского равнинно-
предгорного, 1 – мильско-карабахского равнинно-
предгорного, 1 – приараксинского низкогорного, 
1 – прикаспийского северо-западного степного, 
1 – северо-приаральского пустынного, 1 – урало-
эмбенского пустынного, 1 – приаральско-кара-
кумского пустынного, 1 – каракумского пустын-
ного, 1 – дагестанского равнинно-предгорного,  
1 – джейранчёльского равнинно-предгорного при-
родных очагов чумы. в филогенетический анализ 
включены также штаммы других филогенетических 
линий из разных очагов мира, последовательности 
которых представлены в базе данных NCBI GenBank. 
к ним относятся следующие геномы: 620024 (NCBI 
GenBank ID NZ_ADPM00000000.1), Pestoides F 
(NCBI GenBank ID NC_009381.1), Pestoides A (NCBI 
GenBank ID NZ_ACNT00000000.1), C092 (NCBI 
GenBank ID AL590842.1), 351001 (NCBI GenBank 
ID NZ_ADPF00000000.1), CMCC125002 (NCBI 
GenBank ID ADQN00000000.1), KIM10 (NCBI 
GenBank ID AE009952.1). дендрограмма построена 
на основе полногеномного SNP-анализа 37 штаммов 
Y. pestis (рис. 2).

сравнительный филогенетический анализ на 
основе выявленных 1183 коровых SNPs показал, 
что штаммы Y. pestis из терско-сунженского низ-
когорного очага, содержащие делецию в 5 п.н. в 
гене ypo1945, составили отдельный кластер в кав-
казской ветви эволюции (рис. 2). в этот кластер II 
(1968–2001) также вошли штаммы: 818 (C. caspius, 
1968) из приараксинского низкогорного очага, 1408 
(блохи, 1972) из прикаспийского северо-западного 
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степного очага, км918 (C. orienthalis, 1986) и с781 
(S. musicus, 2001) из центрально-кавказского вы-
сокогорного очага. анализ этих штаммов показал, 
что в их геноме также присутствует мутация в 5 п.н. 
в той же локализации, что и у штаммов из терско-
сунженского низкогорного очага. это означает, 
что выявленная мутация в гене ypo1945 является 
маркерной для этой филогенетически родственной 
группы штаммов. она может быть использована для 
реконструкции микроэволюции и распространения 
одной из линий Y. pestis на кавказе. в другом кла-
стере I (1955–1968) кавказской ветви, так же как и 
в других исследованных штаммах, эта маркерная 
делеция отсутствовала. в кластер I вошли штаммы 
из кобыстанского равнинно-предгорного очага – 261 
(Meriones erhytrourus, 1955), мильско-карабахского 
равнинно-предгорного очага – 1240 (M. erhytrourus, 
1967) и штамм KIM10 (человек, 1968). 

таким образом, анализ нуклеотидных после-
довательностей генов pgm‑области 65 штаммов 
Y. pestis из прикаспийского песчаного и сопредель-
ных очагов чумы выявил их высокий консерватизм. 
обнаружены единичные нуклеотидные замены  
у штаммов Y. pestis из прикаспийского песчаного и 
кобыстанского равнинно-предгорного очагов в генах 
hmsR, astВ, ybtS, ypo1944, ypo1943, ypo1936, а также 
делеция в 5 п.н. в гене ypo1945, которая характер-
на для штаммов одной из филогенетических линий 
Y. pestis из очагов кавказа и закавказья, выделенных 
в 1968–2001 гг. остальные гены у всех изученных 
нами штаммов были идентичными. дальнейшее ис-
следование генотипических особенностей штаммов 
Y. pestis необходимо для оценки их вирулентного и 

эпидемического потенциала. полученные данные 
могут быть использованы в лабораторной диагности-
ке, а также в установлении направлений микроэво-
люции возбудителя чумы в этом регионе прикаспия 
и сопредельных очагов.
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