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Наличие многочисленных природных очагов 
чумы на территории Российской Федерации, небла-
гополучие по чуме в граничащих с ней сопредель-
ных странах, а также возможность использования 
возбудителя чумы в биотеррористических актах 
настоятельно требуют разработки эффективной си-
стемы молекулярной диагностики штаммов  Y. pes-
tis. Создание такой системы позволит проводить 
быструю дифференциацию штаммов возбудителя 
чумы от других близкородственных иерсиний, а так-
же устанавливать источник происхождения штамма 
и определять его ландшафтно-географическую при-
надлежность. В настоящее время достаточно остро 
стоит проблема обнаружения высокоразрешающих 
генетических локусов, которые могут быть использо-
ваны в качестве ДНК-мишеней для генотипирования  
Y. pestis. Однако в литературе имеется ограниченное 
количество публикаций по этому вопросу [1, 2, 4, 5, 
6]. Для генотипирования штаммов возбудителя чумы, 
как правило, используются достаточно консерватив-
ные гены, применение которых позволяет проводить 
разделение видов внутри рода Yersinia, но не внутри-
видовую дифференциацию штаммов  Y. pestis [5, 6]. 

На основе проведения сравнительного компью-
терного анализа более чем двадцати генов жизнео-
беспечения  Y. pestis, участвующих в азотном, угле-
водном, и аминокислотном обменах, нами выбраны 
гены napA (периплазматическая нитратредуктаза), 
aspA (аспартатаммониумлиаза), rhaS (активатор 
транскрипции L-рамнозного оперона), zwf (глюкозо-
6-фосфат-1-дегидрогеназа) и tcaB (белок TcaB ком-
плекса инсектицидных токсинов), использование ко-
торых позволяет проводить внутривидовое деление 
штаммов возбудителя чумы и определять их принад-
лежность к подвидам – основному, кавказскому, ал-
тайскому, гиссарскому, улегейскому и к биоварам – 
античному, средневековому и восточному. 

Выявление вариабельных участков генов napA, 
aspA, rhaS, zwf и tcaB проводили на основе сравнения 
их нуклеотидных последовательностей у всех штам-
мов Y. pestis, представленных в базе данных NCBI 
GenBank: KIM (б/в medievalis), CO92 (б/в orientalis), 
Antiqua, Angola, Nepal516 (б/в antiqua), 91001 (б/в mi-

crotus), Pestoides F (кавказский подвид) и Y. pseudotu-
berculosis PB1/+, IP 32953, IP 31758, YPIII. На выявлен-
ные вариабельные участки этих генов с помощью про-
граммы PrimerExpress нами рассчитаны праймеры, ко-
торые использованы для амплификации этих локусов 
в ПЦР для их последующего секвенирования. Синтез 
олигонуклеотидных праймеров осуществляли на ав-
томатическом синтезаторе ДНК «АСМ-800» (Биоссет, 
Россия) в РосНИПЧИ «Микроб». Полученные в ПЦР 
фрагменты генов анализировали методом электрофо-
реза в 1 % агарозном геле. Определение нуклеотид-
ных последовательностей фрагментов генов napA, 
aspA, rhaS, zwf и tcaB проводили на генетическом ана-
лизаторе модели «CEQ 8000» (Beckman Coulter) по 
методу Ф.Сэнгера (1977). Для сравнения нуклеотид-
ных последовательностей генов природных штаммов  
Y. pestis с последовательностями этих генов у штам-
мов, представленных в базе данных NCBI GenBank, 
использовали алгоритм BLAST и программное обе-
спечение MEGA 4.0. Филогенетические деревья полу-
чали с помощью программы MEGA 4.0 с применени-
ем алгоритма UPGMA.

Изучение вариабельности нуклеотидных по-
следовательностей генов napA, aspA, rhaS, zwf и tcaB 
проводили у 80 природных штаммов  Y. pestis основ-
ного и неосновных подвидов из различных природ-
ных очагов Российской Федерации, ближнего и даль-
него зарубежья (таблица). В вариабельных локусах 
изученных генов выявлены различные типы мута-
ций, использование которых в методе мультилокус-
ного сиквенс-типирования позволяет осуществлять 
эффективную дифференциацию штаммов  Y. pestis 
по подвидам, биоварам и, частично, на групповом 
(популяционном) уровне. 

Деление штаммов основного подвида по их при-
надлежности к одному из трех биоваров – античному, 
средневековому и восточному проводили на основе 
изменчивости нуклеотидных последовательностей 
генов napA и tcaB (таблица). В гене napA у всех 
штаммов средневекового биовара выявлена мутация, 
приводящая к замене нуклеотида G на T в позиции 
613 от начала гена napA. Вторая мутация – делеция 
нуклеотида A в позиции 1037 гена tcaB обнаружена 
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только у штаммов восточного биовара. У штаммов 
античного биовара обе эти мутации отсутствуют, а 
гены napA и tcaB находятся в интактном виде. 

Определение принадлежности штаммов возбу-
дителя чумы к основному или неосновным подви-
дам осуществляли с помощью вариабельного локуса 
гена rhaS в позиции 671 от начала гена (таблица). У 
штаммов неосновных подвидов в позиции 671 при-
сутствует нуклеотид G, в то время как у всех штам-
мов основного подвида выявлена мутация со сменой 
нуклеотида G на A. Таким образом, штаммы  Y. pestis 
основного подвида содержат в гене rhaS нуклеотид 
A, в то время как штаммы неосновных подвидов – 
нуклеотид G (таблица). 

Вариабельность нуклеотидной последователь-
ности другого гена – aspA позволяет проводить диф-
ференциацию внутри штаммов основного и неоснов-
ных подвидов возбудителя чумы. Все изученные нами 
штаммы кавказского и улегейского подвидов содержат 

в позиции 1087–1089 гена aspA триплет TCG, который 
кодирует аминокислоту серин в положении 363 белка 
AspA. Штаммы алтайского и гиссарского подвида со-
держат в этой позиции триплет GTG, детерминирую-
щий в белке AspA аминокислоту валин. Подавляющее 
большинство штаммов основного подвида содержит 
триплет TTG и аминокислоту лейцин в белке AspA. 
Однако часть штаммов из высокогорного очага чумы 
в Киргизии, как и штаммы кавказского и улегейского 
подвидов, имеют в этом локусе триплет TCG и ами-
нокислоту серин в AspA (таблица). Еще один штамм 
основного подвида из высокогорного очага чумы на 
Кавказе содержит в этой позиции триплет TTT, кото-
рый кодирует аминокислоту фенилаланин. Такую же 
мутацию имеют и два штамма – Nepal516 и Angola, 
представленные в базе данных NCBI GenBank (табли-
ца). Таким образом, использование вариабельности 
нуклеотидной последовательности гена aspA позволя-
ет выделять дополнительные группы штаммов внутри 

Характеристика штаммов Y. pestis и Y. pseudotuberculosis

Штаммы

Локусы

aspA  
1087–1089 (436)*

rhaS (822)* napA  
613 

(719)*

Zwf  
463 

(305)*

tcaB (-A), 
1037 

(270)*482 494 671

G e n B a n k

Y. pestis
CO92 (orientalis) TTG G T A G C T
KIM (medievalis) TTG G T A T C A
Antiqua TTG G T A G C A
Nepal516 (antique) TTT G T A G C A
Angola TTT G T G G C A
91001 (microtus) GTG G T G G C A
Pestoides F (кавказский п/в) TCG G C G G T A

Y. pseudotuberculosis
YPIII GTG G C G G T A
PB1/+ GTG G C G G T A
IP 32953 GTG G C G G T A
IP 31758 GTG G C G G T A

Э к с п е р и м е н т 

Y. pestis
243 TTG G T A G C T
65/23 TTG G T A G C T
Hamburg 15 TTG G T A G C T
Sonche TTG G T A G C T

Основной п/в (subsp. pestis)
А-1836, И-3223, A-100 TTG G T A G C A
A-161, КМ 919, С-527, А-1793, 
А-1760, А-1702

TTG G T A T C A

231, 680 TCG G T A G C A
КМ 776 TTT G T A T C A

Кавказский п/в (subsp. caucasica)
1146, 376 TCG G C G G T A

Алтайский п/в (subsp. altaica)
И-3000, 4857 GTG G T G G C A

Гиссарский п/в (subsp. hissarica)
А-1249, А-1633 GTG А T G G C A

Улегейский п/в (subsp. ulegeica)
И-2422, И-3068 TCG G T G G C A

*Указаны размеры (в п.н.) секвенированного фрагмента гена.
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основного подвида возбудителя чумы. На основе ва-
риабельности этого генетического локуса проводится 
также деление штаммов неосновных подвидов на две 
группы. Штаммы кавказского и улегейского подви-
дов содержат в позиции 1087–1089 гена aspA триплет 
TCG, а штаммы алтайского и гиссарского подвидов – 
триплет GTG.

Дальнейшее разделение филогенетически близ-
кородственных штаммов гиссарского и алтайского 
подвидов проводят на основе вариабельного нуклео-
тида в позиции 482 от начала гена rhaS. Штаммы гис-
сарского подвида содержат уникальную мутацию – 
замену нуклеотида G на A в положении 482 гена 
rhaS, отсутствующую у других штаммов  Y. pestis, 
что позволяет проводить их идентификацию среди 
других подвидов  Y. pestis. Разделение штаммов кав-
казского и улегейского подвидов проводят на основе 
наличия двух мутаций: замены С на T в позиции 494 
от начала гена rhaS и замены T на C в позиции 463 
от начала гена zwf у штаммов улегейского подвида 
(таблица). В штаммах кавказского подвида эти мута-
ции отсутствуют, и гены rhaS и zwf находятся у них 
в интактном состоянии. Таким образом, в результате 
использования вариабельности генов aspA, rhaS, zwf 
все штаммы неосновных подвидов можно четко раз-

делить на кавказский, алтайский, гиссарский и уле-
гейский подвиды.

Нуклеотидные последовательности вариабель-
ных локусов генов napA, aspA, rhaS, zwf и tcaB, выяв-
ленные нами у природных штаммов  Y. pestis основ-
ного и неосновных подвидов, а также последователь-
ности этих генов у штаммов  Y. pestis и Y. pseudotu-
berculosis, представленные в NCBI GenBank, были 
использованы для построения дендрограммы на 
основе применения программы MEGA 4,0 с исполь-
зованием алгоритма UPGMA [3]. Как видно из ри-
сунка, разработанный нами способ дифференциации 
штаммов  Y. pestis позволяет эффективно проводить 
деление штаммов основного и неосновных подвидов 
возбудителя чумы и близкородственной патогенной 
иерсинии – Y. pseudotu ber cu losis.

Работа поддержана грантом РФФИ № 08-04-
00731.
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Variability of the nucleotide sequences of the napA, rhaS, zwf and tcaB 
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