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Планомерное эпизоотологическое обследование 
Алтайского горного природного очага чумы начато в 
1950 г. [9]. Первые штаммы чумного микроба были 
выделены в 1961 г. [3]. С этого времени эпизоотии 
различной интенсивности в поселениях мелких мле-
копитающих, преимущественно монгольской пищу-
хи, которая является основным носителем инфекции 
в очаге, регистрируют ежегодно. Всего за период 
1961–2012 гг. изолировано 2373 штамма возбудите-
ля чумы. В очаге циркулирует своеобразный вари-
ант чумного микроба, который был выделен в само-
стоятельный подвид Yersinia pestis subsp. altaica [1]. 
Данные штаммы чумного микроба имеют ряд харак-
терных особенностей. В частности, они, в отличие от 
классических изолятов основного подвида, на 1–2-е 
сутки ферментируют рамнозу, глицерин, не разлага-

ют арабинозу или ферментируют ее в поздние сроки, 
не обладают нитрифицирующей и денитрифицирую-
щей активностью, проявляют зависимость от фени-
лаланина, цистеина, лейцина и аргинина, вирулент-
ны для белых мышей и авирулентны для морских 
свинок, обладают избирательной вирулентностью 
для носителей в очаге, продуцируют пестицин I и об-
ладают парадоксальной чувствительностью к нему. 
В очаге выделялись и измененные варианты чумно-
го микроба, отличающиеся от типичных штаммов 
по вирулентности, чувствительности к пестицину I, 
ферментативной активности, способности к пигмент-
сорбции на среде с гемином, с утратой одной из трех 
плазмид и некоторым другим свойствам [4]. С 1990 г. 
в очаге изолируют варианты возбудителя чумы, име-
ющие дополнительную питательную потребность в 
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триптофане. Выявлена гетерогенность Yersinia pestis 
subsp. altaica по VNTR-локусу (5’-СААА-3’)n, выра-
жающаяся в неоднородности штаммов, выделяемых 
в очаге, по количеству повторов тетрануклеотида 
СААА [6]. Частота встречаемости ауксотрофов по 
триптофану и различных VNTR-вариантов по локу-
су (5’-СААА-3’)n характеризуется выраженной про-
странственной приуроченностью [4, 7]. Все это сви-
детельствует о фенотипической и генотипической 
гетерогенности циркулирующего в очаге возбудите-
ля Y. pestis subsp. altaica. До 2012 г. в очаге ежегодно 
регистрировали только Y. pestis subsp. altaica, однако 
в июне 2012 г. в ур. Большие Сары-Гобо в ходе пла-
нового эпизоотологического обследования от трупа 
длиннохвостого суслика был изолирован штамм чум-
ного микроба (Y. pestis 1454), который при первичной 
идентификации по своим биохимическим свойствам 
и вирулентности отличался от типичных штаммов 
алтайского подвида, циркулирующих в очаге. 

Цель настоящей работы – комплексная фено- 
и генотипическая идентификация штамма Y. pes-
tis 1454 с привлечением мультилокусного VNTR- и 
масс-спектрометрического анализов.

Материалы и методы

В работе изучали штамм Y. pestis 1454, а также 
84 штамма чумного микроба, изолированных в при-
родных очагах чумы Сибири и Монголии и исполь-
зованных в сравнительных молекулярно-генети чес-
ких экспериментах. В качестве контрольного в ряде 
тестов применяли вакцинный штамм Y. pestis EV 
НИИЭГ. Фенотипическую идентификацию штаммов 
выполняли с использованием традиционных микро-
биологических тестов [8]. Для определения LD50 
штамма Y. pestis 1454 использовали беспородных, 
но стандартных по условиям содержания и массе, 
лабораторных животных: белые мыши (18–19 г) и 
морские свинки (180–220 г), которых заражали под-
кожно в правую заднюю лапу в дозах: для белых мы-
шей от 5 до 625 м.к. в 0,5 мл; для морских свинок от 
10 до 1250 м.к. в 1,0 мл. Эксперименты на животных 
проводили в соответствии с Правилами проведения 
работ с использованием экспериментальных живот-
ных. Расчет LD50 выполняли по И.П.Ашмарину и 
А.А.Воробьеву [2].

Молекулярно-генетические исследования. Скри-
нинг плазмид штаммов чумного микроба проводили, 
как описано нами ранее [4]. Для выделения геном-
ной ДНК из исследуемых культур применяли набор 
«ДНК-сорб-В» (ФГУН «ЦНИИЭ» Роспотребнадзора, 
Москва). Для выполнения мультилокусного VNTR-
анализа использовали 25 локусов тандемных по-
второв в геноме Y. pestis [11]. Размер полученных 
ампликонов определяли методом капиллярного 
электрофореза на ДНК-анализаторе ABI Prism 
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США; 
Hitachi, Япония) путем сравнения с маркером моле-
кулярного веса GeneScan™ 500 LIZ™ Size Standard. 

Продукты амплификации локусов, ожидаемый раз-
мер которых превышал 500 п.н. (локусы yp2769ms06 
и yp3057ms09), анализировали методом электро-
фореза в 1,5 % агарозном геле, размер полученных 
фрагментов определяли с помощью маркера молеку-
лярного веса ДНК – GeneRuler™ 100 bp DNA Ladders 
(Fermentas, Литва), и программного пакета Quantity 
One v.4.4.0 (BioRad, США). Исходя из размера (в 
п.н.) получаемого ампликона, определяли число тан-
демных повторов в каждом из 25 исследованных ло-
кусов. Полученный таким образом 25-символьный 
цифровой паттерн исследуемых штаммов сравни-
вался с аналогичными паттернами штаммов Y. pestis, 
выделенных в сибирских и монгольских природных 
очагах чумы. Построение филогенетического древа 
осуществлялось методом присоединения «ближай-
ших соседей» (Neighbor-Joining, NJ) при помощи 
программного комплекса Bionumerics v 6.01 (Applied 
Maths, Бельгия).

Масс-спектрометрический анализ. Взвесь су-
точной культуры исследуемого штамма Y. pestis 1454 
обрабатывали этиловым спиртом, 70 % муравьиной 
кислотой с последующим добавлением ацетонитри-
ла [12]. По 1 мкл полученного экстракта переносили 
в лунки MSP-чипа, образцы подсушивали на возду-
хе, сверху наносили 1 мкл насыщенного раствора 
матрицы (α-Циано-4-Гидроксикоричная кислота в 
50 % ацетонитрила и 2,5 % трифторуксусной кисло-
ты). В качестве калибровочного стандарта и положи-
тельного контроля анализа использовался белковый 
экстракт штамма E. coli DH5a (ref. № 255343; Bruker 
Daltonics, Германия). Спектры собирались в автома-
тическом режиме на масс-спектрометре Microflex™ 
LT MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Германия) с ис-
пользованием программы Flex Control (ver. 3.3, build 
108). Для анализа спектров, генерации библиотек и 
идентификации применяли программное обеспече-
ние MALDI Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics, Германия). 
Кластерный анализ осуществлялся с использованием 
функции Principal Component Analysis программного 
обеспечения MALDI Biotyper 3.0, а также методом 
«ближайших соседей» (Neighbor-Joining, NJ) при по-
мощи программного комплекса Bionumerics v 6.01 
(Applied Maths, Бельгия).

Результаты и обсуждение

В 2012 г. эпизоотический участок Большие и 
Малые Сары-Гобо обследовался дважды – в июне и 
сентябре. Площадь обследования составила 143 км2. 
На зараженность чумой бактериологически иссле-
довано 263 зверька (из них монгольских пищух – 
217, плоскочерепных полевок – 18, даурских пи-
щух – 17, длиннохвостых сусликов – 10, горноста-
ев – 1), 784 блохи, 13 иксодовых клещей, материал 
получен с семи точек обследования. Кроме штамма 
Y. pestis 1454 других изолятов в этом году здесь не 
было, положительных серологических реакций на 
чуму не выявлено. При проведении углубленного 
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осеннего обследования всей территории участка 
следы эпизоотии также визуально не отмечены. В 
2012 г. на Уландрыкском участке очаговости, в кото-
ром расположено место выделения необычного для 
очага штамма, эпизоотические проявления зареги-
стрированы еще на двух территориях. Возбудитель 
чумы, изолированный на них, относится к алтайско-
му подвиду.

Территория участка Большие и Малые Сары-
Гобо преимущественно заселена монгольской пи-
щухой. Плотность поселений этого зверька здесь в 
весенний период 2012 г. была очень высока и соста-
вила 13,8 жилых нор на 1 га, осенью она резко сни-
зилась и была равна 4,6 жилых нор на 1 га. Средняя 
многолетняя численность монгольской пищухи на 
Уландрыкском участке очаговости, определенная 
за 1980–2011 гг., составляет весной 3,6±0,20 (чис-
ло учетов 167), осенью – 6,1±0,19 (число учетов 
238) жилых нор на 1 га. Резкое снижение числен-
ности зверька осенью, вероятнее всего, обусловле-
но сильными дождями, прошедшими летом, что, в 
целом, для высокогорных степей Юго-Восточного 
Алтая не характерно. Плотность населения да-
урской пищухи, более влаголюбивого вида, в ур. 
Большие Сары-Гобо, наоборот, от весны к осени 
сильно увеличилась и соответственно равнялась 0,5 
и 2,7 жилых нор на 1 га. В оптимальных биотопах 
Уландрыкского участка очаговости численность 
суслика находилась на среднем уровне и состави-
ла 4,7 особей на 1 га в весенне-летний период и 4,0 
особи на 1 га осенью (среднемноголетние показате-
ли по очагу 3,2, и 5,5 соответственно). Численность 
алтайского сурка была низкая и равнялась весной 
0,5, осенью – 0,4 жилых бутанов на 1 га. 

В результате микробиологической идентифи-
кации штамма Y. pestis 1454 установлено, что он 
обладал следующими характеристиками: на агаре 
и в бульоне Хоттингера вырастал в виде R-формы, 
характерной для чумного микроба; не обладал под-
вижностью; лизировался чумным и псевдотуберку-
лезным фагами; ферментировал (в течение первых 
суток) глицерин, арабинозу, ксилозу, глюкозу, манно-
зу, левулезу, мальтозу и не ферментировал (до 10 сут 
наблюдения) рамнозу, галактозу, лактозу, сахарозу, 
дульцит, сорбит, инозит; не обладал уреазной актив-
ностью; восстанавливал нитраты в нитриты; сорби-
ровал гемин на среде Джексона-Берроуза; обладал 
фибринолизин-пестицин I-плаз мо коагулазной актив-
ностью; продуцировал капсульный антиген, обладал 
зависимостью роста от ионов Са²+ при температуре 
37 °С; стрептомицин-чувствителен. По потребно-
стям в аминокислотах нуждался в метионине. По 
результатам изучения ферментативной активности 
штамм Y. pestis 1454 относится к основному подвиду 
чумного микроба.

При определении LD50 установлено, что штамм 
Y. pestis 1454 высоковирулентен для обоих видов ис-
пользованных лабораторных животных, поскольку 
LD50 для белых мышей составила 2,94 м.к., для мор-

ских свинок – 4,47 м.к. При вскрытии обнаружена 
паталого-анатомическая картина септической фор-
мы чумы. Гибель животных наступила вследствие 
специфической инфекции, что подтверждено вы-
делением чистой культуры штамма Y. pestis 1454 от 
всех павших животных.

Анализ плазмидного профиля, как представлено 
на рис. 1, показал наличие у штамма Y. pestis 1454 че-
тырех плазмид – pYP, pTP33, pYV, pYT, что отличало 
его от всех ранее выделявшихся в очаге алтайских 
штаммов Y. pestis, обладавших типичным для воз-
будителя чумы набором из трех плазмид. Плазмида 
pYT у штамма Y. pestis 1454 по электрофоретической 
подвижности соответствовала аналогичной плазми-
де, детерминирующей капсульный антиген Fra1 у 
типичных Y. pestis subsp. pestis, в отличие от алтай-
ских штаммов, у которых данный внехромосомный 
репликон варьирует по размеру и обычно больше 
типичной pYT. Ранее нами показано, что данный 
плазмидовар характерен для Тувинского природ-
ного очага чумы и некоторых очагов Монгольского 
Алтая, в частности, очага Хуух-Сэрх-Мунх-Хаирхан. 
Монгольские специалисты также сообщают об обна-
ружении штаммов возбудителя чумы основного под-
вида данного четырехплазмидного варианта в более 
поздние сроки [10].

VNTR-анализ проведен по 25 вариабельным 
локусам: yp0120ms01, yp1290ms04, yp1935ms05, 
yp2769ms06, yp2916ms07, yp3057ms09, yp0559ms15, 
yp1814ms20, yp1895ms21, yp4042ms35, yp4425ms38, 
yp0581ms40, yp0718ms41, yp1018ms44, yp1108ms45, 
yp1335ms46, yp2058ms51, yp2612ms54, yp3060ms56, 
yp4280ms62, yp1118ms69, yp1580ms70, yp1925ms71, 
yp3236ms73, yp3245ms74. Полученные VNTR-про-
фи ли исследованного штамма импортировались в 
базу данных BioNumerics, содержащую спектры 84 
штаммов Y. pestis, относящихся к разным подвидам и 
выделенных на территории Тувинского, Алтайского 
горного, Забайкальского, Кавказского и природных 
очагов Монголии. Результаты сравнительного анали-
за представлены на рис. 2. 

Рис. 1. Результаты плазмидного анализа штамма Y. pestis 1454:
1 – Y. pestis subsp. altaica И-3530 (pYP, pYV, pYT);  

2 – Y. pestis subsp. altaica И-3532 (pYP, pYV, pYT); 3 – Y. pestis 1454 
(pYP, pTP33, pYV, pYT); 4 – Y. pestis subsp. pestis И-3533 (pYP, pTP33, 
pYV, pYT); 5 – Y. pestis subsp. pestis И-3534 (pYP, pTP33, pYV, pYT)
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Рис. 2. Дендрограмма по результатам VNTR-анализа, иллюстрирующая степень родства штамма Y. pestis 1454 (выделен рамкой)  
с геновариантами, изолированными на территориях некоторых природных очагов чумы
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В результате VNTR-анализа исследуемый 
штамм Y. pestis 1454 оказался отличным от штаммов, 
выделяемых, в том числе и в текущем году на терри-
ториях Алтайского горного и Тувинского природных 
очагов чумы, и попал в одну группу со штаммами, 
изолированными в конце 80-х годов на территории 
природного очага чумы Хуух-Сэрх-Мунх-Хаирхан 
(Дэлуун-сомон Баян-Ульгийский аймак, Монголия). 
Между монгольскими штаммами 80-х годов и штам-
мом Y. pestis 1454 наблюдались минимальные разли-
чия в двух локусах: yp3060ms56 и yp4280ms62.

В качестве дополнительного инструмента инди-
кации и углубленной идентификации исследуемого 
штамма применялся сравнительный анализ его бел-
кового спектра со спектрами штаммов, относящихся 
к основному и алтайскому подвидам, выделенных 
на территории Тувинского, Алтайского горного при-
родных очагов чумы и природных очагов Монголии. 
Результаты представлены на рис. 3.

Исследуемый штамм при сравнении с рефе-
ренсными спектрами чумного микроба обновленной 
базы Biotyper 3.0 однозначно идентифицировался 
как Y. pestis. Штамм Y. pestis 1454 попал в кластер, 
сформированный штаммами основного подвида, 
в одну группу со штаммом И-3240, выделенным 
на территории природного очага чумы Хуух-Сэрх-
Мунх-Хаирхан (Дэлуун-сомон, Баян-Ульгийский ай-
мак, Монголия) в 1988 г.

Таким образом, идентификация и изучение 
штамма Y. pestis 1454 показали, что он относится к 
основному подвиду чумного микроба Y. pestis subsp. 
pestis с характерными культурально-морфо логи че-
скими, биохимическими свойствами, набором основ-
ных детерминант вирулентности и обладает высокой 
универсальной вирулентностью для лабораторных 

животных. Результаты молекулярно-генети ческих ис-
следований позволили установить наибольшее сход-
ство этого штамма со штаммами изолированными в 
конце 80-х годов прошлого столетия на территории 
природного очага чумы Хуух-Сэрх-Мунх-Хаирхан 
(Дэлуун-сомон, Баян-Ульгийский аймак Монголии). 
Фенотипические характеристики штамма Y. pestis 
1454 также обнаруживают высокую степень его сход-
ства с последними. 
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