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Штаммы возбудителя чумы Yersinia pestis, кроме 
высоковирулентных и эпидемически значимых штам-
мов основного подвида, широко распространенных в 
природных очагах чумы в Российской Федерации и 
за рубежом, включают четыре неосновных подвида – 
кавказский, алтайский, гиссарский и улегейский. 
Штаммы неосновных подвидов, несмотря на изби-
рательную вирулентность и низкий эпидемический 
потенциал, также способны вызывать заболевание 
у людей. Неосновные подвиды имеют ограничен-
ное распространение и циркулируют на эндемичных 
территориях: штаммы кавказского подвида – в оча-
гах Кавказа и Закавказья, алтайского подвида – в 
Алтайском горном очаге и в Монголии, гиссарско-
го – в Гиссарском высокогорном очаге, улегейского – 
в очагах Монголии. Дифференциацию штаммов раз-
ных подвидов проводят на основе их различий в био-
химической активности. Штаммы основного подвида 
в отличие от штаммов всех неосновных подвидов не 
ферментируют рамнозу и мелибиозу, улегейского – 
не редуцируют нитраты, алтайского и гиссарского – 
не редуцируют нитраты и не ферментируют араби-
нозу, а штаммы кавказского подвида биохимически 
активны по всем этим признакам. В настоящее время 
эта длительная процедура определения подвидовой 

принадлежности Y. pestis может быть заменена мето-
дами молекулярной идентификации на основе выяв-
ления отличий в структуре геномов штаммов с раз-
личной подвидовой принадлежностью. Метод ПЦР 
позволяет быстро и просто проводить молекулярную 
идентификацию штаммов Y. pestis, оценивать их эпи-
демическую значимость. Ранее нами был разработан 
способ дифференциации штаммов Y. pestis основного 
и неосновных подвидов и близкородственного псев-
дотуберкулезного микроба методом ПЦР, который 
обеспечивает их эффективное разделение и который 
включен в стандартный алгоритм молекулярного ти-
пирования штаммов возбудителя чумы [2]. 

Важной задачей является разработка способа 
ПЦР-дифференциации штаммов неосновных под-
видов, который позволит быстро определить под-
видовую принадлежность штамма и регион его гео-
графического происхождения. Штаммы кавказского 
подвида представляют отдельную филогенетиче-
скую линию на общем стволе эволюции возбудителя 
чумы, имеют ряд уникальных мутаций, например в 
генах факторов роста, и их дифференциация в ПЦР 
не составляет трудности [3]. Отдельную ветвь эво-
люции неосновных подвидов представляют и штам-
мы улегейского подвида, которые также имеют ряд 
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маркерных делеций в геноме. Наиболее сложной и 
до сих пор нерешенной задачей является разработка 
простого и эффективного способа разделения в ПЦР 
штаммов алтайского и гиссарского подвидов, ввиду 
высокого сходства их генетической организации и 
отсутствия выявленных ДНК мишеней для проведе-
ния этого разделения. Нами показано, что штаммы 
алтайского и гиссарского подвидов составляют еди-
ную филогенетическую линию на общем стволе эво-
люции возбудителя чумы [6]. 

Штаммы алтайского подвида по опубликованной 
схеме мирового генетического разнообразия отнесе-
ны к геноварианту 0.PE4, к которому также относят-
ся штаммы microtus, циркулирующие в двух очагах 
чумы в Китае [5]. Данные по определению геновари-
антной принадлежности штаммов гиссарского под-
вида в литературе отсутствуют. Неясно также систе-
матическое положение штаммов неосновного подви-
да, выделяемых в Таласском высокогорном очаге в 
Киргизии. По фенотипическим дифференциальным 
биохимическим характеристикам – отсутствию спо-
собности к редукции нитратов и ферментации ара-
бинозы, все штаммы этих неосновных подвидов от-
носятся к близкородственной группе штаммов, кото-
рую мы обозначили как алтайско-гиссарская группа 
геноварианта 0.PE4. Проведенное недавно секвени-
рование геномов ряда штаммов алтайского, гиссар-
ского подвидов и штаммов из Таласского высоко-
горного очага в рамках выполняемой в РосНИПЧИ 
«Микроб» программы по полногеномному секвени-
рованию штаммов из природных очагов России и 
других стран СНГ позволило нам провести сравни-
тельный анализ нуклеотидных последовательностей 
этих штаммов для выявления отличий в их генетиче-
ской организации.

Целью исследования был поиск эффективных 
ДНК-мишеней и разработка способа дифференциа-
ции штаммов Y. pestis алтайского, гиссарского под-
видов и родственных им таласских штаммов и штам-
мов microtus методом ПЦР.

Материалы и методы

Использованные в работе штаммы приведены в 
табл. 1. Выделение ДНК штаммов проводили в соот-

ветствии с МУ 1.3.2569-09 «Организация работ лабо-
раторий, использующих методы амплификации ну-
клеиновых кислот при работе с материалом, содержа-
щим микроорганизмы I–IV групп патогенности» [4].

ПЦР осуществляли с применением амплифи-
катора с прогреваемой крышкой БИС Н (Кольцово, 
Россия). Для мишени «Alt(-122)» использовали про-
грамму амплификации: 1 цикл 94 °С в течение 5 мин, 
затем 35 циклов – 94 °С 45 с, 58 °С 1 мин, 72 °С 45 с 
и завершающий цикл 3 мин при 72 °С. Для мишени 
«Tal(-72)» использовали программу: 1 цикл 94 °С в 
течение 5 мин, затем 35 циклов – 94 °С 45 с, 60 °С 
1 мин, 72 °С 45 с и завершающий цикл 3 мин при 
72 °С. Для мишени «aRaCF1/aRaCR1» амплифика-
цию фрагмента осуществляли по следующей схеме: 
1 цикл 94 °С в течение 5 мин, затем 35 циклов при 
94 °С 45 с, 56 °С 1 мин, 72 °С 45 с и завершающий 
цикл 3 мин при 72 °С.

Использованные в работе праймеры приведены 
в табл. 2. Учет результатов осуществляли методом 
электрофореза в 1,5 % агарозном геле. Определение 
размеров образуемых в ПЦР фрагментов проводили с 
помощью стандарта молекулярных масс (GenRulerTM 
100 bp DNA Ladder Plus, MBI Fermentas. Литва) с 
размером от 100 до 1000 п.н.

Сравнение полногеномных последовательно-
стей штаммов осуществляли с помощью программы 
MEGA5 и алгоритма BLAST. Расчет праймеров про-
водили в программе Vector NTI.

Результаты и обсуждение

Всего в работе использовано 97 штаммов Y. pes-
tis различных подвидов (табл. 1). 

Ранее нами при сравнительном анализе гено-
мов штаммов возбудителя чумы был выявлен ва-
риабельный хромосомный локус, расположенный в 
межгенном участке между геном wzyE (общий анти-
ген энтеробактерий) и геном dapF (диаминопимелат-
эпимераза). У штаммов кавказского и улегейского 
подвидов этот локус находится в интактном состоя-
нии, в то время как у штаммов Y. pestis основного под-
вида в нем содержится делеция размером 34 п.н., а у 
штаммов алтайского и гиссарского подвидов и штам-
мов microtus – вставка размером 17 п.н. Таким обра-

Таблица 1

Использованные в работе штаммы Y. pestis и определение их подвидовой принадлежности методом ПЦР

Штаммы, происхождение, количество
ДНК-мишени, размер амплификата в п.н.

Подвид (п/в), группа (гр.)
Alt(-122) Tal(-72) aRaC(-112)

Алтайский горный очаг – 32 штамма 90 165 814 алтайский п/в

Монголия – 2 штамма 212 165 702
И-3085  
И-3086

гр. microtus 
не определено

Гиссарский высокогорный очаг – 8 штаммов 212 165 814 гиссарский п/в

Таласский высокогорный очаг – 10 штаммов 212 93 814 гр. таласская 

Очаги Кавказа и Закавказья – 20 штаммов 212 165 814 кавказский п/в

Очаги Прикаспия и Средней Азии – 25 штаммов 212 165 814 основной п/в
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зом, использование этого участка генома позволяет 
проводить отделение штаммов алтайско-гиссарской 
группы от других подвидов возбудителя чумы.

Для выявления в ПЦР штаммов алтайского под-
вида в этой работе нами проведен поиск эффектив-
ной ДНК-мишени на основе сравнения полученных 
в РосНИПЧИ «Микроб» полных нуклеотидных по-
следовательностей штаммов неосновных подвидов 
с помощью программы MEGA и алгоритма BLAST. 
В результате удалось выявить новую перспектив-
ную ДНК-мишень, расположенную в межгенном 
участке между геном YPO3333 (кодирует L-ксилозо-
5-фосфат-3-эпимеразу) и геном YPO3332 (кодирует 
предполагаемый ABC транспортный белок сахаров, 
белок пермеазы) и содержащую делецию размером 
122 п.н. у штаммов алтайского подвида, которая от-
сутствует у штаммов гиссарского подвида, а также у 
других подвидов Y. pestis. Этот локус обозначен нами 
как «Alt(-122)» и использован для дифференциации 
штаммов алтайского подвида. На него рассчитаны 
праймеры, и определены оптимальные условия про-
ведения реакции (табл. 2). Их эффективность прове-
рена на 97 использованных в этой работе штаммах 
Y. pestis разных подвидов. Показано, что делеция 
размером 122 п.н. присутствовала только в геноме 
32 исследованных штаммов из Алтайского горного 
очага и отсутствовала у штаммов других подвидов 
(рис. А). Исключение составили два имевшихся в 
нашей коллекции штамма алтайского подвида из 
Монголии – Y. pestis И-3085 и И-3086, у которых эта 
генетическая метка отсутствовала. 

Для дифференциации штаммов microtus от дру-
гих штаммов алтайско-гиссарской группы мы исполь-
зовали праймеры на описанную ранее характерную 
генетическую метку штаммов microtus – делецию в 
112 п.н. в регуляторном гене арабинозного оперона 

araC (табл. 2) [1, 7]. Применение этих праймеров при 
изучении использованных штаммов показало ее от-
сутствие у всех штаммов алтайского и гиссарского 
подвидов, таласских штаммов, а также у штаммов 
основного и улегейского подвидов. Единственным 
штаммом, у которого эта делеция присутствовала 
оказался штамм Y. pestis И-3085 из Монголии, кото-
рый по паспортным данным отнесен к алтайскому 
подвиду. Однако отсутствие у него выявленной нами 
генетической метки штаммов алтайского подвида из 
Алтайского горного очага чумы, наряду с наличием 
характерной мутации штаммов microtus, свидетель-
ствует о том, что он относится к последним. 

Для выявления ДНК мишени для дифферен-
циации штаммов из Таласского высокогорного оча-
га в Киргизии и их отделения от других штаммов 
алтайско-гиссарской группы нами проведен сравни-
тельный анализ полногеномной последовательности 
секвенированного в РосНИПЧИ «Микроб» штамма 
из этого очага со штаммами алтайского и гиссар-
ского подвидов. В результате выявлена новая ДНК-
мишень «Tal(-72)», обеспечивающая их дифференци-
ацию. Эта мишень представляет собой участок гена 
YPO2412 (кодирует гипотетический белок) и вклю-
чает делецию в 72 п.н. На нее рассчитаны праймеры, 
и определены условия проведения ПЦР (табл. 2). На 
основе анализа использованных в этой работе штам-
мов показано, что обнаруженная мутация выявляется 
только у штаммов из Таласского высокогорного оча-
га и отсутствует у других подвидов (рисунок, Б). 

Применение двух новых выявленных ДНК-
мишеней – «Alt(-122)» и «Tal(-72)», наряду с ра-
нее использованной генетической меткой штаммов 
microtus – делеции в 112 п.н. в регуляторном гене 
арабинозного оперона araC, обеспечивает диф-
ференциацию всех штаммов алтайско-гиссарской 

Таблица 2

Использованные в работе праймеры

ДНК мишень Последовательность 5’– 3’ Температура  отжига Ссылка

Alt(-122) Alt(-122)-S   CGCAGCTAACTGTTTATG 
Alt(-122)-As ATTCCTAGTGGGTGAATG

58 °С данная работа

Tal(-72)- Tal (-72)-S   CGCAAGAGTTAGGGCTGGA 
Tal (-72)-As CCTAACAAGATCCCACGGC

60 °С –«–

aRaC(-112) aRaCF1 CGGACGATATAAGGTTACG 
aRaCR1 TCC GGTAATAAATTGACAG

56 °С Zhou et al., 2004

Дифференциация штаммов Y. pestis алтайско-
гиссарской группы неосновных подвидов 
с праймерами на участки «Alt(-122)» (А) и 
«Tal(-72)» (Б): 
Штаммы Y. pestis, основной подвид: 1 – Sonche,  
2 – А100; кавказский подвид: 3 – 400, 4 – 16Д; уле-
гейский подвид: 5 – И‑3130, 6 – И-3131; гиссар-
ский подвид: 7 – А-1725, 8 – А-1726, 9 – А-1731, 
10 – А-1729, 11 – А-1633, 12 – А-1627, 13 – А-1724; 
алтайский подвид: 14 – КМ1205, 15 – И-2317,  
16 – 6209, 17 – 4857; таласские штаммы: 18 – А-1818, 
19 – А-1815, 20 – А‑1817



Проблемы особо опасных инфекций, вып. 1, 2015

74

группы штаммов. В ПЦР с праймерами на мишень 
«Alt(-122)» у штаммов алтайского подвида образует-
ся фрагмент амплификации характерного размера в 
90 п.н., в то время как у других штаммов алтайско-
гиссарской группы, равно как и у штаммов основно-
го и улегейского подвида, – размером 212 п.н. В ПЦР 
с праймерами на мишень «Tal(-72)» у всех штаммов 
Y. pestis образуется фрагмент размером 165 п.н., а у 
таласских штаммов – размером 93 п.н. С праймера-
ми на мишень «aRaC(-112)» у всех штаммов Y. pestis 
амплифицируется фрагмент размером 814 п.н., а у 
штаммов microtus – 702 п.н. (табл. 2). Использование 
всех трех ДНК-мишеней обеспечивает быструю 
и простую дифференциацию близкородственных 
штаммов алтайского, гиссарского подвидов, штам-
мов microtus и таласских штаммов. Следует также 
отметить, что из двух штаммов алтайского подвида 
из Монголии, ни один не относился к этому подви-
ду. Один штамм принадлежал к штаммам microtus, а 
второй – к неизвестной группе. Это, возможно, сви-
детельствует о том, что штаммы алтайского подвида 
не имеют распространения на территории Монголии, 
а циркулируют преимущественно в Алтайском гор-
ном очаге чумы. 

Авторы подтверждают отсутствие конфликта 
финансовых/нефинасовых интересов, связанных с 
написанием статьи.
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