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Природные очаги чумы зарегистрированы на 
всех континентах, кроме Австралии и Антарктиды. 
На территории стран Содружества Независимых 
Государств расположено 45 природных очагов чумы, 
в том числе 11 – в Российской Федерации. По дан-
ным ВОЗ, в мире в среднем ежегодно регистрируют 
около 2000 случаев чумы у людей, часть из кото-
рых имеет летальный исход. С 1999 г. по настоящее 
время в странах ближнего зарубежья (Казахстан, 
Киргизия) неоднократно фиксировали заболевания 
людей чумой. В Российской Федерации в 1979 г. 
заражение человека чумой было зафиксировано в 

Республике Калмыкия на фоне резкой активизации 
Прикаспийского песчаного природного очага чумы, а 
в сентябре 2014 г. – на территории Горно-Алтайского 
высокогорного природного очага [2]. 

Для предупреждения возникновения чумы, а 
также завоза и распространения из стран ближне-
го и дальнего зарубежья в Российской Федерации 
и странах Таможенного союза внедрены и успешно 
реализуются Международные медико-санитарные 
правила (ММСП, 2005 г.), являющиеся стандартизи-
рующим инструментом глобальной и национальной 
готовности к предупреждению и ответным мерам на 
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чрезвычайные ситуации в области общественного 
здравоохранения. Разработанная методология вне-
дрения ММСП на национальном уровне базируется 
на преобразовании на инновационной основе орга-
низационного, методологического, технологическо-
го, материально-технического, кадрового, производ-
ственного (МИБП), нормативно-методического обе-
спечения системы предупреждения, надзора и кон-
троля чрезвычайных ситуаций в области санитарно-
эпидемиологического благополучия населения, 
имеющих национальное и международное значение. 
При этом одним из актуальных мероприятий являет-
ся обучение специалистов современным методам ла-
бораторной диагностики чумы и безопасной работы 
с возбудителем болезни. Вместе с тем национальная 
концепция обеспечения биологической безопасности 
определяет необходимость максимального сокраще-
ния использования в технологических процессах па-
тогенных микроорганизмов [1, 6]. В сфере снижения 
биологических рисков обучающих технологий это 
означает необходимость подбора штаммов возбуди-
теля чумы в качестве учебных и применения их при 
реализации программ дополнительного профессио-
нального образования.

Слушатели курсов при освоении учебного моду-
ля «Микробиология и лабораторный диагноз чумы» 
проводят исследования на пробах-имитаторах па-
тогенных биологических агентов (ПБА) методами, 
включенными в регламентированную схему лабора-
торной диагностики, в том числе биологическим ме-
тодом [4, 5, 8].

Методические рекомендации по приготовлению 
проб-имитаторов ПБА предлагают использование 
штамма Y. pestis EV линии НИИЭГ [9]. Однако это 
не позволяет обучающимся изучить биологические 
свойства всех подвидов возбудителя чумы в полном 
объем. Кроме того, используемый вакцинный штамм 
Y. pestis EV линии НИИЭГ при имитации чумы у ла-
бораторных животных не позволяет стабильно по-
лучать типичную патоморфологическую картину, а 
также выделять микроорганизмы при посеве парен-
химатозных органов.

Ранее нами были предложены критерии подбора 
учебных штаммов и определены принципы форми-
рования из них специализированного набора с целью 
обучения. Основополагающим принципом является 
использование авирулентных штаммов или штаммов 
со сниженной вирулентностью [11].

В соответствии с предложенными критерия-
ми нами были подобраны 19 штаммов возбудителя 
чумы – кандидатов в учебные, из числа хранящихся 
в Государственной коллекции патогенных бактерий 
(ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб»). Однако было установ-
лено, что у 72 % штаммов отсутствуют данные о на-
личии генетических маркеров вирулентности и срок 
их хранения составляет от 9 до 60 лет. Следовательно, 
необходимо провести оценку аутентичности штаммов 
– кандидатов в ученые для получения представления 
об их вирулентности в настоящий момент. 

Цель исследования – охарактеризовать штаммы 
возбудителя чумы – кандидаты в учебные по составу 
основных генов вирулентности хромосомной и плаз-
мидной локализации.

Материалы и методы

В работе использовано 18 штаммов Yersinia 
pestis, подобранные согласно выработанным крите-
риям и на основании изученных морфологических, 
культуральных, биохимических свойств. Из них 13 
штаммов выделены на территории природных очагов; 
2 штамма – кандидаты в вакцинные, не прошедшие 
государственные испытания; 2 авторских экспери-
ментальных штамма, входящие в изогенную систему 
на основе высоковирулентного штамма Y. pestis 231; 
1 штамм, резистентный к бактериофагам, применяе-
мым в схеме лабораторной диагностики чумы (та-
блица). Штаммы Yersinia рestis выращивали на агаре 
Хоттингера, рН 7,2, при температуре (28±1) °С в те-
чение 48 ч.

Исследования проводили с помощью набо-
ра реагентов для идентификации штаммов Y. pes-
tis методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с 
гибридизационно-флуоресцентным учетом результа-
тов в режиме реального времени («Ген Yersinia pestis 
идентификация – РГФ») по следующей программе: 
1 цикл – 95 °С 15 мин, затем 10 циклов: 95 °С – 30 с, 
60 °С – 30 с, 72 °С – 30 с и еще 35 циклов: 95 °С – 
20 с, 56 °С – 20 с, 72 °С – 20 с. Флуоресценцию изме-
ряли при 56 °С по каналам FAM/Green, JOE/Yellow, 
ROX/Orange. 

Идентификация чумного микроба с помощью 
данного набора реагентов основана на одновремен-
ной амплификации фрагментов следующих генов: 
рlа (плазмида рPst), хромосомного локуса 3а, саf1 
(плазмида pFra), hmsH (hms-локус хромосомной об-
ласти пигментации) и двух генетических маркеров, 
ассоциированных с вирулентностью: irp2 (остров 
высокой патогенности) и lcrV (плазмида pCad).

Результаты и обсуждение 

В ходе исследования у 18 штаммов установлено 
наличие хромосомного видоспецифичного фрагмента 
3а (таблица), что подтверждало отнесение их к виду 
Y. рestis и соответствовало паспортным данным. 

Все изученные с помощью ПЦР штаммы со-
держали ген саf1 – маркер плазмиды рFrа. Вместе с 
тем у девяти штаммов выявлено отсутствие плазми-
ды pPst (гена рlа), у четырех – плазмиды рСаd (гена 
lcrV), у десяти – ybt- и/или hms-регионов области 
пигментсорбции острова патогенности (генов hmsH 
и/или  irp2). 

Как известно, видоспецифичная плазмида pPst 
содержит ген рlа, кодирующий синтез специфичных 
для возбудителя чумы белков: бактериоцина – пести-
цина и активатора плазминогена. Активатор плаз-
миногена в условиях 37 °С осуществляет инвазию 
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тканей теплокровных организмов за счет прикрепле-
ния к внеклеточному матриксу, а также разрушает 
фибриновые пленки, облегчая выход возбудителя 
из очага воспаления и его дальнейшее распростра-
нение. В условиях 28 °С реализуется плазмокоагу-
лязная активность, которая важна для обеспечения 
специфического трансмиссивного пути передачи 
возбудителя чумы. Таким образом, продукция плаз-
миды pPst играет важную роль в патогенезе чумы, но 
не является основной детерминантой вирулентности 
[3, 10, 12, 14, 15].

Видоспецифичная плазмида возбудителя чумы 
pFra кодирует продукцию капсульного антигена (FI), 
его транспорт на поверхность клетки и сборку капсу-
лы, а также синтез мышиного токсина. Значение FI в 
патогенезе связано с антифагоцитарными свойства-
ми – противодействием фагоцитозу возбудителя чумы 
нейтрофилами и моноцитами, но не макрофагами. 
Наличие этого антигена не всегда коррелирует с виру-
лентностью, следовательно, он не относится к числу 
основных факторов вирулентности [3, 10, 12, 14, 15]. 

Плазмида рСаd, которая является общим репли-
коном для всех патогенных иерсиний, несет одну из 
главных детерминант вирулентности – ген lcrV [7].

Одним из основных генетических детерминант 
вирулентности хромосомной локализации является 
ген irp2, расположенный в пределах ybt-региона 
острова высокой патогенности [3, 10, 12, 14, 15]. Гены 
пигментации, или хранения гемина, hms (5 генов) ви-
доспецифичны. В 1992 г. В.В.Кутыревым и соавт. было 
показано, что фактор пигментации не имеет значения 
для вирулентности, но важен для приживания и раз-
множения возбудителя чумы в преджелудке блохи, а 

также для образования блока преджелудка. Результаты 
представлены в диссретационном исследовании. 

В ходе ПЦР-анализа определены следующие 
генетические варианты изученных штаммов воз-
будителя чумы: рFrа+pPst+рСаd+Рgm– (6 штаммов); 
рFrа+pPst+рСаd–Рgm+ (2 штамма); рFrа+pPst– рСаd+Рgm+ 
(6 штаммов); рFrа+pPst–рСаd+Рgm– (2 штамма); 
рFrа+pPst–рСаd–Рgm– (1 штамм); рFrа+pPst+рСаd–Рgm– 
(1 штамм) (таблица).

Однако при анализе полученных результатов у 
штамма КМ130(3) установлено несоответствие ге-
нетических характеристик, полученных в результате 
ПЦР-анализа, и содержащихся в паспорте. Согласно 
паспорту штамм характеризуется как pCad+, а по дан-
ным ПЦР – pCad–. Для уточнения сведений проведен 
плазмидный скрининг [13], который подтвердил на-
личие плазмиды pCad. Причиной, по которой она не 
была обнаружена при ПЦР-анализе, является деле-
ция фрагмента гена lcrV, комплементарного прайме-
рам и зонду в использованном наборе реагентов. 

Таким образом, на основании ПЦР-анализа изу-
чаемые штаммы Y. pestis были дифференцированы 
на имеющие детерминанты вирулентности хромо-
сомной (Рgm+ – irp2 и hmsH) и плазмидной локали-
зации (pCad+) и штаммы, в геноме которых наблюда-
ется отсутствие одной или нескольких детерминант 
вирулентности. 

Для использования в качестве учебных наиболее 
перспективными являются следующие генетические 
варианты штаммов: Рgm– (hmsH–, irp2–) рСаd+ (lcrV+) 
или Рgm+ (hmsH+, irp2+) рСаd– (lcrV–). 

Однако наличие детерминант вирулентности не 
позволяет дать окончательную характеристику виру-

Характеристика штаммов Yersinia рestis с помощью набора реагентов «Ген Yersinia рestis идентификация – РГФ»

Штамм

Генетические маркеры

3а  
(хромосома)

pla 
(плазмида pPst)

caf1 
(плазмида pFra)

lcrV 
(плазмида pCad)

irp2 
(хромосомный остров 

патогенности)

hmsH 
(хромосомный остров 

патогенности)

Y. pestis 14/44 + + + + - -

Y. pestis 707 Касуга + + + - + +

Y. pestis М-1813 + + + + - -

Y. pestis 7896 + - + + + +

Y. pestis  290 (1499) + - + + + +

Y. pestis 100Р6(36М5) + + + + - -

Y. pestis 652 «Гризель» + - + + + +

Y. pestis 780 (К-1) + - + + - -

Y. pestis 471 Овсепсика + - + + + +

Y. pestis КМ 260 (5) + + + - + +

Y. pestis М-1815 + + + + - -

Y. pestis 521 (2101) + + + + - -

Y. pestis М-1814 + + + + - -

Y. pestis 6483 АМО + - + + + +

Y. pestis 22 (22) + - + + - -

Y. pestis 835 2 «РВС» + - + + + +

Y. pestis КМ- 130 (3) + - + - - -

Y. pestis A-819 + + + - - -
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лентности штаммов. Регламентированный подход к 
оценке вирулентности штаммов возбудителя чумы, 
включает комплексное исследование in vitro, а так-
же in vivo на лабораторных животных. В связи с тем, 
что многие из исследованных штаммов имеют срок 
хранения в ГКПБ более 9 лет, целесобразно прове-
сти контроль их вирулентности с помощью методов, 
регламентированных действующими нормативно-
методическими документами (определить вирулент-
ность in vitro, установить LD50, оценить патомор-
фологическую картину чумы, развивающуюся при 
заражении ими лабораторных животных), а также 
оценить стабильность выделения возбудителя из па-
ренхиматозных органов.

Таким образом, на основании ПЦР-анализа из 
исследованной группы штаммов Y. pestis отобраны 
генетические варианты, в геноме которых наблю-
дается отсутствие одной или нескольких основных 
детерминант вирулентности. Для оценки степени 
вирулентности конкретных штаммов необходимо 
установить LD50 для лабораторных животных, а так-
же определить вирулентность in vitro регламентиро-
ванными методами. Штаммы, отнесенные к группам 
авирулентных (LD > 105 м.к.) и слабовирулентных 
(LD > 106 м.к.), сформируют группу наиболее пер-
спективных для использования в качестве учебных с 
целью снижения биологических рисков обучающих 
технологий на практических занятиях при освоении 
учебного модуля «Микробиология и лабораторный 
диагноз чумы».
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