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чума – одна из наиболее опасных бактериаль-
ных инфекций, летальность при которой может до-
стигать 30–50 %. по данным воз, за период 2010–
2015 гг. в мире зарегистрировано 3248 случаев чумы 
человека [10].

Штаммы Yersinia pestis имеют различную ви-
рулентность, эпидемическую значимость и регионы 
распространения. особенностями штаммов основ-
ного подвида являются их высокая и универсальная 
вирулентность в отношении различных видов носи-
телей и человека и высокая эпидемическая значи-
мость. именно они явились этиологическими аген-
тами трех пандемий чумы в античные и средние века 
и современную эпоху [4, 9]. Штаммы основного под-
вида широко распространены в природных очагах 
различных ландшафтно-географических зон. они 
включают три биовара: античный, средневековый и 
восточный. установление принадлежности штаммов 
к основному подвиду и определенному биовару поз-

воляет оценить эпидемический потенциал, проис-
хождение штамма и возможный путь его заноса при 
проведении эпидемиологического расследования.

в настоящее время решение задачи по опреде-
лению внутривидовой принадлежности штаммов 
Y. pestis и географическому региону происхождения 
можно проводить с использованием высокоразре-
шающей технологии днк-чипов. эта технология 
позволяет выполнять мультилокусный анализ гено-
ма исследуемого штамма по большому числу днк-
маркеров за счет использования специфических 
олигонуклеотидных зондов, иммобилизованных на 
твердом носителе.

целью нашего исследования было конструиро-
вание днк-чипа для разделения штаммов Y. pestis 
основного и неосновных подвидов, а также биоваров 
основного подвида; оптимизация методики гибриди-
зации на днк-чипе для штаммов Y. pestis.

ранее нами найдены днк-мишени для внутри-
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видовой дифференциации возбудителя чумы, одна из 
которых – «45» – обеспечивает разделение штаммов 
основного подвида от штаммов неосновных подви-
дов по наличию у первых в этом хромосомном локу-
се маркерной делеции в 45 п.н. [2]. другая найденная 
днк-мишень – «Med24» – позволяет отделять штам-
мы средневекового биовара от двух других биоваров 
основного подвида – античного и восточного ввиду 
делеции в 24 п.н. у средневековых штаммов [1]. по 
данным литературы, для выявления штаммов вос-
точного биовара может быть использована вариа-
бельность последовательности гена glpD, в котором 
у штаммов восточного биовара выявлена делеция в 
93 п.н. [7]. с использованием этих днк-мишеней 
(«Med24» и «glpD(-93)», а также «45») нами скон-
струирован образец днк-чипа для внутривидовой 
дифференциации штаммов Y. pestis. в литератур-
ных источниках отсутствуют данные по разработке 
днк-чипов для дифференциации штаммов Y. pestis 
по подвидам и биоварам. 

материалы и методы

в работе использовано 42 штамма Y. pestis 
основного подвида и 20 – неосновных подвидов, 
выделенных в природных очагах россии, ближнем 
и дальнем зарубежье. выделение днк штаммов 
Y. pestis выполняли стандартным методом в соответ-
ствии с му 1.3.2569-09 [3]. 

расчет олигонуклеотидных праймеров и зондов 
на мишенях «Med24», «glpD(-93)», «45» для днк-
чипов осуществляли с использованием программы 
Vector NTI 10 (Invitrogen Corporation, сШа) и ал-
горитма BLAST. зонды содержали аминогруппу на 
5’-конце для их иммобилизации на стекле (слайде). 
обратный праймер включал флуоресцентный краси-
тель Cy5. последовательности используемых в рабо-
те праймеров и зондов приведены в табл. 1.

нанесение зондов на слайд проводили с приме-
нением буфера для печати. для приготовления 100 
мкл этого буфера использовали 75 мкл 5м раствора 
бетаина, 25 мкл PBS буфера, 0,2 мкл 10 % раствора 
твина-20. 

олигонуклеотидные зонды разводили буфе-
ром для печати в соотношении 1:1 до концентра-
ции 50 пкмоль/мкл, затем с помощью миниплоттера 
«Xact Microarrayer» (LabNEXT, сШа) наносили на 
поверхность аминослайдов GAPS II Coated Slides 
(Corning, сШа) методом контактной печати в виде 
отдельных спотов по вертикали в четырех повторах. 
группа спотов формировала эрреи, предназначен-
ные для анализа конкретных образцов. для иммоби-
лизации нанесенных зондов слайды инкубировали 
20 мин при температуре 60 °с и при комнатной тем-
пературе в течение 18 ч. 

получение образцов штаммов Y. pestis для ана-
лиза в днк-чипах проводили методом амплифика-
ции в пцр выбранных днк-мишеней.

амплификацию образцов по трем днк-
мишеням проводили в одной реакции. использовали 
следующую программу амплификации: 1 цикл 94 °с 
в течение 5 мин; затем 35 циклов при 94 °с, 30 с; 
57 °с, 50 с; 72 °с 45 с и завершающий цикл 3 мин 
при 72 °с.

основные этапы анализа образцов штаммов 
Y. pestis в днк-чипах проводили согласно методи-
кам, описанным ранее зарубежными коллега-
ми [5, 6, 8]. в качестве трафаретов использовали 
16-луночные гибридизационные камеры «16-well 
incubation chamber» (Whatman, германия). слайды 
с нанесенными трафаретами помещали в рамки-
держатели «FAST-Frame» (Whatman, германия).

перед гибридизацией осуществляли предва-
рительную блокировку днк-чипов. во избежание 
неспецифического связывания в гибридизационные 
камеры вносили по 100 мкл блокирующего буфера, 
содержащего 97 мкл 20х SSPE-буфера, 2 мкл 1х рас-
твора дейнхардта, 1 мкл днк спермы лосося в ко-
нечной концентрации 0,2 мг/мл. блокирование про-
водили при температуре 42 °с в течение 30 мин с ис-
пользованием термошейкера при скорости вращения 
платформы 250 об./мин. затем слайды отмывали при 
температуре 42 °с в течение 5 мин 0,1х раствором 
SSPE-буфера с 0,2 % SDS при скорости вращения 
платформы 250 об./мин.

на этапе гибридизации в ячейки гибридизаци-
онной камеры вносили 80 мкл прогретой при 95 °с 
в течение 5 мин гибридизационной смеси, включаю-
щей 10 мкл амплификата и 70 мкл буфера для гибри-
дизации (63 мкл 20х SSPE-буфер, 7 мкл формамида). 
ячейки камер заклеивали самоклеящейся пленкой для 
предотвращения испарения. гибридизацию осущест-
вляли при 42 °с в течение 5 ч на термошейкере со 
скоростью вращения платформы 250 об./мин. потом 
содержимое ячеек с помощью вакуумного медицин-
ского отсасывателя отбирали, а слайды отмывали 2х 
раствором SSPE-буфера при температуре 42 °с в те-
чение 2 мин при скорости 250 об./мин, затем 0,1х рас-
твором SSPE-буфера с добавлением 0,2 % SDS. после 
этого слайды ополаскивали дистиллированной водой 
и высушивали центрифугированием при 1000 об./мин 
в течение 1 мин, хранили при 4 °с.

Таблица 1

Днк-мишени, последовательности праймеров и зондов  
для дифференциации штаммов Y. pestis основного и неосновных 

подвидов, биоваров основного подвида методом Днк-чипа

праймеры, зонды нуклеотидная последовательность 5’-3’

Chip-Med(-24)-S GCCAGTGTGTGTCTAAAG

Chip-Med(-24)-As (Cy5)-CGCAACATTCGTCGCAAA

Chip-Med(-24)-Zond2 (NH2)-ACATTGTGCTGGACTCACAGCCCC

Chip-glpD(-93)-S CAAGGCTTCACTTACCAAG

Chip-glpD(-93)-As (Cy5)-CAGAGGAAGGTAACATGGA

Chip-glpD(-93)-Zond (NH2)-TACCGACAGGCCACGCCCAG

Chip-45-S GTGGATGAGAAAGTTTACCC

Chip-45-As (Cy5)-ATCACACCTGGATGGTTAC

Chip-45-Zond (NH2)-ACTCAGCAAGCATCTGCTCAACATG
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учет результатов проводили с использованием 
сканера слайдов GenePix 4100A (сШа) с помощью 
программного обеспечения GenePix Pro 6.0.

критический уровень сигнала флуоресценции 
рассчитывали по формуле:

скр=2,2·к–,

где к– – значение флуоресценции отрицательно-
го контроля при 635 нм.

результат считали положительным, если среднее 
значение флуоресценции при длине волны 635 нм 
для четырех спотов одного зонда было больше или 
равно критическому уровню флуоресценции, и от-
рицательным, если среднее значение флуоресценции 
было меньше критического уровня. реакцию учиты-
вали при отрицательном результате в лунке с отрица-
тельным контролем (гибридизационный буфер).

результаты и обсуждение

полученные результаты по разработке днк-
чипа для проведения внутривидовой дифферен-
циации штаммов Y. pestis с использованием днк-
мишеней «Med24», «glpD(-93)», «45» представлены 
в табл. 2 и на рисунке. конструирование зондов на 
эти днк-мишени проводили таким образом, чтобы 
их нуклеотидные последовательности были компле-
ментарны участкам специфических делеций.

у всех использованных в данной работе 12 штам-
мов Y. pestis античного биовара основного подвида 
отсутствовал сигнал флуоресценции по мишени «45», 
но выявлялся по мишеням «Med24» и «glpD(-93)».

15 использованных в данной работе штаммов 
Y. pestis восточного биовара основного подвида ха-
рактеризовались отсутствием сигнала флуоресцен-
ции по мишени «45» и «glpD(-93)», однако выявлял-
ся по мишени «Med24».

Штаммам Y. pestis средневекового биовара 
основного подвида было специфично отсутствие 
сигнала флуоресценции по мишени «45» и «Med24», 
однако он выявлялся по мишени «glpD(-93)».

у всех использованных в данной работе штам-
мов Y. pestis неосновного подвида сигнал флуорес-
ценции выявлялся по всем трем мишеням.

таким образом, нами сконструирован днк-чип 
для одновременного разделения штаммов Y. pestis 
основного и неосновных подвидов и биоваров основ-
ного подвида, оптимизирована методика проведения 
анализа на днк-чипе. специфичность и эффектив-
ность данного днк-чипа подтверждена на 62 штам-
мах Y. pestis разных подвидов и биоваров, из которых 
12 штаммов античного биовара основного подвида, 
15 – средневекового биовара основного подвида, 15 – 
восточного биовара основного подвида, 20 штаммов 
неосновного подвида. 

Таблица 2

определение внутривидовой принадлежности  
штаммов Y. pestis с помощью Днк-чипа

Штаммы Y. pestis,  
их принадлежность

днк-мишени, наличие сигнала 
флуоресценции на днк-чипе

«45» «Med24» «GlpD(-93)»

основной подвид античный биовар 
(проверено 12 штаммов)

- + +

основной подвид средневековый био-
вар (15 штаммов)

- - +

основной подвид восточный биовар 
(15 штаммов)

- + -

неосновные подвиды (20 штаммов) + + +

определение внутривидовой принадлежности штаммов Y. pestis 
с помощью днк-чипа: 
1-й ряд – мишень 45, 2-й ряд – Med24, 3-й ряд – glpD(-93)



МИКРОБИОЛОГИЯ

352017, issue 2

в дальнейшем предстоит включить в днк-чип 
другие мишени для разделения по отдельным подви-
дам (основной, кавказский, алтайский, гиссарский, 
улегейский) и отдельным популяциям штаммов 
Y. pestis из различных географических регионов. 
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