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В основной подвид возбудителя чумы входят 
штаммы Yersinia pestis с высокой и универсальной 
вирулентностью и высокой эпидемической значи-
мостью. На основании биохимических отличий и 
по историко-географическому принципу штаммы 
основного подвида делятся на античный, средневе-
ковый и восточный биовары, каждый из которых вы-
звал одну из трех прошедших в истории пандемий 
чумы. По результатам проведенного полногеномно-
го секвенирования ряда штаммов Y. pestis выделены 
три филогенетические линии основного подвида: 
древняя линия «0» и две ее производные «1» и «2». В 
эти филогенетические линии входят основные гено-
варианты античного (0.ANT, 1.ANT, 2.ANT), средне-
векового (2.MED) и восточного (1.ORI) биоваров [6, 
8]. Выполненное недавно полногеномное секвениро-
вание штаммов Y. pestis из Центрально-Кавказского 
высокогорного и Тувинского горного очагов, рас-
положенных в России, позволило выделить еще два 
геноварианта штаммов средневекового (2.MED0) и 
античного (4.ANT) биоваров [3]. Штаммы геновари-
анта 4.ANT античного биовара были выявлены ранее 
и на территории Монголии [7]. 

Определение геноварианта штамма (и, следова-
тельно, его географического происхождения) важно 

для установления источника происхождения и ве-
роятных путей заноса инфекции, что требует разра-
ботки быстрых и надежных способов молекулярной 
идентификации геновариантов возбудителя чумы. 
Целью этого исследования была разработка способа 
определения геновариантов штаммов Y. pestis основ-
ного подвида методом ПЦР с гибридизационно-
флуоресцентным учетом результатов. 

Материалы и методы

В работе использовано 110 штаммов  
Y. pestis ос нов ного подвида, выделенных в природ-
ных очагах России, в ближнем и дальнем зарубе-
жье (табл. 1). Выделение ДНК штаммов Y. pestis 
выполняли стандартным методом в соответствии с 
МУ 1.3.2569-09 [4].

Последовательности использованных прайме-
ров и зондов в формате TaqMan приведены в табл. 2. 
В качестве флуоресцентных красителей использова-
ли FAM и ROX красители, а гасителей флуоресцен-
ции – BHQ1 и BHQ2. Условия проведения реакции 
были следующими: для мишеней «glpD» и «TUV» – 
1 цикл при 95 °С в течение 15 мин, затем 35 циклов 
при 95 °С 15 с, 60 °С 20 с, 72 °С 10 с; «med24» и 
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«pCKF» – 1 цикл при 95 °С в течение 15 мин, затем 
35 циклов при 95 °С 20 с, 56 °С 40 с; «Cusφ» – 1 цикл 
при 95 °С в течение 15 мин, затем 35 циклов при 
95 °С 15 с, 60 °С 30 с, 72 °С 25 с; «70» – 1 цикл при 
95 °С в течение 15 мин, затем 35 циклов при 95 °С 
15 с, 60 °С 20 с, 72 °С 10 с. Амплификацию ДНК 
осуществляли для каждой ДНК-мишени в отдельной 
реакции в амплификаторе Rotor-Gene 6000 (Сorbett 
Research, Австралия). На этапе отжига праймеров 
проводили учет флуоресценции, уровень порога рав-
нялся 0,05, специфичность реакции опре де ля лась 
значением Ct менее 31. Результат обеспечивался про-
граммным измерением значения Ct графика кривой 
флуоресценции, что отобража лось в виде статуса ре-
акции («реакция» и «нет реакции»).

Результаты и обсуждение

Для разработки быстрого и надежного способа 
определения геновариантов основного подвида воз-
будителя чумы в ПЦР с гибридизационно-флуо рес-
центным учетом результатов проведен поиск эффек-
тивных ДНК мишеней, обеспечивающих выявление 
геновариантов античного (0.ANT, 1.ANT, 2.ANT, 
4.ANT), средневекового (2.MED, 2.MED0) и восточ-
ного (1.ORI) биоваров. Ранее нами было установлено, 
что в геноме штаммов средневекового биовара между 
генами gcuT и visC после 3626562 нуклеотида присут-
ствует делеция размером 24 п.н., которая отсутствует 
у штаммов других биоваров [1]. Для выявления штам-
мов средневекового биовара (геновариант 2.MED) в 
ПЦР с гибридизационно-флуоресцентным учетом ре-
зультатов на мишень «Med24» рассчитаны праймеры, 
фланкирующие делецию, и зонд в варианте TaqMan, 
комплементарный самому участку делеции (табл. 2). 
Эффективность рассчитанных праймеров и зонда про-
верена на 110 использованных в этой работе штаммах 
основного подвида, в том числе на 35 штаммах средне-
векового биовара (табл. 1). У всех штаммов античного и 
восточного биоваров наблюдался положительный сиг-
нал амплификации, который отсутствовал у штаммов 
средневекового биоваров (рисунок, А). Единственным 

исключением ока зались штаммы средневекового био-
вара из неко торых участков Центрально-Кавказского 
высо когорного очага чумы. Эти штаммы отнесены 
нами ранее к геноварианту 2.MED0 на основе полно-
геномного секвенирования одного из них – Y. pestis 
С-627 [3]. Штаммы геноварианта 2.MED0 содержат 
уникальную криптическую плазмиду размером 5,4 
т.п.н., которая отсутствует у других штаммов Y. pestis 
[2, 5]. На основе впервые полученной полной нуклео-
тидной последовательности этой плазмиды выбран ее 
участок в позиции 3205–3332, который обозначен нами 
как мишень «pCKF», рассчитаны праймеры и зонд в 
формате TaqMan для специфической детекции штам-
мов средневекового биовара геноварианта 2.MED0 
(табл. 2). Их эффективность проверена на использо-
ванных в этой работе штаммах основного подвида, 
включая 18 штаммов из Центрально-Кавказского вы-

Таблица 1

Использованные в работе штаммы Y. pestis основного подвида и определение их геновариантов

Штаммы, происхождение, шт.
ДНК мишени, наличие сигнала в ПЦР

Геновариант
cusφ 70 med24 pCKF glpD TUV+

Античный биовар

Высокогорные очаги Тянь-Шаня – 15 штаммов – + + – + – 0.ANT

Африка – 4 + + + – + – 1.ANT

Забайкальский степной очаг – 8 – – + – + – 2.ANT

Тувинский горный очаг, Монголия – 10 – + + – + + 4.ANT

Средневековый биовар

Очаги Прикаспия,  Кавказа, Средней Азии – 35 – – – – + – 2.MED

Центрально-Кавказский высокогорный очаг – 18 – + + + + – 2.MED0

Восточный биовар

Вьетнам, США, Европа  – 20 + + + – – – 1.ORI

Таблица 2

Использованные в работе праймеры и зонды

ДНК-мишень Последовательность 5’- 3’

сusφ-S AGCGTACTCACGCTAATG

сusφ-As TATGGCGGACAAACAGAG

сusφ-P FAM-CACTCGACTTATGAAGAACTGGCC-BHQ1

med24-S GCCAGTGTGTGTCTAAA

med24-As CAACATTCGTCGCAAAG

med24-P FAM-ACATTGTGCTGGACTCACAGCCCC-BHQ1

pCKF-S AACCGCCTAAGCACTTTAT

pCKF-As CGTCAGGAACTCAACGAA

pCKF-P FAM-ATCAGAGAGCATTTGAGCGGTTG-BHQ1

glpD-S CAAGGCTTCACTTACCAAG

glpD-As CAGAGGAAGGTAACATGGA

glpD-P FAM-TACCGACAGGCCACGCCCAG-BHQ1

TUV-S CGCCGCCCATTCCGATTTA

TUV-As TCTGGCTTCCCGTTCCTGC

TUV-P FAM-TGTGCTTATCAGGACAACCAGCACA-BHQ1

70-S AGCGTCGTTTCTGCATCG

70-As CGCCGATTCAGTGCAGAT

70-P ROX-CTGAGGGTTTCGCATAGCC-BHQ2
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сокогорного очага. Положительный сигнал гибриди-
зации наблюдался в ПЦР только у штаммов геновари-
анта 2.MED0 и отсутствовал у штаммов геноварианта 
2.MED и других биоваров основного подвида, что 
свидетельствует о специфичности выбранной мише-
ни для детекции штаммов геноварианта 2.MED0 (ри-
сунок, Б). Использование в ПЦР праймеров и зондов 
на две ДНК-ми ше ни – «Med24» и «pCKF» обеспечи-
вает выявление всех штаммов средневекового биовара 
и их дифференциацию от штаммов других биоваров 
основного подвида.

Для выявления геноварианта 1.ORI восточного 
биовара нами рассчитаны праймеры и зонд на из-
вестную генетическую метку штаммов этого био-
вара – делецию в 93 п.н. в гене глицерол-3-фосфат-
дегидрогеназы в позиции 19–111 от начала гена [9]. 
Праймеры комплементарны последовательностям, 
фланкирующим делецию, а зонд комплементарен 
участку самой делеции (табл. 2). В ПЦР у всех 20 
использованных штаммов восточного биовара поло-
жительный сигнал гибридизации отсутствовал в от-
личие от штаммов других биоваров и подвидов.

Штаммы Y. pestis основного подвида, которые 
не содержат делеций в мишенях «Med24» и «glpD» 

и у которых отсутствует мишень «pCKF», относят-
ся к античному биовару. Для разделения геновари-
антов штаммов античного биовара нами проведен 
поиск эффективных ДНК-мишеней на основе срав-
нительного анализа полногеномных последователь-
ностей штаммов этого биовара, представленных в 
базе данных NCBI GenBank с помощью алгоритма 
BLAST. Эффективным для выявления геновари-
анта 1.ANT оказался участок генома, содержащий 
у штаммов этого геноварианта филаментозный 
фаг СUSφ. Рассчитанные нами праймеры и зонд в 
формате TaqMan комплементарны последователь-
ности этого фага (табл. 2), поэтому у штаммов ге-
новарианта 1.ANT в ПЦР наблюдался положитель-
ный флуоресцентно-гибридизационный сигнал. 
Филаментозный фаг СUSφ также содержится и в ге-
номе всех штаммов восточного биовара 1.ORI, одна-
ко геновариант античного биовара 1.ANT отделяется 
от геноварианта 1.ORI по наличию сигнала в ПЦР по 
ДНК-мишени «glpD». У штаммов восточного биова-
ра сигнал по мишени «glpD» отсутствует (табл. 1).

Для дифференциации штаммов другого гено-
варианта античного биовара – 2.ANT выбрана вы-
явленная нами мишень «70», которая представляет 
участок гена y1694, содержащий у штаммов этого ге-
новарианта делецию размером 70 п.н. после 811 н. от 
начала гена. Рассчитаны праймеры на участки гена 
y1694, фланкирующие делецию, и зонд, комплемен-
тарный самому участку делеции (табл. 2). В ПЦР у 
штаммов геноварианта 2.ANT положительный сиг-
нал гибридизации отсутствует. Делеция размером в 
70 п.н. в гене y1694 присутствует также и у штаммов 
средневекового биовара геноварианта 2.MED, одна-
ко геновариант 2.ANT отделяется от них по нали-
чию положительного сигнала по мишени «Med24». 
У штаммов геноварианта 2.MED этот сигнал отсут-
ствует (табл. 1). 

Для выявления штаммов античного биовара 
геноварианта 4.ANT, циркулирующих в Тувинском 
горном очаге и Монголии, использован участок 
криптической плазмиды размером 34 т.п.н., при-
сутствующий в этих штаммах. В качестве ДНК ми-
шени, обозначенной «TUV», выбран участок плаз-
миды, расположенный в гене parA. Праймеры и 
зонд рассчитаны на последовательность плазмиды, 
поэтому в ПЦР положительный гибридизационно-
флуоресцентный сигнал наблюдался у 10 штаммов 
геноварианта 4.ANT и отсутствовал у других биова-
ров и подвидов.

Штаммы античного биовара, которые не диф-
ференцируются с помощью мишеней «сusφ», «70» и 
«TUV», относятся к геноварианту 0.ANT античного 
биовара.

Эффективность разработанного нами метода 
определения геновариантов основного подвида ан-
тичного, средневекового и восточного подтверждена 
на 110 штаммах основного подвида античного, сред-
невекового и восточного биоваров (табл. 1). 

Таким образом, нами впервые разработан эф-

Выявление типичных и атипичных штаммов средневекового 
биовара методом ПЦР с гибридизационно-флуоресцентным уче-
том результатов на мишени «Med24» (А) и «pCKF» (Б):
Штаммы Y. pestis: 1 – Sonche восточный биовар (б/в) (положительный 
контроль); 2 – 107 средневековый б/в (нет реакции); 3 – С-730 средне-
вековый б/в, атипичный; 4 – КМ 919 средневековый б/в, атипичный; 5 – 
КМ 921 средневековый б/в, атипичный; 6 – 210 (301) античный б/в; 7 – 
Hamburg 15 восточный б/в; 8 – 231(708) античный б/в (положительный 
контроль); 9 – 99 средневековый б/в (нет реакции); 10 – И-3036 антич-
ный б/в; 11 – Kurdistan 290 средневековый б/в (нет реакции); 12 – А-1836 
античный б/в; 13 – И-1996 античный б/в; 14 – отрицательный контроль 
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фективный способ определения геновариантов 
основного подвида возбудителя чумы в ПЦР с 
гибридизационно-флуоресцентным учетом резуль-
татов, использование которого позволяет ускорить 
процедуру определения внутривидовой принадлеж-
ности и региона происхождения штаммов Y. pestis. 
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