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Штаммы Yersinia pestis основного (высоковиру-
лентного и эпидемически значимого) подвида делят-
ся на три биовара – античный, средневековый и вос-
точный, каждый из которых получил пандемическое 
распространение во время одной из трех прошедших 
пандемий чумы. Для каждого из этих биоваров ха-
рактерна принадлежность к различным ландшафтно-
географическим зонам и очагам определенного типа. 
Штаммы античного биовара распространены, как 
правило, в высокогорных природных очагах суро-
чьего типа, в то время как штаммы средневекового 
биовара – в равнинно-предгорных, степных и пу-
стынных очагах сусликового и песчаночьего типа, 
а штаммы восточного биовара – в очагах крысино-
го типа, расположенных на морских и океанических 
побережьях. В природных очагах чумы в Российской 
Федерации и сопредельных странах циркулируют 
штаммы средневекового и античного биоваров, при-
чем большую часть из этих очагов занимают штаммы 
средневекового биовара, которые распространены на 
обширных пространствах засушливых зон степей и 
пустынь. Причины такой широкой распространен-
ности штаммов средневекового биовара остаются не 
установленными. Возможно, они связаны с измене-
ниями в геноме штаммов средневекового биовара, 
которые обеспечили их лучшую адаптацию к усло-

виям почвенного биоценоза нор грызунов в засушли-
вых зонах расположения этих очагов.

В Российской Федерации существуют 11 при-
родных очагов чумы. Значительное большинство 
из них (9) составляют очаги сусликового (очаги 
№ 01–03, 14, 15, 38, 37) и песчаночьего (№ 16, 43) 
типов, в которых, как правило, циркулируют штам-
мы средневекового биовара [6, 7]. Штаммы этого 
биовара распространены и в большинстве природ-
ных очагов чумы, расположенных на пограничных с 
Россией территориях, в том числе в большой группе 
Среднеазиатских пустынных очагов (№ 18–30, 42), в 
Закавказских песчаночьих очагах (№ 07–13), в оча-
ге сусликового типа в Казахстане (№ 17). В связи с 
этим очевидна необходимость тщательного изучения 
штаммов  Y. pestis средневекового биовара, имеющих 
широкое распространение на территории Российской 
Федерации. Важным также является установление 
генетических особенностей штаммов средневеково-
го биовара из разных природных очагов чумы России 
и сопредельных стран и определение генотипов этих 
штаммов, наличие которых необходимо для установ-
ления происхождения изолятов  Y. pestis и возмож-
ных путей заноса инфекции.

В основе деления штаммов  Y. pestis основного 
подвида на биовары лежат два дифференциальных 
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биохимических признака – ферментация глицерина 
и редукция нитратов. Штаммы античного биовара 
активны в отношении обоих этих субстратов, штам-
мы средневекового биовара не редуцируют нитра-
ты, а штаммы восточного биовара не ферментируют 
глицерин. Отсутствие ферментации глицерина связа-
но с наличием делеции размером 93 п.н. в гене glpD 
глицерол-3-фосфатдегидрогеназы у штаммов восточ-
ного биовара, а редукции нитратов – с наличием заме-
ны единичного нуклеотида G→Т в позиции 613 гена 
napA периплазматической нитратредуктазы у штам-
мов средневекового биовара [5, 8–10]. За исключением 
последнего признака, отсутствие редукции нитратов и 
лежащей в его основе мутации в гене napA, другие раз-
личия, которые могли бы быть использованы для диф-
ференциации средневекового и античного биоваров, 
не выявлены. Генетические особенности штаммов 
средневекового биовара из природных очагов России 
и сопредельных стран исследованы недостаточно. В 
связи с этим в данной работе нами проведен анализ ге-
нетических свойств штаммов  Y. pestis средневекового 
биовара из природных очагов России и некоторых со-
предельных стран, и определены генотипы типичных 
и измененных штаммов  Y. pestis, распространенных 
на этих территориях. 

Материалы и методы

Штаммы, биохимические свойства, выделение 
ДНК. Использованные в работе природные штаммы  
Y. pestis из различных очагов России и пограничных 
стран представлены в таблице. Штаммы выращива-
ли на агаре Хоттингера (pH 7,2), в бульоне и на агаре 
LB (pH 7,2) в течение 18–24 ч при 28 °С. Изучение 
способности к редукции нитратов, ферментации 
глицерина и рамнозы проводили так, как это ука-
зано в практическом руководстве по лабораторной 
диагностике опасных инфекционных болезней [3]. 
Выделение ДНК штаммов  Y. pestis выполняли в со-
от ветствии с методическими указаниями [4]. 

ПЦР, секвенирование, биоинформационный ана-
лиз. ПЦР проводили по стандартной методике в со-
ответствии с МУ 1.3.2569-09. Для амплификации 
фрагментов генов применяли ранее использованные 
праймеры [2, 5, 9, 10]. Полученные в ПЦР продукты 
анализировали методом электрофореза в 1 % агароз-
ном геле при напряжении 10–15 В/см. Для расчета 
олигонуклеотидных праймеров и проведения срав-
нительного анализа нуклеотидных последователь-
ностей использовали программы Primer Express и 
алгоритм BLAST. Секвенирование полученных ПЦР 
фрагментов генов осуществляли на генетическом 
анализаторе модели «CEQ 8000» (Beckman Coulter). 

Результаты и обсуждение

В работе исследованы свойства 68 штаммов  
Y. pestis основного подвида из 9 природных очагов 
Российской Федерации сусликового и песчаночьего 

типов, а также 8 штаммов, выделенных в Монголии. 
Количество изученных штаммов  Y. pestis из каждо-
го природного очага представлено в таблице. Анализ 
биохимических свойств этих штаммов показал, что 
все они не ферментируют рамнозу (как это свой-
ственно штаммам основного подвида), ферментиру-
ют глицерин и неоднородны по признаку редукции 
нитратов (таблица). 

Ранее нами была разработана система мульти-
локусного сиквенс-типирования штаммов  Y. pestis, 
основанная на вариабельности генов, кодирующих 
дифференциальные признаки, используемые в фено-
типических схемах внутривидовой классификации 
возбудителя чумы [1]. В разработанной системе ти-
пирования в качестве генетического маркера сред-
невекового биовара использована мутация – замена 
единичного нуклеотида G→Т в позиции 613 гена 
napA периплазматической нитратредуктазы. Генотип 
по этому гену у штаммов античного и восточного 
биоваров был обозначен как napA1 (интактный ген), 
а штаммов средневекового биовара – napA2 (нали-
чие замены нуклеотида). Аналогично этому, генотип 
штаммов античного и средневекового биовара по 
гену glpD был обозначен как glpD1 (интактный ген), 
а восточного биовара – glpD2 (делеция размером 
93 п.н.). Для разделения штаммов  Y. pestis основно-
го и неосновных подвидов использовали замену еди-
ничного нуклеотида G→A в позиции 671 регулятор-
ного гена rhaS рамнозного оперона у основного под-
вида (генотип rhaS1), которая отсутствует у штаммов 
неосновных подвидов (генотип rhaS2) – кавказского, 
алтайского, гиссарского и улегейского [2]. В соответ-
ствии с фенотипическими признаками характерными 
генотипами биоваров возбудителя чумы являются: у 
античного – glpD1 napА1 rhaS1, у средневекового – 
glpD1 napА2 rhaS1 и у восточного – glpD2 napА1 
rhaS1. 

Для получения молекулярной характеристики 
и определения генотипов штаммов из природных 
очагов Российской Федерации и некоторых погра-
ничных стран нами был проведен анализ наличия у 
них маркерных мутаций, типичных для разных био-
варов  Y. pestis. У всех использованных в нашей ра-
боте штаммов не выявлено в ПЦР делеции размером 
в 93 п.н. в гене glpD, и, следовательно, эти штаммы 
не относились к восточному биовару. Все они со-
держали характерную для штаммов основного под-
вида замену единичного нуклеотида в позиции 671 
гена rhaS, что на генетическом уровне подтверждало 
их принадлежность к основному подвиду возбуди-
теля чумы. По способности к редукции нитратов и 
наличию характерной делеции в позиции 613 гена 
napA среди изученных штаммов  Y. pestis было вы-
явлено несколько вариантов. Оказалось, что в боль-
шинстве очагов (7 из 9) сусликового и песчаночьего 
типов в России циркулируют штаммы средневеко-
вого биовара, которые содержат характерную му-
тацию – замену единичного нуклеотида G→Т в по-
зиции 613 гена napA. Это штаммы из Центрально-
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Кавказского высокогорного, Терско-Cунженского 
низкогорного, Дагестанского равнинно-предгорного, 
Прикаспийского Северо-Западного степного, Волго-
Уральского степного, Волго-Уральского песчаного и 
Прикаспийского песчаного очагов чумы. Они имеют 
типичный генотип средневекового биовара glpD1 
napА2 rhaS1 (таблица).

Два из восьми штаммов  Y. pestis, изолирован-
ных в пограничной с Россией Монголии –  Y. pestis 
231/14 (Хэнтейский аймак) и 231 (21) (Запхинский 
аймак), имели другой генотип. Эти штаммы не реду-
цировали нитраты, на основании чего были отнесе-
ны ранее к средневековому биовару. Однако прове-
денное нами секвенирование гена napA показало, что 
у обоих штаммов отсутствует мутация в позиции 613 
этого гена, и что их генотип идентичен штаммам ан-
тичного биовара – glpD1 napА1 rhaS1. Аналогичное 
несовпадение между фенотипом и генотипом выяв-
лено нами у выделенного в Китае штамма  Y. pestis 
Harbin35, который, по данным базы NCBI GenBank, 
относится к средневековому биовару, но, как установ-
лено нами при анализе его нуклеотидной последова-
тельности, также не содержит мутации в гене napA, 
и имеет генотип античного штамма – glpD1 napА1 
rhaS1. Таким образом, нами впервые выявлено несо-
ответствие между дифференциальным признаком – 
редукцией нитратов и наличием маркерной мутации 
в гене napА, что ставит под сомнение диагностиче-
скую значимость одного из этих маркеров.

Для того чтобы уточнить биоварную принадлеж-
ность атипичных штаммов, выделенных в Монголии 

и Китае, нами был проведен поиск новых ДНК ми-
шеней, которые могли быть использованы для диф-
ференциации штаммов античного и средневекового 
биоваров. Проведенный сравнительный компьютер-
ный анализ штаммов античного биовара  Y. pestis 
Antiqua, Nepal315 (NCBI GenBank) и средневекового 
биовара KIM позволил нам выявить наличие делеции 
размером 24 п.н. после 3626563 нуклеотида у штам-
ма KIM, которая отсутствовала у штаммов Antiqua 
и Nepal315. На вариабельный участок генома KIM 
были сконструированы праймеры, имевшие следую-
щие последовательности.

M 24-S ataccggtattttgtgtc
M 24-As attaatgagacaccgcca
Подобраны оптимальные условия проведения 

ПЦР: 1 цикл – 94 °С в течение 5 мин, затем 35 ци-
клов – 94 °С 45 с, 56 °С 1 мин, 72 °С 45 с и заверша-
ющий цикл – 3 мин при 72 °С.

С помощью разработанной ПЦР было иссле-
довано наличие делеции размером 24 п.н у штам-
мов основного подвида  Y. pestis, использованных в 
этой работе. Оказалось, что эта делеция, обозначен-
ная нами как М 24, отсутствовала у всех штаммов 
античного биовара, но присутствовала практически 
у всех штаммов средневекового биовара (рисунок). 
Эта ДНК мишень использована нами как дополни-
тельный маркер штаммов средневекового биовара. 
На ее наличие были проверены атипичные штаммы, 
выделенные в Монголии  Y. pestis 213/14 и 235 (21) и 
штамм Harbin35 из Китая (NCBI GenBank). Делеция 
М 24 в их геноме отсутствовала, что в комплексе с 

Штаммы Y. pestis из природных очагов чумы, их фенотипическая и генетическая характеристика

Очаги  
(количество изученных штаммов)

Ферментация 
глицерина

Редукция 
нитратов

Ферментация 
рамнозы

glpD* napA** rhaS*** Генотипы

Песчаночьего типа:
Волго-Уральский песчаный (10) + – – 1 2 1 glpD1 napА2 rhaS1 – ср
Прикаспийский песчаный (7) + – – 1 2 1 glpD1 napА2 rhaS1 – ср

Сусликового типа:
Центрально-Кавказский высокогорный 
(15 )

+ – – 1 2 1 glpD1 napА2 rhaS1 – ср

Терско-Cунженский низкогорный (3 ) + – – 1 2 1 glpD1 napА2 rhaS1 – ср
Дагестанский равнинно-предгорный (8 ) + – – 1 2 1 glpD1 napА2 rhaS1 – ср
Прикаспийский Северо-Западный  
степной ( 7)

+ – – 1 2 1 glpD1 napА2 rhaS1 – ср

Волго-Уральский степной (5 ) + – – 1 2 1 glpD1 napА2 rhaS1 – ср
Забайкальский степной (5) + + – 1 1 1 glpD1 napА1 rhaS1 – ант
Тувинский горный (8 ) + + – 1 1 1 glpD1 napА1 rhaS1 – ант

Монголия (8)
2 + – – 1 1 1 glpD1 napА1 rhaS1 – ант
6 + + – 1 1 1 glpD1 napА1 rhaS1 – ант

 CO92 (GenBank) – + – 2 1 1 glpD2 napА1 rhaS1 – вост.

Antiqua (GenBank) + + – 1 1 1 glpD1 napА1 rhaS1 – ант

Harbin35 (GenBank) + – – 1 1 1 glpD1 napА1 rhaS1 – ант

 KIM (GenBank) + – – 1 2 1 glpD1 nap2 rhaS1 – ср

 PestoidesF (GenBank) + + + 1 1 2 glpD1 nap2 rhaS1 – кавк. п/в

* Отсутствие (1) или наличие (2) делеции в гене glpD. 
**Отсутствие (1) или наличие (2) замены нуклеотида в позиции 613 гена napA. 
***Наличие (1) или отсутствие (2) замены нуклеотида в позиции 671 гена rhaS. 
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отсутствием маркерной мутации в гене napA доказы-
вает принадлежность этих атипичных по признаку 
редукции нитратов штаммов к античному биовару. 

В число 7 природных очагов чумы сусликово-
го типа, расположенных на территории Российской 
Федерации, входят Забайкальский степной и 
Тувинский горный очаги. Фенотипический анализ 
штаммов  Y. pestis из этих природных очагов чумы, 
показал, что они способны к редукции нитратов (та-
блица), что свидетельствует о том, что эти штаммы не 
относятся к средневековому биовару. О циркуляции 
штаммов  Y. pestis античного биовара в Забайкальском 
степном очаге сусликового типа известно давно. Это 
связывают с произошедшей здесь в середине про-
шлого столетия сменой основного носителя. Взамен 
истребленного в результате хозяйственной деятель-
ности человека монгольского сурка Marmota sibirica 
основным носителем чумы в этом природном очаге 
стал даурский суслик Citellus dauricus. В то же время 
смены носителя в Тувинском горном очаге не заре-
гистрировано, и основным носителем чумы в этом 
природном очаге является длиннохвостый суслик 
С. undulatus, в связи с чем остается неясным, почему 
штаммы из этого природного очага чумы обладают 
способностью к редукции нитратов, в соответствии 
с которой по фенотипической схеме классификации 
они должны быть отнесены к античному биовару.

Для определения генотипов штаммов из 
Забайкальского степного и Тувинского горного оча-
гов чумы нами было проведено секвенирование гена 
napA и исследовано наличие у них делеции М 24. 
Как оказалось, характерная для средневекового био-
вара мутация (замена единичного нуклеотида G→Т в 
позиции 613) гена napA у этих штаммов отсутствует, 
что, в комплексе с наличием у них способности к ре-
дукции нитратов, доказывает их принадлежность к 
античному биовару. Эта принадлежность подтверж-
дена нами и при использовании ПЦР для выявления 

делеции М 24, которая, как оказалось, отсутствует в 
их геноме. Полученные нами данные на генетиче-
ском уровне подтверждают принадлежность штам-
мов из Забайкальского степного очага чумы к антич-
ному биовару, а также впервые ставят вопрос о цир-
куляции штаммов античного биовара и в Тувинском 
горном очаге чумы сусликового типа. В отношении 
Тувинского горного очага чумы остается неясным 
вопрос о том, произошла ли здесь незарегистриро-
ванная ранее смена основного носителя, или тип но-
сителя вообще не важен для циркуляции штаммов ан-
тичного или средневекового биоваров. Полученные 
нами данные о циркуляции в Забайкальком степном 
и Тувинском горном очагах чумы сусликового типа 
штаммов античного биовара свидетельствуют об от-
сутствии жесткой корреляции между биоварной при-
надлежностью штаммов  Y. pestis и типом основного 
носителя в очаге. Из примера Забайкальского степ-
ного очага следует, что произошедшая здесь смена 
носителя не привела к замене существующих на этой 
территории штаммов античного биовара на штаммы 
средневекового биовара, которые, как правило, цир-
кулируют в очагах сусликового типа. 

Результаты, полученные в этой работе, также 
ставят вопрос о диагностической ценности призна-
ка редукции нитратов как характерного признака 
средневекового биовара. Выявление нами атипичных 
штаммов  Y. pestis античного биовара, не способных 
редуцировать нитраты, свидетельствует о необходи-
мости использования генетического маркера – мута-
ции (замены единичного нуклеотида G→Т в позиции 
613) гена napA для доказательства принадлежности 
исследуемого изолята  Y. pestis к средневековому 
биовару. Эти факты еще раз подтверждают преиму-
щество использования генетических методов диффе-
ренциации по сравнению с фенотипическими. Эти 
данные также требуют разработки более надежных 
методов разделения штаммов античного и средне-
векового биоваров, основанных на их генетических 
особенностях.

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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