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третья пандемия чумы началась в китае в про-
винции Юньнань в 1855 г. и к концу XIX – началу 
XX веков охватила более 80 крупнейших морских и 
речных портов мира, а во многих странах проникла 
вглубь континентов [11]. хотя вьетнам имеет на се-
вере границу с провинцией Юньнань в китае, все же 
предполагается, что во вьетнам возбудитель чумы 
попал морским путем с синантропными крысами. 
впервые чума была зарегистрирована во вьетнаме 
в 1898 г. в порту г. нячанга. далее происходило рас-
пространение чумы вдоль морского побережья и за-
крепление ее в глубинных районных страны [11, 18]. 
в 1943 г. возбудитель проник вглубь страны на плато 

тайнгуен, расположенном в центральном высоко-
горном районе.

особенностью чумы во вьетнаме было проявле-
ние болезни в виде спорадических случаев или острых 
кратковременных вспышек, причем в подавляющем 
большинстве случаев болезнь протекала в бубонной 
форме. редко отмечали вторично-легочную и септиче-
скую формы. вспышки чумы во вьетнаме регистри-
ровали с некоторыми перерывами с 1898 по 2002 год 
[2, 5]. случаи легочной чумы отмечали в 1911, 1915, 
1925 и 1965 гг. [5, 18]. в северной части страны спо-
радические заболевания и вспышки чумы отмечали с 
1909 по 1922 год. после 1922 г. информации о новых 
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цель работы состояла в изучении фенотипических, молекулярно-генетических особенностей и полноге-
номном секвенировании штаммов Y. pestis, выделенных во вьетнаме. материалы и методы. в работе изучены 
фенотипические и генотипические особенности 20 штаммов возбудителя чумы, выделенных в разных провин-
циях вьетнама. проведен SNP-анализ этих штаммов, секвенированы геномы 8 штаммов Y. pestis. результаты 
и выводы. по результатам изучения дифференциальных биохимических признаков все изученные штаммы от-
несены к восточному биовару основного подвида возбудителя чумы, что подтверждено наличием маркерной для 
восточного биовара indel мутации – делеции размером 93 п.н. в гене glpD. изучен плазмидный состав штам-
мов. на основании проведенного секвенирования геномов и SNP-анализа установлена принадлежность 19 из 
20 изученных штаммов к филогенетической линии 1.ORI2v, родственной штаммам, выделенным в провинции 
Юньнань в китае, что свидетельствует об их общем происхождении. найден маркерный SNP и разработан способ 
SNP-типирования штаммов 1.ORI2v из вьетнама.
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заболеваниях на севере страны не поступало.
C 1997 по 2002 год в стране зарегистрировано 472 

случая заболевания чумой, из которых 24 (5,1 %) – 
летальные. в это время основной очаг чумы был в 
центральном высокогорном районе [16]. пики забо-
леваемости наблюдали во время сухих сезонов, 63 % 
случаев происходило с февраля по апрель. начиная с 
2003 г. данные о заболеваемости чумой во вьетнаме 
отсутствуют. 

изучение чумных эпизоотий во вьетнаме позво-
лило сделать заключение, что очаги чумы вьетнама 
относятся к антропогенным, сформировавшимся 
в населенных пунктах в процессе хозяйственной 
деятельности людей. сельскохозяйственная зона во-
круг населенных пунктов является тем местом, где 
может происходить перенос возбудителя блохами 
Xenopsylla cheopis из популяции синантропных крыс 
диким млекопитающим [7].

Штаммы возбудителя чумы, изолированные на 
территории вьетнама, принадлежат к восточному 
биовару основного подвида Y. pestis, к филогенети-
ческой ветви 1.ORI, которая появилась более 200 лет 
назад. ветвь 1.ORI получила широкое распростране-
ние в результате многочисленных независимых волн 
иррадиации во время третьей пандемии чумы [14]. 
в процессе эволюции ветвь 1.ORI, ведущая свое 
начало от более древней ветви античного биовара 
1.ANT, разделилась на три подветви: 1.ORI1, 1.ORI2 
и 1.ORI3. Штаммы 1.ORI1 достигли сШа. Штаммы 
1.ORI2 посредством множественных иррадиаций 
достигли европы, Южной америки, африки, Юго-
восточной азии. третья подветвь 1.ORI3 сформи-
ровалась на о. мадагаскар. недавно было высказано 
предположение, что ветвь античного биовара 1.ANT 
во время второй пандемии чумы «черная смерть» 
могла прокатиться по европе до азии и дать начало 
штаммам Y. pestis 1.ORI, вызвавшим текущую пан-
демию чумы [17].

отличительной особенностью штаммов вос-
точного биовара является отсутствие у них фермен-
тации глицерина, что вызвано делецией в гене glpD 
глицерол-3-фосфатдегидрогеназы [15]. следует от-
метить, что есть сведения о выделении на террито-
рии вьетнама штаммов, ферментирующих глицерин, 
а также лишенных денитрифицирующей активности 
[2, 3, 6]. при изучении питательных потребностей 
вьетнамских штаммов установлено, что, помимо 
потребностей в фенилаланине, метионине и цисте-
ине, характерных для подавляющего большинства 
штаммов основного подвида, они дополнительно 
нуждаются в глицине, аргинине и валине [2, 6]. для 
вьетнамских штаммов Y. pestis свойственна высокая 
вирулентность: LD50 для белых мышей составляла 
от 3 до 32 кое, для морских свинок – 106 кое [2]. 
показано, что эти штаммы имеют типичный плаз-
мидный состав, хотя у ряда изолятов выявлены крип-
тические плазмиды различной молекулярной массы 
[9, 10]. A.Guiyoule et al. [12] установили принадлеж-
ность штаммов к двум разным риботипам. Штаммы, 

выделенные до 1956 г., имели риботип E, а более 
поздние изоляты (1963–1996 гг.) принадлежали ри-
ботипу G независимо от региона и источника выде-
ления (человек, грызуны, блохи). авторы высказали 
предположение, что наличие двух различных рибо-
типов у этих штаммов может свидетельствовать о 
нескольких эпидемических этапах распространения 
инфекции.

для оценки степени генетического родства 
штаммов возбудителя чумы, выделенных на терри-
тории вьетнама в 1985–1987 гг., проведено изуче-
ние их генетического полиморфизма методом MLVA 
[8]. Штаммы исследовали по девяти VNTR-локусам 
и выявили наличие среди них 16 геновариантов. 
полученные данные послужили основанием для 
предположения о близком родстве штаммов, вызвав-
ших эпизоотию синантропных грызунов и болезни 
людей во вьетнаме в 1985–1987 гг.

в целом сведения о генетических и фенотипи-
ческих особенностях штаммов Y. pestis из вьетнама 
остаются фрагментарными. в международных гене-
тических базах данных отсутствуют полногеномные 
последовательности штаммов Y. pestis из вьетнама, 
что значительно осложняет проведение филогеогра-
фического анализа этих штаммов.

цель настоящей работы состояла в изучении фе-
нотипических, молекулярно-генетических особен-
ностей и полногеномном секвенировани штаммов 
Y. pestis, выделенных во вьетнаме.

материалы и методы

в работе изучено 20 штаммов Y. pestis, выделен-
ных в 1964–1988 гг. на территории вьетнама. все 
штаммы получены из государственной коллекции 
патогенных бактерий роснипчи «микроб», где 
их хранили в лиофильно высушенном состоянии. 
культивирование штаммов проводили в бульоне и на 
агаре LB (pH 7,2) при 28 °с в течение 24–48 ч.

изучение культурально-морфологических и 
биохимических свойств штаммов, а также призна-
ков, ассоциируемых с вирулентностью возбудителя 
чумы (пигментсорбция, зависимость от ионов Ca2+ 
при 37 °с), проводили в соответствии с методами 
лабораторной диагностики возбудителя чумы [4]. 
плазмидный состав определяли по методу C.Kado, 
S.Liu [13].

выделение днк штаммов осуществляли с по-
мощью набора AxyPrep bacterial genomic DNA kit 
(AXYGEN Biosciences, China) по инструкции про-
изводителя. секвенирование пцр-фрагментов 
штаммов Y. pestis выполняли на генетическом ана-
лизаторе ABI PRISM 3500XL (Applied Biosystems, 
сШа). полногеномное секвенирование проводили в 
системе Ion PGM System (Life technologies, сШа). 
обработку данных полногеномного секвенирования 
осуществляли с помощью пакета программ Ion Torrent 
Suite software версии 5.2 и Newbler gsAssembler  
версии 2.6. в анализ брали нуклеотидные последо-
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вательности штаммов c не менее чем 30-кратной 
средней глубиной прочтения.

полногеномный SNP-анализ и поиск маркерных 
SNPs осуществляли в программе Wombac 2.0 на базе 
операционной системы BioLinux 8.0. специфичность 
найденных мишеней определяли при помощи алго-
ритма BLAST по базе данных полногеномных по-
следовательностей NCBI GenBank. расчет прайме-
ров на специфические SNPs проводили, используя 
программу Vector NTI v.10. построение филогенети-
ческих деревьев по алгоритму Maximum Likelihood 
выполняли в программе PhyML 3.1. с использовани-
ем модели HKY85. визуализацию результатов по-
строения осуществляли в программе FigTree 1.4.3.

результаты и обсуждение

Фенотипические особенности штаммов Y. pes-
tis. всего в работе использовано 20 штаммов, вы-
деленных в 1964–1988 гг. на территории вьетнама. 
изученные штаммы выделены преимущественно 
от людей и грызунов, а также от блох в провинциях 
Южного вьетнама (кхань хоа, дак лак, лам донг, 
кыу лонг, донг най) и г. хошимин (таблица).

для всех использованных в работе штаммов 
Y. pestis получена характеристика по дифференци-
альным биохимическим признакам, что позволило 
определить их систематическую принадлежность в 
соответствии с используемыми фенотипическими 
схемами классификации. у всех изученных штам-
мов выявлено отсутствие способности к фермен-
тации рамнозы и глицерина. эти данные, наряду с 
наличием у изученных штаммов Y. pestis денитри-

фицирующей активности, свидетельствуют об их 
принадлежности к восточному биовару основного 
подвида. среди изученных штаммов не выявлено 
изолятов, способных к ферментации глицерина и 
лишенных денитрифицирующей активности. у всех 
исследованных штаммов установлена зависимость 
роста от ионов кальция при 37 °с (кроме штаммов 
Y. pestis р-13229 и 78054) и способность к синтезу 
пестицина (за исключением штамма 78054). все 
штаммы были также способны к формированию 
пигментированных колоний на среде с гемином, хотя 
гетерогенность популяций исследованных изолятов 
по признаку пигментсорбции варьировала от 10 до 
100 % клеток. таким образом, определение факторов 
вирулентности методами in vitro подтвердило виру-
лентность вьетнамских штаммов, за исключени-
ем двух изолятов, которые могли утратить признак 
кальцийзависимости, кодируемый плазмидой pCad, 
в процессе их хранения.

Генетические особенности штаммов Y. pes-
tis. для подтверждения принадлежности изученных 
штаммов к восточному биовару проведено опреде-
ление наличия у них маркерной indel мутации – де-
леции размером 93 п.н. в гене glpD глицерол-3-
фосфатдегидрогеназы с использованием ранее рассчи-
танных праймеров [1]. выявление маркерной делеции 
в гене glpD у всех изученных нами штаммов подтвер-
дило их принадлежность к восточному биовару.

при изучении плазмидного состава вьетнам-
ских штаммов возбудителя чумы установлено, что 
подавляющее большинство из них (85 %) содер-
жали три типичные для возбудителя чумы плазми-
ды – pFra (синтез капсульного антигена и мышиного 

Штаммы возбудителя чумы из Вьетнама, изученные в работе

Штамм источник, год выделения Филогенетическая принадлежность

р-14720 [р-27] человек (бубон), г. хошимин, 7 р-н, 1989 1.ORI2v

Saigon 64-1198 получен от проф. а. молляре, 1964 1.ORI2v

78046 провинция лам донг, г. далат, 1977 1.ORI2v

км 751 (79005) человек, провинция лонг ань, 1978 1.ORI2v

78054 человек, тхан най, 1978 1.ORI2v

79052 человек, г. хошимин, 11 р-н, 1979 1.ORI2v

км761 (76RR) черная крыса (R. ratus), провинция донг най, ан кунс, 1981 1.ORI1

164а человек, провинция донг най, деревня онг, 1981 1.ORI2v

км 715 (R.ex. 490) малая крыса (R. exulans), провинция донг най, куби, 1981 1.ORI2v

371 человек, провинция донг най, ан кунс, 1981 1.ORI2v

XC 84 блоха X. cheopi, s1981 1.ORI2v

129 (745) человек (бубон), г. хошимин, 6 р-н, 1981 1.ORI2v

203 (706) человек (бубон), гекуан, 1981 1.ORI2v

с-453 малая крыса (R. exulans), г. хошимин, 6 р-н, 1981 1.ORI2v

RN 69 серая крыса (R. norvegicus), 1981 1.ORI2v

р-13229 малая крыса (R. exulans), провинция кхань хоа, г. нячанг, 1985 1.ORI2v

р-13226 человек, провинция кхань хоа, уезд камрань, 1985 1.ORI2v

р-13273 [Tn770] человек, провинция дак лак, плато тай нгуен, 1986 1.ORI2v

140 Dalat провинция лам донг, г. далат 1.ORI2v

р-14713 [с-778] серая крыса (R. norvegicus), провинция кыу лонг, 1988 1.ORI2v
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токсина), pCad (синтез V-антигена, белков YOPs) и 
pPst (синтез пестицина и активатора плазминогена). 
исключение составил штамм Y. pestis км761, ли-
шенный плазмиды pFra, и штаммы р-13229 и 78054, 
у которых отсутствовала плазмида pCad. в штамме 
Y. pestis 78054 отсутствовала также плазмида пести-
циногенности. утрата плазмид коррелирует с отсут-
ствием фенотипических признаков, детерминируе-
мых этими репликонами.

для установления филогенетического положе-
ния штаммов из вьетнама нами проведено полноге-
номное секвенирование восьми из 20 исследованных 
штаммов – Y. pestis 78046, км751, 78054, км761, 
C-453, р-13229, р-13226 и р-13273, выделенных в 
разных провинциях вьетнама в период 1977–1986 гг. 
преимущественно от больных людей, а также от 
крыс. в филогенетический анализ при построении 
дендрограммы включены также 22 штамма восточ-
ного биовара из различных регионов мира, полно-
геномные последовательности которых находятся в 
NCBI GenBank (рисунок).

как следует из полученной дендрограммы, семь 
из восьми секвенированных штаммов вошли в под-
ветвь 1.ORI2 восточного биовара, образовав в ней 
собственный подкластер, отдельный от других штам-
мов ветви 1.ORI2. мы обозначили эту отдельную по-
пуляцию восточного биовара как 1.ORI2v (Vietnam). 
еще один исследованный штамм – Y. pestis км761, 
выделенный в провинции донг най в 1981 г., вошел 
в подветвь 1.ORI1 вместе со штаммом India 195, ну-
клеотидная последовательность которого представ-
лена в базе данных NCBI GenBank.

для выяснения филогенетической принадлеж-
ности остальных взятых в исследование 12 штаммов 
из вьетнама нами проведен поиск полиморфных ну-
клеотидов и найден SNP, маркерный для штаммов 
популяции 1.ORI2v. выявленный SNP расположен в 

гене YPO1896 (G → A в позиции 2133712 по геному 
референтного штамма сO92). на участок SNP рас-
считаны праймеры, имеющие следующий состав: 
YPO1896-S cca-tcg-ggt-tgt-ggc-aaa-t-S; YPO1896-
As aac-acc-atc-gcc-aca-cca-t. условия проведения 
пцр: 1 цикл 95 °с – 10 мин; 35 циклов: 95 °с – 15 с, 
60 °с – 30 с, 72 °с – 15 с. полученные в пцр фраг-
менты секвенировали и определяли наличие в по-
лученной последовательности нуклеотидной заме-
ны. в результате установлено, что все 12 штаммов 
содержали маркерную SNP, специфичную для по-
пуляции 1.ORI2v. таким образом, из 20 исследован-
ных штаммов, выделенных за период 1964–1988 гг. 
во вьетнаме, 19 принадлежали к одной популяции 
штаммов восточного биовара – 1.ORI2v. это означа-
ет, что в этот временной промежуток в разных про-
винциях вьетнама были распространены штаммы 
одной филогенетической линии 1.ORI2v. Штамм 
Y. pestis км761, вошедший в подветвь 1.ORI1 вместе 
со штаммом Y. pestis India 95, может представлять 
однократный завоз чумы из другого региона.

анализ дендрограммы показал, что штаммы по-
пуляции 1.ORI2v филогенетически наиболее близки к 
штаммам из провинции Юньнань в китае. обе попу-
ляции представляют два родственных, но отдельных 
кластера подветви 1.ORI2 и, следовательно, имеют 
общее происхождение. это означает, что чума могла 
быть завезена во вьетнам в начале третьей пандемии 
из провинции Юньнань в китае.

таким образом, полученные результаты изуче-
ния фенотипических и молекулярно-генетических 
особенностей штаммов Y. pestis из вьетнама сви-
детельствуют об их принадлежности к восточному 
биовару основного подвида. нами впервые прове-
ден филогенетический анализ штаммов Y. pestis из 
вьетнама, по данным полногеномного секвенирова-
ния этих штаммов. установлено, что штаммы, цир-
кулировавшие во вьетнаме в 1964–1988 гг., принад-
лежали к одной филогенетической ветви, обозначен-
ной нами как 1.ORI2v, близкородственной штаммам 
из провинции Юньнань в китае. разработан способ 
SNP-типирования штаммов этой ветви, который мо-
жет быть использован при дальнейшем анализе по-
пуляционной структуры и филогении штаммов из 
вьетнама, а также других штаммов ветви 1.ORI2.
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