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Несмотря на многообразие принципов диф-
ференциации природных очагов чумы, все основ-
ные схемы типизации были основаны на эколого-
ландшафтных характеристиках территории этих 
очагов. В настоящее время на территории стран СНГ, 
включая Россию, в соответствии с унифицирован-
ной классификацией очаговых территорий, основан-
ной на особенностях проявлений чумы в различных 
ландшафтных зонах, закономерностях сезонной и 
многолетней активности очагов различной биоце-
нотической структуры, родовом названии основного 
носителя, выделены 45 очагов чумы [11]. При этом 
считается, что существует тесная взаимосвязь между 
принадлежностью штаммов Y. pestis к определенной 
внутривидовой систематической группе (подвиды и 
биовары) и типом основного носителя в очаге. Так, 
зоной циркуляции штаммов основного подвида ан-
тичного биовара являются горные очаги сурочьего 
типа, а средневекового биовара – очаги сусликового 
и песчаночьего типов в зонах степей, полупустынь и 

пустынь. Штаммы неосновных подвидов персисти-
руют на полевках (кавказский, гиссарский, и улегей-
ский подвиды) и пищухах (алтайский подвид).

Следует отметить, что при разработке критери-
ев типизации территорий природных очагов и при 
их паспортизации использовали данные об особен-
ностях видового спектра носителей и переносчиков, 
однако практически не учитывали параметры измен-
чивости главного компонента паразитарной систе-
мы – возбудителя чумы.

Между тем к настоящему времени накоплен 
большой фактический материал о фенотипических и 
молекулярно-генетических свойствах Y. pestis из при-
родных очагов разного типа. Установлены генетиче-
ские основы различного проявления дифференциаль-
но значимых биохимических признаков возбудителя 
чумы [2, 4, 5]. Разработана система молекулярного 
типирования, основанная на методах полимеразной 
цепной реакции, мультилокусного секвенирования и 
мультилокусного VNTR-анализа, которая обеспечи-
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вает определение подвидовой, биоварной и очаговой 
принадлежности штаммов возбудителя чумы [3]. На 
основе разработанного стандартного алгоритма мо-
лекулярного типирования определены стандартные 
генотипы штаммов Y. pestis разных биоваров основ-
ного подвида и неосновных подвидов [3].

Накопленные знания позволяют подойти к ре-
шению вопроса о типизации природных очагов с 
учетом фенотипических и генетических особенно-
стей штаммов возбудителя чумы, циркулирующих 
на конкретной энзоотичной территории. Возникает 
возможность выявления взаимосвязи между внутри-
видовой принадлежностью штаммов возбудителя 
чумы с типом основного носителя в очаге. Удобной 
моделью для выявления наличия (или отсутствия) 
такой взаимосвязи является Забайкальский степной 
очаг чумы, расположенный в степной зоне на юго-
востоке Читинской области и являющийся северной 
окраиной Центрально-Азиатской зоны природной 
очаговости чумы.

В истории изучения Забайкальского природно-
го очага чумы выделяют три основных периода [1]. 
Для первого периода (1911–1938 гг.) характерны ак-
тивные эпизоотии на тарбаганах (Marmota sibirica) 
и систематически возникающие случаи заболевания 
людей, связанные с охотой на этих грызунов. Второй 
этап (1939–1970 гг.) связан с интенсивным промыс-
лом и масштабными истребительными мероприятия-
ми против сурков, что привело к их уничтожению. 
С 1947 по 1966 год проявления чумы в очаге не ре-
гистрировали, и очаг считался «оздоровленным» [1]. 
Однако в 1966 г. на северо-западной окраине очага, 
где истребление зверьков и блох никогда не прово-
дили, и где сохранились единичные жилые норы 
тарбаганов, выявлена эпизоотия чумы в популяциях 
даурского суслика (Citellus dauricus). В ходе ее был 
выделен 31 штамм возбудителя чумы (14 штаммов – 
от сусликов, 16 – от блох и 1 – от даурской пищу-
хи). Впоследствии эпизоотии чумы регистрировали 
до 1970 г., и в качестве основного носителя чумы в 
Забайкалье выступал даурский суслик. Третий этап, 
начавшийся в 1971 г., характеризуется отсутствием 
эпизоотий и редкой регистрацией серопозитивных 
проб. Таким образом, в середине 60-х годов про-
шлого столетия на территории Забайкальского очага 
произошла смена носителя (сурка на суслика), вы-
званная хозяйственной деятельностью населения и 
мероприятиями по оздоровлению очага.

Целью настоящей работы был сравнительный 
анализ фенотипических и генетических свойств 
штаммов Yersinia pestis, выделенных в Забайкальском 
степном очаге чумы в разные периоды времени, для 
выявления у них отличий, вызванных сменой основ-
ного носителя и присущих ему переносчиков.

Материалы и методы

Бактериальные штаммы. В работе изучены 11 
штаммов Yersinia pestis основного подвида, изолиро-

ванных в разные годы в Забайкальском степном оча-
ге чумы. Все штаммы получены из Государственной 
коллекции патогенных бактерий при РосНИПЧИ 
«Микроб». Среди изученных штаммов 4 изолята были 
выделены в 1923–1927 гг., из них 2 штамма Y. pestis – 
17 (139) и 16 – от тарбагана и 2 – 95 (141) и 17/18 – от 
людей, больных легочной формой чумы. Остальные 
7 штаммов были выделены в 1966–1970 гг. от даур-
ских сусликов (Y. pestis 24, И-1251, И-1252, И-1270 и 
И-1996) и их блох (Y. pestis 2026 и 1843) после того, 
как в очаге поменялся основной носитель.

Культивирование штаммов, изучение их микро-
биологических (характер роста на жидких и плотных 
питательных средах, чувствительность к бактериофа-
гам) и биохимических (ферментация глицерина, рам-
нозы, арабинозы и мелибиозы, денитрифицирующая 
активность) свойств, а также признаков, ассоциируе-
мых с вирулентностью возбудителя чумы (пигмент-
сорбция, зависимость от ионов Ca2+ при 37 °С), про-
водили общепринятыми методами в соответствии с 
рекомендациями, изложенными в практическом ру-
ководстве [6]. Питательные потребности изучали по 
методике, описанной ранее [6]. 

ПЦР проводили по стандартной методике [9]. 
Для амплификации фрагментов генов применяли ра-
нее описанные праймеры [2, 4, 5, 10, 14]. Полученные 
в ПЦР продукты анализировали методом электрофо-
реза в 1 % агарозном геле при напряжении 10–15 В/
см. Секвенирование полученных ПЦР фрагментов 
генов осуществляли на генетическом анализаторе 
модели CEQ 8000 (Beckman Coulter). Для проведе-
ния сравнительного анализа нуклеотидных последо-
вательностей использовали алгоритм BLAST. 

Результаты и обсуждение

Фенотипические свойства штаммов Y. pestis из 
Забайкальского степного очага. Были изучены фено-
типические свойства 11штаммов Y. pestis, выделен-
ных в Забайкальском степном очаге чумы в разные 
периоды времени (1923–1927 и 1966–1970 гг.). Эти 
штаммы представляют собой удобную модель для 
выявления отличий, вызванных сменой основного 
носителя и присущих ему переносчиков.

В результате исследований было установлено, 
что по культурально-морфологическим признакам 
все изученные штаммы из Забайкальского степного 
очага, изолированные как в 1923–1927, так и в 1966–
1970 гг., обладали типичной для возбудителя чумы 
морфологией клеток и характером роста на плот-
ных и жидких питательных средах. Все они прояв-
ляли чувствительность к чумным диагностическим 
фагам Покровской и Л413 С. У всех штаммов выяв-
лена способность к пигментсорбции и зависимость 
от ионов Ca2+ при 37 °C. Установлены одинаковые 
потребности забайкальских штаммов в метионине, 
фенилаланине и треонине. При изучении биохими-
ческих свойств у всех изолятов выявлено отсутствие 
способности к ферментации рамнозы и мелибиозы, 
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но выявлена продукция изоцитратлиазы, что под-
тверждало их принадлежность к основному подвиду 
Y. pestis. Все изученные штаммы разлагали глицерин 
и, следовательно, не относились к восточному био-
вару. Одной из важнейших характеристик при ре-
шении вопроса о биоварной принадлежности этих 
штаммов служит их отношение к редукции нитратов. 
Проведенный анализ показал, что все изученные за-
байкальские штаммы, независимо от времени (1923–
1927 или 1966–1970 гг.) и объекта (тарбаган, суслик 
или присущие им блохи) выделения, редуцировали 
нитраты и, следовательно, в соответствии с исполь-
зуемыми фенотипическими схемами классификации 
относились к античному биовару.

Генетические свойства штаммов Y. pestis из 
Забайкальского степного очага. Для выявления ге-
нетических особенностей штаммов Y. pestis, выде-
ленных в Забайкальском очаге чумы, была изучена 
структура генов, дифференциальная экспрессия ко-
торых лежит в основе деления штаммов Y. pestis на 
подвиды и биовары. Для установления биоварной 
принадлежности определяли наличие мутаций, ха-
рактерных для штаммов средневекового (замена еди-
ничного нуклеотида G→Т в позиции 613 гена napA 
периплазматической нитратредуктазы) и восточного 
(делеции размером 93 п.н. в гене glpD глицерол-3-
фосфатдегидрогеназы) биоваров возбудителя чумы. 
Кроме того, определяли присутствие мутаций, общих 
для всех биоваров основного подвида возбудителя 
чумы, что позволяет дифференцировать штамммы 
основного и неосновных подвидов: замена единич-
ного нуклеотида G→A в позиции 671 регуляторного 
гена rhaS, вставка двух нуклеотидов +СС в позиции 
269-270 от начала регуляторного гена iclR, внедре-

ние IS285 в ген melB галактозидпермеазы после 73 
нуклеотида [2, 4, 5, 14]. В таблице представлены ре-
зультаты изучения забайкальских штаммов, а также 
изолятов различных биоваров, использованных в ка-
честве контрольных образцов.

Представленные в таблице данные свидетель-
ствуют о том, что все изученные штаммы Y. pestis из 
Забайкальского степного очага, независимо от време-
ни и источника их выделения, содержали мутации в 
генах rhaS, melB, iclR, обусловливающие отсутствие 
способности утилизировать, соответственно, рам-
нозу и мелибиозу, но синтезировать изоцитратлиазу, 
что характерно для всех штаммов основного подвида 
и отличает их от неосновных подвидов. В то же вре-
мя отсутствие у этих изолятов мутаций в генах napA 
и glpD, что коррелирует с биохимической активно-
стью в отношении редукции нитратов и фермента-
ции глицерина, подтверждало их принадлежность к 
античному биовару.

Другие доказательства принадлежности 
всех изученных штаммов возбудителя чумы из 
Забайкальского степного очага к античному биовару 
были получены с использованием разработанного 
нами ранее способа генетической дифференциации 
штаммов античного и средневекового биоваров [10]. 
Как было показано, в штаммах средневекового био-
вара присутствует делеция med36 размером 36 п.н., 
которая отсутствует в штаммах Y. pestis других под-
видов и биоваров [10]. Указанная делеция была ис-
пользована в качестве мишени для подтверждения 
принадлежности штаммов из Забайкальского степ-
ного очага чумы к античному биовару.

В ПЦР с праймерами, фланкирующими делецию 
med36, у всех изученных забайкальских изолятов 

Генетическая характеристика штаммов из Забайкальского степного и других природных очагов чумы

Штаммы 
Y. pestis Происхождение, очаг

Мутации в генах

napA 
G→Т, 613*

glpD 
-93 п.н.

rhaS 
G→A, 671

melB 
+IS285, 
после 73

iclR 
+СС 

269-270

16 Забайкальский степной – – + + +

17 (139) « – – + + +

17/18 « – – + + +

95 (141) « – – + + +

И-1251 « – – + + +

И-1252 « – – + + +

И-1270 « – – + + +

24 « – – + + +

1843 « – – + + +

2026 « – – + + +

И-1996 « – – + + +

А-1486, античный  биовар Алайский высокогорный – – + + +

М567, средневековый биовар Северо-Западный  
Прикаспийский степной

+ – + + +

EV НИИЭГ, вакцинный, восточный биовар о. Мадагаскар  – + + + +

1146, кавказский подвид Зангезуро-Карабахский  
высокогорный

– – – – –

*Указаны тип мутаций и ее расположение от начала гена.
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был выявлен специфический амплификат размером 
192 п.н., характерный для штаммов античного био-
вара. У штамма средневекового биовара, использо-
ванного в качестве контрольного образца, в хромо-
соме обнаружена делеция величиной 36 п.н., о чем 
свидетельствовал размер амплификата, который со-
ставлял 156 п.н. (рис. 1).

MLVA-анализ. Полученные результаты на ге-
нетическом уровне подтверждают принадлежность 
штаммов Y. pestis из Забайкальского очага, выделен-
ных до и после смены основного носителя, к антич-
ному биовару. Для генотипирования и определения 
филогенетического родства штаммов возбудителя 
чумы высокой дискриминирующей способностью 
обладает MLVA-анализ – метод мультилокусного 
анализа числа вариабельных тандемных повторов 
[12, 13].

Для определения генетического родства штам-
мов, циркулировавших в Забайкальском степном 
очаге в разные периоды времени, был проведен муль-
тилокусный VNTR-анализ этих штаммов по семи 
локусам вариабельных тандемных повторов: ms01, 

ms04, ms06, ms07, ms46, ms62 и ms70. В ПЦР на эти 
VNTR-локусы использовали праймеры и условия 
постановки реакции, описанные в литературе [13]. 
Полученные в ПЦР продукты амплификации секве-
нировали для выявления количества VNTR-локусов. 
Анализ результатов секвенирования полученных ам-
пликонов позволил сделать вывод о наличии иден-
тичных MLVA7 генотипов у всех изученных штам-
мов из Забайкальского очага чумы, независимо от 
сроков их выделения и источников происхождения. 
В то же время выявлены существенные отличия по-
лученных данных от MLVA7 генотипов штаммов из 
других природных очагов чумы, в том числе тех, в ко-
торых циркулируют штаммы античного биовара, на-
пример, Тувинский горный, Аксайский и Алайский 
высокогорные очаги.

На основании полученных данных MLVA7 ана-
лиза построена дендрограмма (рис. 2), свидетель-
ствующая о том, что забайкальские штаммы состав-
ляют единую ветвь на филогенетическом дереве эво-
люции Y. pestis.

Таким образом, с помощью традиционных ми-
кробиологических и генетических (ПЦР, мульти-
локусное секвенирование, мультилокусный VNTR-
анализ) методов проведено изучение фенотипиче-
ских и генетических свойств штаммов Yersinia pestis 
из Забайкальского степного очага чумы, выделенных 
до и после смены носителя и присущих ему перенос-
чиков. Анализ полученных данных свидетельствует 
о стойкости сохранения комплекса фенотипических 
и генетических свойств штаммов Y. pestis, персисти-
рующих в этом природном очаге. Полученные резуль-
таты на генетическом уровне подтверждают принад-
лежность штаммов Y. pestis из Забайкальского очага, 
выделенных до и после смены основного носителя, к 
античному биовару. Смена носителя в Забайкальском 
очаге не привела к изменению основных свойств 
циркулирующих здесь штаммов возбудителя чумы, 

Рис. 1. Дифференциация в ПЦР с праймерами на делецию 
med(36) штаммов Y. pestis средневекового и античного биоваров 
методом гель-электрофореза
Штаммы: 1 – 24; 2 – 17 (139); 3 – И-1251; 4 – И-1252; 5 – 95 (141); 6 – 16; 
7 – И-1270; 8 – 17/18; 9 – 1843; 10 – И-1996; 11 – 2026; 12 – 880 – антич-
ный биовар; 13 – М-567 – средневековый биовар; 14 – маркеры молеку-
лярных масс (O’Range Ruler, 100 bp DNA Ladder, Fermentas). Стрелками 
указаны размеры, образуемых в ПЦР фрагментов

Рис. 2. Филогенетическое родство штаммов Y. pestis на основе вариабельности 7 VNTR-локусов: ms01, ms04, ms06, ms07, ms46, ms62 
и ms70
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что позволяет сделать вывод об отсутствии тесной 
взаимосвязи между внутривидовой систематиче-
ской принадлежностью (античный или средневеко-
вый биовары) штаммов Y. pestis и типом основного 
носителя (переносчика) в природном очаге чумы. 
Полученные данные могут быть использованы при 
проведении типизации энзоотичных по чуме терри-
торий, а также при генотипировании штаммов воз-
будителя чумы.

Работа выполнена по государственному кон-
тракту № 53-Д от 04.06.12 г. в рамках реализации 
федеральной целевой программы «Национальная 
система химической и биологической безопасности 
Российской Федерации (2009–2013 годы)».
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