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Штаммы Yersinia pestis в соответствии с отече-
ственной классификацией, принятой в 1985 г., объе-
диняют в пять подвидов (subspecies – ssp.): основной 
(ssp. pestis), кавказский (ssp. caucasica), алтайский 
(ssp. altaica), гиссарский (ssp. hissarica) и улегейский 
(ssp. ulegeica) [5]. Согласно распространенной зару-
бежной классификации, предложенной R.Devignat 
в 1951 г., штаммы Y. pestis ssp. pestis на основании 
различий по ряду биохимических признаков (редук-
ции нитратов, утилизации глицерина) и по историко-
географическому принципу разделяют на три клас-
сических биовара (biovar – bv.) – античный (bv. anti-
qua), средневековый (bv. medievalis) и восточный (bv. 
orientalis). Кроме того, зарубежные исследователи 
предлагают выделить в отдельные подвиды – ssp. 
qinghaiensis, ssp. xilingolensis и биовары – bv. micro-
tus, bv. intermedium – штаммы из очагов Центральной 
и Восточной Азии, в подвид Ангола (ssp. angola) – 

полевочьи штаммы с территории Африки, а некото-
рые отечественные исследователи предлагают выде-
лить в таласский подвид (ssp. talassica) штаммы из 
одноименного очага в Киргизии [9, 10, 12]. 

На основе анализа полногеномных последова-
тельностей по локусам единичных полиморфных 
нуклеотидов (SNP) G.Morelli et al. в 2010 г. состави-
ли схему глобального генетического разнообразия 
штаммов Y. pestis, изолированных на территориях 
различных континентов [11]. На этой схеме опреде-
лено положение не только подвидов и биоваров, но 
и различных геномных вариантов внутри биоваров 
Y. pestis. Так, штаммы античного биовара включа-
ют три эволюционные линии: древнюю 0.ANT из 
Китая, африканскую 1.ANT и азиатскую 2.ANT. При 
этом африканская античная линия 1.ANT эволюци-
онно связана с линией 1.ORI восточного биовара 
и штаммами intermedium 1.IN, а азиатская антич-
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ная линия – со средневековым биоваром 2.MED. 
Штаммы восточного биовара линии 1.ORI включа-
ют 3 ветви: 1.ORI1 (Северная и Южная Америки), 
1.ORI2 (Китай) и 1.ORI3 (о. Мадагаскар,Турция). К 
линии 2.MED средневекового биовара, состоящей 
из 2.MED1, 2.MED2 и 2.MED3, отнесены штаммы, 
циркулирующие на территории Восточной и Юго-
Западной Азии. Штаммы intermedium (Китай) линии 
1.IN также включают 3 эволюционные ветви 1.IN1, 
1.IN2 и 1.IN3, которые распространены в некоторых 
регионах Азиатского континента. 

Таким образом, в настоящее время исследова-
но генетическое разнообразие штаммов Y. pestis из 
различных регионов мира – Азии, Европы, Африки, 
Северной и Южной Америки. Однако в этой фило-
генетической схеме не представлены полученные 
на основе полногеномного SNP анализа геномные 
варианты штаммов из природных очагов России и 
большинства стран ближнего зарубежья. Не опреде-
лено филогенетическое родство этих штаммов со 
штаммами Y. pestis из других регионов мира, что в 
целом делает неполной схему мирового генетиче-
ского разнообразия возбудителя чумы. Внедрение в 
РосНИПЧИ «Микроб» в практику научных исследо-
ваний технологии полногеномного секвенирования 
и наличие обширной коллекции штаммов Y. pestis из 
очагов Российской Федерации и сопредельных стран 
делает решение этой проблемы задачей сегодняшне-
го дня. 

В этой статье нами представлен оптимизиро-
ванный алгоритм полногеномного анализа штаммов 
Y. pestis по 680 единичным полиморфным нуклеоти-
дам (680-SNP), который обеспечивает определение 
принадлежности исследуемого штамма к одной из 
филогенетических линий возбудителя чумы. С по-
мощью разработанного алгоритма определены ге-
номные варианты и установлено филогенетическое 
положение штаммов Y. pestis C-627 из Центрально-
Кавказского высокогорного очага (Россия), штамма 
1454 из Алтайского горного очага (Россия), штам-
ма 231 (708) из Аксайского высокогорного очага 
(Киргизия) и вакцинного штамма EV НИИЭГ, исполь-
зуемого для вакцинации людей от чумы в Российской 
Федерации и ряде других стран. 

Материалы и методы

Для полногеномного секвенирования использо-
ваны штаммы Y. pestis из Государственной коллекции 
патогенных бактерий при РосНИПЧИ «Микроб», где 
они хранились в лиофильно высушенном состоянии. 
Выделение ДНК штаммов Y. pestis проводили по стан-
дартной методике в соответствии с МУ 1.3.2569-09 
«Организация работ лабораторий, использующих 
методы амплификации нуклеиновых кислот при ра-
боте с материалом, содержащим микроорганизмы 
I–IV групп патогенности». Секвенирование геномов 
штаммов осуществляли на генетическом анализа-
торе модели Ion Torrent Personal Genome Machine 
(PGM™). Сборку контигов (фрагментов геномной 

последовательности) и определение их взаимного 
расположения проводили в Newbler Assembler 2.4.1 
(454 Life Science). Анализ полногеномных последо-
вательностей осуществляли с помощью алгоритма 
BLAST (NCBI GenBank). Построение дендрограмм, 
на основании 680-SNP алгоритма, проводили с при-
менением программного обеспечения Bionumerics 
v.7.0 (Applied Math NV, Бельгия).

Результаты и обсуждение

С помощью алгоритма BLAST нами прове-
ден полногеномный анализ полиморфных единич-
ных нуклеотидов (SNP) у 22 штаммов Y. pestis и 
Y. pseudotuberculosis, последовательности геномов 
которых представлены в международных базах дан-
ных NCBI GenBank, EMBL и PATRIC (табл. 1). Всего 
выявлено более 2500 SNPs, часть из которых была 
описана нами ранее [2, 3, 4, 6, 7], часть – представ-
лена G.Morelli и соавт. [11], а часть впервые обна-
ружена в рамках этой работы. Для оптимизации ал-
горитма и упрощения схемы проведения анализа из 
них было отобрано 680 SNPs, комплексное исполь-
зование которых позволяет не только кластеризовать 
близкородственные штаммы (за счет уникальных для 
внутривидовых групп SNPs), но и отражать филоге-
нетические связи между группами и порядок дивер-
генции штаммов по наличию SNPs, общих для эво-
люционно близких групп. 

Примеры отбора некоторых из 680 SNPs при-
ведены в табл. 2. Так, локусы YPO3038 (в пози-
ции 3392521), YPO0059 (71105), YPO0019 (27020) 
и YPO0059 (70649) обеспечивают кластеризацию 
штаммов кавказского подвида (0.CA), Ангола 
(0.ANG) и microtus (0.MIC). Локус YPO0332 (341720) 
маркирует штаммы основного подвида возбудите-
ля чумы, а дальнейшее их разделение по линиям 
0ANT, 1ANT, 1IN, 1ORI (1-3), 2ANT и 2MED про-
водят по вариабельным нуклеотидам участков ге-
нов: YPO0993 (1102174), YPO0002 (1166), YPO1285 
(1443460), YPO0711 (773110), YPO0063 (74539), 
YPO0032 (42303), YPO0880 (965291), YPO0282 
(282762), YPO0549 (593308) и YPO3038 (3392953). 
Аналогично отбирались остальные из 680 SNPs.

Из 680 выбранных SNPs 574 имели внутриген-
ную локализацию, из них 419 SNPs представляли не-
синонимичные и 142 синонимичные замены, а 13 – 
нонсенс-мутации. 106 SNPs имели межгенную ло-
кализацию, при этом 70 % (476) проходили по типу 
транзиций, а 30 % (204) – трансверсий. В отобранные 
680 полиморфных нуклеотидов были включены 90 
выявленных нами ранее вариабельных SNP участков, 
локализованных в генах жизнеобеспечения – фер-
ментации сахаров и глицерина, редукции нитратов, 
в генах биосинтеза аминокислот, витаминов и фла-
геллярных белков, а также в генах, ассоциируемых 
с проявлением вирулентных свойств возбудителем 
чумы [2, 3, 4, 6, 7].

Предлагаемый нами метод 680-SNP филогене-
тического анализа предусматривает ступенчатый 
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алгоритм кластеризации штаммов отдельных вну-
тривидовых групп Y. pestis (рис. 1). За исходные 
нуклеотидные последовательности каждого из 680 
SNPs принимают соответствующие аллели генома 
Y. pseudotuberculosis IP32953 серотипа O:1b. В чис-
ло 680 полиморфных нуклеотидов включены SNPs, 

позволяющие дифференцировать каждую филогене-
тическую ветвь, а также SNPs, объединяющие близ-
кородственные группы (рис. 1). В том числе 10 SNPs 
разделяют штаммы чумного и псевдотуберкулезно-
го микробов, а 99 SNPs отделяют штаммы Y. pestis 
основного подвида от штаммов неосновных подви-
дов. Штаммы Y. pestis ssp. caucasica (обозначенные 
нами как линия 0.СА), отличаются в предложенной 
схеме по 80 маркерным SNPs, отсутствующим у 
штаммов из других филогенетических линий. Штамм 
неосновного подвида из Африки – Angola (обозна-
ченный нами как линия 0.ANG) маркирован 59 SNPs, 
а штаммы microtus (линия 0.MIC) – 53 SNPs. 

Кроме того, в схему включены SNPs, объединя-
ющие филогенетически близкие группы и отражаю-
щие порядок их дивергенции от общего ствола эво-
люции (рис. 1). Так, для штамма Y. pseudo tu ber culosis 
IP32953 и ветви 0.CA (ssp. caucasica) показано нали-
чие 14 общих SNPs, из которых 5 также встречались 
у линии 0.ANG (штамм Angola). Для линий 2.ANT 
(bv. antiqua) и 2.MED (bv. medievalis) отобрано 23 
общих SNPs. Штаммы 1.ANT (bv. antiqua), 1.IN (ssp. 
pestis intermedium) и 1.ORI (bv. orientalis) объедине-
ны 15 общими SNPs. Штаммы линии 1.IN (ssp. pestis 
intermedium) и 1.ORI (bv. orientalis) имеют 19 общих 
SNPs.

В схеме 680-SNP филогенетического анализа 
древняя античная ветвь штаммов Y. pestis основного 
подвида 0.ANT маркирована нами 19 уникальными 
SNPs, а две другие линии античного биовара – афри-

Таблица 1
Штаммы Y. pestis и Y. pseudotuberculosis, полногеномные последовательности которых использованы в работе

Штамм Подвид, ssp. Биовар, группа Место выделения
Yersinia pestis

CO92  pestis orientalis США
A1122 « « «
CA88-4125 « « «
F1991016 « « Китай
IP674 « « Турция
MG05-1020 « « о. Мадагаскар
IP275 « « «
EV НИИЭГ « « «
KIM10 « medievalis Курдистан
K1973002  « « Китай
C-627 « « Центрально-Кавказский высокогорный очаг (№ 01)
B42003004 « antiqua Китай
231(708) « « Аксайский высокогорный очаг (№ 33)
1454 « « Алтайский горный очаг (№ 36)
Nepal516 « « Непал
Harbin35 « « Китай
Antiqua « « Конго
UG05-0454 « « Уганда
D106004 « группа intermedium Китай
Z176003 « « «
D182038 « « «
E1979001 « « «
91001 неосновной группа microtus «
Angola неосновной – Ангола
Pestoides F  caucasica – Закавказье

Y. pseudotuberculosis
IP32953 – – –

Таблица 2
Примеры использования некоторых из 680 SNPs, включенных  

в схему полногеномного анализа штаммов Y. pestis

Локус
SNP,

позиция в геноме  
относительно штамма СО92*

Маркируемая                  
линия / ветвь

YPO3038 (napA) A/G (3392521) 0.CA, 0.ANG, 0.MIC
YPO0059 C/A (71105) 0.MIC 
YPO0019 C/T (27020 ) 0.ANG 
YPO0059 C/T (70649 ) 0.CA 
YPO0332 (rhaS) G/A (341720 ) ssp. pestis
YPO0993 A/G (1102174) 0.ANT
YPO0002 G/A (1166) 1.ANT
YPO1285 C/T (1443460 ) 1.IN
YPO0711 G/A (773110) 1.ORI
YPO0063 A/G (74539 ) 1.ORI1
YPO0032 C/T (42303) 1.ORI2
YPO0880 G/A (965291) 1.ORI3
YPO0282 C/T (282762) 2.ANT, 2MED
YPO0549 G/T (593308) 2.ANT
YPO3038 (napA) G/T (3392953) 2.MED
YPO0169 T/C (189227) 1.ANT, 1.IN, 1.ORI
YPO2148 A/C (2416786) Yersinia pestis

*  Подчеркнут нуклеотид, присутствующий в аллельном варианте 
локуса соответствующей эволюционной линии возбудителя чумы.
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канская и азиатская (1.ANT и 2.ANT) маркированы 
96 и 29 SNPs соответственно. Для отделения штам-
мов средневекового биовара (линия 2.MED) выбрано 
69 уникальных SNPs, штаммов intermedium (линия 
1.IN) – 8 SNPs, а штаммов восточного биовара (ли-
ния 1.ORI) – 27 уникальных SNPs. Все штаммы ли-
нии 1.ORI подразделяются на изоляты Нового Света 
1.ORI1 (по 21 SNPs), азиатскую ветвь 1.ORI2 (по 22 
SNPs) и штаммы 1.ORI3 с территории Мадагаскара и 
Турции (по 48 SNPs). 

На следующем этапе исследования предложен-
ный нами ступенчатый алгоритм 680-SNP типиро-
вания был использован для анализа полногеномных 
последовательностей штаммов Y. pestis EV НИИЭГ, 
С-627, 231(708) и 1454, секвенирование которых 
было проведено в ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб». Как 
и следовало ожидать, в геноме этих штаммов при-
сутствуют 10 SNPs, характерные для всех штаммов 
Y. pestis, но не для псевдотуберкулезного микроба, и 
отсутствуют вариабельные единичные нуклеотиды, 

типичные для штаммов всех неосновных подвидов, 
что подтверждает их принадлежность к основному 
подвиду (subsp. pestis). 

В геноме вакцинного штамма EV НИИЭГ обна-
ружено 27 SNPs, которые в соответствие с 680-SNP 
алгоритмом маркируют филогенетическую линию 
1.ORI (subsp. pestis bv. orientalis) и, следовательно, 
относят его к этой линии. Наличие других 48 SNPs 
определяет принадлежность штамма EV НИИЭГ к 
ветви 1.ORI3 (штаммы с территории о. Мадагаскар). 
В то же время в геноме вакцинного штамма EV 
НИИЭГ отсутствуют 7 SNPs, являющиеся генетиче-
скими метками штаммов восточного биовара Нового 
Света (ветвь 1.ORI1) и 22 SNPs, характерные для 
штаммов азиатской ветви этого биовара (1.ORI2). 
Кроме того, для штамма EV НИИЭГ обнаружены 29 
уникальных SNP локусов, отличающих его от других 
штаммов геномного варианта 1.ORI3 (с территории 
о. Мадагаскар), которые в совокупности с SNP, ниже-
лежащими по схеме анализа, могут рассматриваться 

Рис. 1. Схема ступенчатого алгоритма 680-SNP 
типирования штаммов Y. pestis: 
0.СА – ssp. Caucasica; 0.ANG – штамм Angola; 0.MIC – 
штаммы microtus; 0.ANT, 1.ANT, 2.ANT – bv. Antiqua; 
2.MED – bv. medievalis, 1.IN – штаммы intermedium; 
1.ORI1,2,3 – bv. orientalis

Рис. 2. Филогенетические деревья штаммов Y. pestis, построенные на основе  полногеномного 680-SNP анализа с использованием 
программы BioNumerics v7.0 (Applied Math NV, Бельгия) и методов:
А – Maximum parsimony, Б – Neighbour-Joining. Линии: 0.СА – ssp. caucasica; 0.ANG – штамм Аngola; 0.MIC – штаммы microtus; 0.ANT2,3, 1.ANT1, 
2.ANT1,2 – bv. antiquа; 2.MED0,1,2 – bv. medievalis; 1IN2,3 – штаммы iintermedium; 1.ORI1,2,3 – bv. orientalis. Положение штаммов EV НИИЭГ, С-627 
и 231(708), 1454 отмечено стрелками 
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как его характерные генетические маркеры. 
Наиболее важным результатом полногеномно-

го секвенирования вакцинного штамма Y. pestis EV 
НИИЭГ является получение окончательного доказа-
тельства отсутствия в его геноме всей хромосомной 
области пигментации – pgm области, включающей 
остров высокой патогенности HPI с генами сидеро-
форзависимой системы потребления железа. Наличие 
pgm области в хромосоме обязательно для проявле-
ния вирулентности штаммами Y. pestis. Ввиду на-
личия такой протяженной делеции размером около 
102 т.п.н. реверсия вакцинного штамма EV НИИЭГ к 
вирулентности невозможна, что еще раз подтвержда-
ет безопасность его использования, которая на прак-
тике подтверждена многолетним опытом примене-
ния вакцины для профилактики чумы у людей. 

В Российской Федерации существует 11 природ-
ных очагов чумы, большинство из которых занимают 
очаги сусликового и песчаночного типов, в которых 
циркулируют штаммы Y. pestis средневекового био-
вара [8]. Поэтому особый интерес представлял ана-
лиз полногеномной последовательности штамма 
С-627 из Центрально-Кавказского высокогорного 
очага (№01), относящегося к средневековому биова-
ру. Кроме того, штамм С-627 интересен тем, что он 
выделен в Кубано-Малкинском районе Центрально-
Кавказского высокогорного очага, где циркулируют 
изоляты с уникальными особенностями, не встре-
чающимися у других представителей Y. pestis. Они 
ауксотрофны по аминокислоте пролину и содержат 
дополнительную плазмиду размером около 3 мДа с 
неизвестными функциями. Такие пролинзависимые 
штаммы, как С-627, в схеме мирового генетического 
разнообразия возбудителя чумы не представлены и 
было интересно определить их локализацию на фи-
логенетическом дереве Y. pestis. 

Как показал проведенный нами 680-SNP анализ 
полногеномной последовательности штамма С-627, 
в его геноме присутствуют 23 SNPs, определяющие 
его принадлежность к филогенетической линии 
2.ANT (bv. antiqua)/2.MED (bv. medievalis), и 7 SNPs, 
относящих этот штамм к линии 2.MED. Также вы-
явлено 54 SNPs, отделяющие штамм С-627 от дру-
гих изолятов средневекового биовара ветви 2.MED, 
3 из которых были общими со штаммами азиатской 
линии античного биовара 2.ANT. Уникальный набор 
мутаций, сочетающий SNPs, характерные для сред-
невекового (2.MED) и античного (2.ANT) биоваров, 
а также наличие 54 SNPs, не встречающихся у штам-
мов 2.MED, позволяет нам выделить штамм С-627 в 
отдельную древнюю ветвь 2.MED0, которая располо-
жена в основании этой ветви и ранее не была пред-
ставлена на схеме мирового разнообразия Y. pestis. 

По аналогичному алгоритму проведен анализ 
античного штамма 231(708) из Аксайского высоко-
горного очага чумы (№ 33) в Киргизии (группа Тянь-
Шаньских высокогорных очагов). Штамм 231(708) 
широко используется в практике лабораторных ис-
следований в качестве высоковирулентного штам-
ма Y. pestis. Следует отметить, что в схеме мировой 

эволюции штаммов возбудителя чумы отсутствуют 
штаммы из Тянь-Шаньской высокогорной группы 
очагов, и их эволюционное положение в системе гло-
бального разнообразия возбудителя чумы не установ-
лено. При анализе полногеномной последовательно-
сти штамма 231(708) на основе 680-SNP алгоритма 
нами выявлено наличие у него 10 SNPs, маркерных 
для филогенетической линии 0, включающей все 
неосновные подвиды и древнюю группу штаммов 
античного биовара, а также 99 SNP локусов, харак-
терных для основного подвида возбудителя чумы. В 
то же время в геноме штамма 231(708) отсутствовали 
SNPs, характерные для двух других линий античного 
биовара – азиатской 1.ANT (96 SNPs) и африканской 
2.ANT (29 SNPs) и эволюционно связанных с ними 
восточным 1.ORI (27 SNPs) и средневековым 2.MED 
(69 SNPs) биоварами. Все это указывает на эволю-
ционную древность штамма 231(708) из Аксайского 
высокогорного очага, и устанавливает его принад-
лежность к ветви античного биовара 0.ANT. Штамм 
231(708) отнесен нами к ветви 0.ANT3 по 19 уни-
кальным SNP-локусам, отсутствующим у другой 
древней ветви штаммов античного биовара 0.ANT2, 
выделенных в Китае. В дальнейшем представляет 
значительный интерес исследование полногеномной 
последовательности на основе 680-SNP алгоритма 
штаммов из других высокогорных очагов Тянь-Шаня 
для выявления генетического разнообразия Y. pestis 
в этом участке Центрально-Азиатской зоны очагово-
сти чумы. 

В 2012 г. в Алтайском горном очаге (№ 36) был 
впервые изолирован штамм основного подвида 
Y. pestis 1454, в то время как ранее на этой террито-
рии выделялись только штаммы алтайского подви-
да. По комплексу фенотипических и генетических 
признаков штамм 1454 был отнесен к тувинскому 
варианту основного подвида, который циркулирует 
в Тувинском горном очаге чумы [1]. Штаммы тувин-
ского варианта содержат дополнительную плазмиду 
22 мДа. Поскольку такие штаммы не представлены 
в мировой схеме эволюции возбудителя чумы, нами 
был проведен анализ его полногеномной последова-
тельности на основе 680-SNP алгоритма. В геноме 
штамма 1454 выявлено 10 SNPs, характерных для 
эволюционной линии 0, включающей 0.ANT, 0.CA, 
0.ANG, 0.MIС и 99 SNPs, маркерных для основно-
го подвида возбудителя чумы. Штамм 1454 отнесен 
нами к 0.ANT, поскольку в его геноме не обнаруже-
ны SNPs, характерные для других линий античного 
биовара – азиатской 1.ANT (96 SNPs) и африканской 
2.ANT (29 SNPs). Он выделен нами в новую ветвь 
0.ANT4, поскольку у него отсутствуют маркерные 
SNPs ветвей 0.ANT2 (штамм B42003004) и 0.ANT3 
(штамм 231(708). В геноме штамма 1454 обнаружено 
30 уникальных SNPs (22 внутригенной и 8 межгенной 
локализации), которые не встречаются ни у одной из 
ветвей Y. pestis, и, вероятно, являются характерными 
генетическими метками тувинского варианта.

Мы провели филогенетический анализ Y. pestis 
EV НИИЭГ, С-627, 231(708), 1454 и других штам-
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мов, использованных в этой работе (табл. 1), на 
основе 680 SNPs, и построение дендрограмм с при-
менением программного обеспечения Bionumerics 
v.7.0 (Applied Math NV, Бельгия) (рис. 2). Из этих 
дендрограмм следует, что три исследованных нами 
штамма Y. pestis С-627 средневекового биовара 
из Центрально-Кавказского высокогорного очага, 
231(708) из Аксайского высокогорного очага и 1454 
из Алтайского горного очага относятся к древним 
линиям эволюции возбудителя чумы. При этом две 
из них 2.MED0 и 0.ANT4, представленные штамма-
ми С-627 и 1454, ранее не были включены в схему 
мирового генетического разнообразия. Дальнейший 
полногеномный 680-SNP анализ штаммов Y. pestis из 
природных очагов России и стран ближнего зарубе-
жья, безусловно, расширит схему мирового генети-
ческого разнообразия возбудителя чумы.

Таким образом, нами разработан оптимизиро-
ванный алгоритм полногеномного 680-SNP анализа, 
использование которого позволяет провести моле-
кулярную идентификацию исследуемого штамма 
Y. pestis и определить его принадлежность к одной из 
филогенетических линий возбудителя чумы. С его по-
мощью получены молекулярные портреты штаммов 
Y. pestis из двух природных очагов России и одного 
очага в Киргизии, а также вакцинного штамма EV 
НИИЭГ. Определены их геномные варианты: 1.ORI3 
(для штамма EV НИИЭГ), 2.MED0 (C-627), 0.ANT3 
(231/708/), 0.ANT4 (1454), и положение в схеме ми-
рового разнообразия Y. pestis. В перспективе будут 
определены геномные варианты штаммов Y. pestis из 
всех очагов России и ближнего зарубежья. 
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