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в статье представлена разработанная комплексная система молекулярно-генетической идентификации штам-
мов Yersinia pestis в соответствии с их принадлежностью к подвидам, биоварам и филогеографическим популяци-
ям, с помощью методов пцр в режиме реального времени (пцр-рв), аллель-специфической пцр-рв и мульти-
плексных пцр с гибридизационно-флуоресцентным учетом результатов на твердой подложке. с использованием 
этой системы возможно установление принадлежности штаммов Y. pestis к следующим филогенетическим вет-
вям: 0.ANT1, 0.ANT2, 0.ANT3, 0.ANT5, 3.ANT, 4.ANT античного биовара основного подвида; 2.MED0, 2.MED1, 
2.MED2, 2.MED3, 2.MED4 средневекового биовара основного подвида; 1.IN1, 1.IN2, 1.IN3 биовара intermedium 
основного подвида; 1.ORI1, 1.ORI2, 1.ORI3 восточного биовара основного подвида; 0.PE3 (ангольский подвид), 
0.PE7 (тибетский подвид) и 0.PE10 (цинхайский подвид). первый этап исследований в рамках разработанной 
системы – индикация возбудителя чумы с использованием зарегистрированных диагностических препаратов. 
второй этап – установление принадлежности к отдельным подвидам методом пцр-рв или методом системы 
мультиплексных пцр с гибридизационно-флуоресцентным учетом результатов на твердой подложке, позволяю-
щей также определять принадлежность штаммов к биоварам основного подвида и основным филогенетическим 
линиям античного биовара. третий этап – определение принадлежности штаммов к филогенетическим ветвям 
методом ас-пцр-рв. разработанная комплексная система молекулярно-генетической идентификации штаммов 
Y. pestis может быть применена на региональном и федеральном уровнях системы лабораторной диагностики ин-
фекционных болезней российской Федерации. ее использование значительно облегчит и повысит оперативность 
проведения внутривидовой дифференциации штаммов Y. pestis в рамках эпидемиологического расследования 
вспышек или заносов штаммов возбудителя чумы на территорию российской Федерации или при паспортизации 
штаммов в коллекционной деятельности. 
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Abstract. The paper describes a developed comprehensive system for molecular-genetic identification of Yersinia 
pestis strains according to their appurtenance to certain subspecies, biovars, phylo-geographic populations, using real-
time PCR (RT-PCR), allele-specific RT-PCR, and multiplex PCR with hybridization fluorescent registration of results 
on a solid substrate. Application of this system makes it possible to establish the appurtenance of Y. pestis strains to the 
following phylogenetic branches: 0.ANT1, 0.ANT2, 0.ANT3, 0.ANT5, 3.ANT, 4.ANT of antique biovar of the main 
subspecies; 2.MED0, 2.MED1, 2.MED2, 2.MED3, 2.MED4 of medieval biovar of the main subspecies; 1.IN1, 1.IN2, 
1.IN3 of intermedium biovar of the main subspecies; 1.ORI1, 1.ORI2, 1.ORI3 of oriental biovar of the main subspe-
cies; 0.PE3 (angolica subspecies), 0.PE7 (tibetica subspecies) and 0.PE10 (qinghaica subspecies). The first stage of the 
studies within the frames of the developed system is indication of plague agent using registered diagnostic drugs. The 
second stage is the determination of belonging to individual subspecies through RT-PCR or by the method of multiplex 
PCR system with hybridization-fluorescent registration of results on a solid substrate, which also allows for establishing 
to which biovars of the main subspecies and the main phylogenetic lines of the ancient biovar the strains belong. The 
third stage is the identification of strain appurtenance to phylogenetic branches by the AS-RT-PCR method. The designed 
complex system for molecular-genetic identification of Y. pestis strains can be applied at the regional and federal levels of 
the laboratory network of the Russian Federation for diagnostics of infectious diseases. Its use will considerably facilitate 
and increase the efficiency of intraspecific differentiation of Y. pestis strains within the framework of the epidemiologi-
cal investigation of outbreaks or importation of strains of plague pathogen into the territory of the Russian Federation or 
during the certification of strains in collection activities.
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в настоящее время с учетом тесных торгово-
экономических и социокультурных связей на фоне 
усиливающейся глобализации чума остается акту-
альной угрозой для санитарно-эпидемиологического 
благополучия населения мира. чума является острой 
природно-очаговой инфекционной болезнью, вызы-
ваемой бактерией Yersinia pestis. природные очаги 
чумы находятся на всех континентах, за исключе-
нием австралии и антарктиды, в горных, степных, 
полупустынных и пустынных зонах. циркуляция 
штаммов Y. pestis в условиях разных природных 
ландшафтов послужила причиной различий в свой-
ствах и в вирулентности штаммов этого вида. 

так, согласно усовершенствованной внутри-
видовой классификации внутри вида Y. pestis вы-
деляются семь подвидов: основной (очаги мира), 
тибетский (филогенетическая ветвь 0.PE7) (при-
родные очаги на территории тибетского автоном-
ного округа и провинции цинхай китая), кавказ-
ский (0.PE2) (очаги кавказа и закавказья), анголь-
ский (0.PE3) (представлен единственным штам-
мом, выделенным в анголе), центральноазиатский 
(0.PE4) (центральноазиатская зона природной оча-
говости чумы), цинхайский (0.PE10) (провинция 
цинхай китая) и улегейский (0.PE5) (монголия). 
центральноазиатский подвид образован че-
тырьмя биоварами: алтайским (0.PE4a) (горный 
алтай россии и монголии), гиссарским (0.PE4h) 
(гиссарский высокогорный очаг республики 
таджикистан), таласским (0.PE4t) (таласский высо-
когорный очаг киргизской республики) и microtus 
(0.PE4m) (китай) [1]. Штаммы основного подвида 
вирулентны для человека и характеризуются высо-
ким эпидемическим потенциалом, что отличает их 
от штаммов неосновных подвидов. Штаммы этого 
подвида в свою очередь делятся на четыре биовара: 
античный, средневековый, восточный и intermedium.  
в античном биоваре выделяют филогенетические 
линии 0.ANT (объединяет ветви 0.ANT1, 0.ANT2, 
распространенные в китае; 0.ANT3, встречающуюся 
в китае и киргизской республике, и 0.ANT5, харак-
терную для киргизской республики), 1.ANT (штам-
мы которой выделяются в центральной африке), 
2.ANT (характерна для нескольких очагов китая, 
монголии и забайкальского степного природного 
очага чумы рФ), 3.ANT (характерна для ряда очагов 
китая и монголии), 4.ANT (эндемична для горно-
алтайского горного и сайлюгемского природных 
очагов рФ и монголии) [2–4]. 

потомками линии 1.ANT являются биовары 
intermedium (1.IN) и восточный (1.ORI). Штаммы 
биовара 1.IN характерны только для ряда природных 
очагов китая и являются предшественниками вос-
точного биовара. среди многообразия штаммов био-
вара 1.IN к настоящему моменту описано пять ветвей 
эволюции. Штаммы ветви 1.IN1 выделяются на тер-
ритории провинции цинхай и синьцзян-уйгурского 
автономного района; штаммы 1.IN2 характерны для 
провинций цинхай и ганьсу, тибетского автономного 
района; штаммы 1.IN3 специфичны для провинции 
Юннань; штаммы 1.IN4 получили распространение 
в джунгарском бассейне в северной части синьцзян-
уйгурского автономного района [5]; недавно опи-
сана новая ветвь 1.IN5 в провинции Юннань [6]. 
Штаммы восточного биовара распространились по 
всем континентам во время третьей пандемии чумы. 
восточный биовар состоит из трех ветвей эволю-
ции (штаммы ветви 1.ORI1 были занесены в сШа, 
1.ORI2 – в европу, Южную америку, африку и Юго-
восточную азию, 1.ORI3 – на мадагаскар) [3]. 

линия 2.ANT античного биовара является эво-
люционным предшественником средневекового 
биовара (2.MED), который в свою очередь пред-
ставлен несколькими филогенетическими ветвя-
ми. в рФ циркулируют штаммы ветвей 2.MED0 
(центрально-кавказский высокогорный очаг чумы) 
и 2.MED1 (большинство очагов рФ и других стран 
снг). Штаммы филогенетических ветвей 2.MED2 и 
2.MED3 встречаются только в очагах китая. также 
недавно выделена филогенетическая ветвь 2.MED4, 
образованная штаммами начала XX в. на территории 
природных очагов поволжья, прикаспия и кавказа.

на территории рФ и соседних государств рас-
пространены штаммы многих филогенетических 
ветвей возбудителя чумы, отличающихся по виру-
лентности и эпидемической значимости и, следова-
тельно, по комплексу проводимых мероприятий в 
случае их обнаружения. кроме того, некоторые при-
родные очаги чумы рФ и соседних стран являются 
очагами смешанного типа, на территории которых 
одновременно циркулируют штаммы разных подви-
дов. в частности, в ряде очагов кавказа встречаются 
штаммы кавказского подвида и средневекового био-
вара основного подвида, в горно-алтайском высо-
когорном очаге – штаммы алтайского биовара цен-
тральноазиатского подвида и штаммы ветви 4.ANT 
античного биовара основного подвида, в таласском 
высокогорном очаге – штаммы таласского биова-
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ра центральноазиатского подвида и средневекового 
биовара основного подвида, в природном очаге ай-
мака баян-улгий монголии – штаммы алтайского 
биовара центральноазиатского подвида, улегейского 
подвида и штаммы ветвей 3.ANT и 4.ANT античного 
биовара основного подвида. в связи с приведенны-
ми выше фактами возможны завозы штаммов других 
филогенетических ветвей Y. pestis на территорию 
российской Федерации.

традиционно для лабораторной диагностики 
чумы используются бактериологические, иммуно-
логические и молекулярно-генетические методы. 
молекулярно-генетические методы дают возмож-
ность получить результат за несколько часов от по-
ступления подозрительного материала, что очень 
важно для проведения противоэпидемических меро-
приятий. к числу наиболее применяемых относит-
ся полимеразная цепная реакция в режиме реаль-
ного времени (пцр-рв). как медицинские изделия 
(ми) зарегистрированы наборы реагентов: «ген 
Y. pestis индикация – ргФ», «ген Y. pestis иденти-
фикация – ргФ» (роснипчи «микроб», саратов), 
«амплисенс Y. pestis – FL» (цнии эпидемиологии, 
москва), «ом-скрин-чума-рв» (ооо «синтол», 
москва), – которые дают возможность проводить ин-
дикацию и идентификацию (оценка вирулентности 
и плазмидного профиля) штаммов Y. pestis. также 
созданы экспериментальные праймеры и зонды, по-
зволяющие выполнять дифференциацию некоторых 
филогенетических ветвей Y. pestis: средневекового 
биовара и восточного биовара основного подвида и 
ряда ветвей внутри средневекового биовара и ветви 
4.ANT [7]. 

при этом нерешенными вопросами остают-
ся дифференциация популяций 0.ANT1, 0.ANT2, 
0.ANT3, 0.ANT5, 3.ANT античного биовара основ-
ного подвида; 2.MED4 средневекового биовара; 
1.ORI1, 1.ORI2, 1.ORI3 восточного биовара; 1.IN1, 
1.IN2, 1.IN3 биовара intermedium; ангольского 
(0.PE3), тибетского (0.PE7) и цинхайского (0.PE10) 
подвидов Y. pestis. для решения этих вопросов не-
обходима разработка системы оперативной и точной 
внутривидовой дифференциации штаммов возбуди-
теля чумы с установлением их принадлежности к 
конкретным филогенетическим ветвям. такая систе-
ма будет способствовать повышению эффективно-
сти эпидемиологического мониторинга природных 
очагов чумы и эпидемиологического расследования 
вспышек или заносов штаммов Y. pestis в рФ.

цель – представить разработку комплексной 
системы молекулярно-генетической идентификации 
штаммов Y. pestis в соответствии с их принадлежно-
стью к определенным подвидам, биоварам, филогео-
графическим популяциям. такая система может быть 
основана на быстрых и точных методах пцр-рв и 
систем мультиплексных пцр с гибридизационно-
флуоресцентным учетом результатов на твердой 
подложке по детекции маркерных делеций или ин-
серций (indel-мутации). однако такие indel-мутации 

обнаружены не для всех филогенетических ветвей 
Y. pestis. для этих ветвей в качестве генетических 
маркеров возможно использование специфических 
единичных полиморфных нуклеотидов (SNPs), яв-
ляющихся наиболее распространенными генетиче-
скими маркерами в геноме [8]. 

первоначально для создания системы вну-
тривидовой дифференциации штаммов Y. pestis в 
соответствии с их принадлежностью к подвидам 
нами разработаны комплекты праймеров и зондов 
для пцр-рв, основанные на определении наличия 
или отсутствия маркерных indel-мутаций, для раз-
деления штаммов основного, кавказского (0.PE2), 
улегейского подвидов (0.PE5), а также алтайского 
(0.PE4a), гиссарского (0.PE4h), таласского (0.PE4t) 
и microtus (0.PE4m) биоваров центральноазиатско-
го подвида [9]. разработано также ми «набор реа-
гентов для выявления и дифференциации штаммов 
возбудителя чумы основного и неосновных подви-
дов (отдельно алтайского биовара центральноази-
атского подвида) методом полимеразной цепной ре-
акции с гибридизационно-флуоресцентным учетом 
результатов в режиме реального времени (генпест-
подвид/алтай-ргФ)» (регистрационное удостове-
рение № рзн 2018/7338 от 05.07.2018). этот набор 
позволяет проводить индикацию днк Y. pestis в 
пробах клинического и биологического материа-
ла, объектов окружающей среды с одновременным 
установлением принадлежности к основному и не-
основным подвидам, с отдельной дифференциацией 
алтайского биовара центральноазиатского подвида 
методом пцр-рв. наиболее перспективно примене-
ние этого набора на региональном уровне системы 
лабораторной диагностики инфекционных болезней 
роспотребнадзора в горно-алтайском высокогорном 
очаге чумы и прилегающей части монголии, для 
которых свойственна одновременная циркуляция 
штаммов основного подвида Y. pestis ветви 4.ANT и 
алтайского биовара центральноазиатского подвида.

следующей задачей было разделение подвидов, 
биоваров и ряда филогенетических линий Y. pestis. 
для этого сконструирована система мультиплексных 
пцр с гибридизационно-флуоресцентным учетом 
результатов на твердой подложке для индикации, 
идентификации и внутривидовой дифференциации 
штаммов по их принадлежности к виду Y. pestis, под-
видам, биоварам, филогенетическим линиям, а так-
же по наличию основных генов вирулентности [10]. 
выбор этого метода продиктован тем, что он явля-
ется эффективным, многофакторным, быстрым и 
позволяющим детектировать большое количество 
маркеров.

разработанная нами система мультиплексных 
пцр с гибридизационно-флуоресцентным учетом 
результатов на твердой подложке основана на опре-
делении наличия или отсутствия маркерных indel-
мутаций и позволяет проводить установление при-
надлежности штаммов возбудителя чумы к основ-
ному, кавказскому (0.PE2), центральноазиатскому  
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(отдельно к алтайскому (0.PE4a), гиссарскому 
(0.PE4h), microtus (0.PE4m) и таласскому (0.PE4t) 
биоварам), улегейскому (0.PE5) подвидам, кроме 
того, к античному (с отдельным выделением ветвей 
1.ANT (вместе с 1.IN) и 2.ANT), средневековому (с от-
дельным выделением ветви 2.MED0) и восточному 
биоварам основного подвида. зарегистрировано ми 
«пест-мл пцр-биочип» для качественного выявле-
ния днк Y. pestis в пробах клинического материала, 
биологического материала, культур микроорганиз-
мов с одновременным установлением принадлежно-
сти к основному и неосновным подвидам, биоварам, 
а также дифференциации вирулентных изолятов 
от авирулентных (регистрационное удостовере-
ние № рзн 2021/15445 от 04.10.2021). применение 
ми «пест-мл пцр-биочип» перспективно на феде-
ральном уровне системы лабораторной диагностики 
инфекционных болезней роспотребнадзора при на-
личии соответствующего оборудования.

заключительная задача состояла в решении во-
проса дифференциации основных филогенетических 
ветвей Y. pestis. для этого создан комплекс аллель-
специфических пцр-рв (ас-пцр-рв), дающий 

возможность проведения дифференциации филоге-
нетических ветвей, для которых ранее не были подо-
браны эффективные маркерные indel-мутации [11]. 
комплекс ас-пцр-рв позволяет проводить диф-
ференциацию филогенетических ветвей 0.ANT1, 
0.ANT2, 0.ANT3, 0.ANT5, 3.ANT, 4.ANT антично-
го биовара; 2.MED0, 2.MED1, 2.MED2, 2.MED3, 
2.MED4 средневекового биовара; 1.IN1, 1.IN2, 1.IN3 
биовара intermedium; 1.ORI1, 1.ORI2, 1.ORI3 вос-
точного биовара и, кроме того, ангольского (0.PE3), 
тибетского (0.PE7) и цинхайского (0.PE10) подвидов. 
разработанная система ас-пцр-рв в перспективе 
может быть использована на региональном и феде-
ральном уровнях системы лабораторной диагности-
ки инфекционных болезней роспотребнадзора, при 
наличии необходимого оборудования и персонала.

таким образом, на основе полученных резуль-
татов мы предлагаем комплексную молекулярно-
генетическую систему оперативной внутривидо-
вой дифференциации штаммов Y. pestis методами 
пцр-рв, ас-пцр-рв и мультиплексных пцр с 
гибридизационно-флуоресцентным учетом резуль-
татов на твердой подложке (рисунок).

схема применения комплексной молеку-
лярно-генетической системы внутривидо-
вой дифференциации штаммов Y. pestis

Scheme of application of the complex molecu-
lar-genetic system for intraspecific differentia-
tion of Y. pestis strains
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первым этапом этой системы является проведе-
ние индикации днк возбудителя чумы с использо-
ванием зарегистрированных диагностических пре-
паратов. после этого определяется принадлежность 
к отдельным подвидам (основному, кавказскому, 
улегейскому подвидам, алтайскому, гиссарскому, та-
ласскому и microtus биоварам центральноазиатского 
подвида) методом пцр-рв, основанном на детекции 
indel-мутаций. либо с помощью системы мульти-
плексных пцр с гибридизационно-флуоресцентным 
учетом результатов на твердой подложке, детекти-
рующей indel-мутации, устанавливается принадлеж-
ность штаммов к основному, кавказскому, улегейско-
му, центральноазиатскому (с отдельным выделением 
биоваров алтайского, гиссарского, таласского и mi-
crotus) подвидам, а также к античному (с отдельным 
выделением ветвей 1.ANT (вместе с 1.IN) и 2.ANT), 
средневековому (с отдельным выделением ветви 
2.MED0) и восточному биоварам основного подвида. 
на последнем этапе методом ас-пцр-рв проводится 
установление принадлежности штаммов к филогене-
тическим ветвям 0.ANT1, 0.ANT2, 0.ANT3, 0.ANT5, 
3.ANT, 4.ANT; 2.MED0, 2.MED1, 2.MED2, 2.MED3, 
2.MED4; 1.IN1, 1.IN2, 1.IN3; 1.ORI1, 1.ORI2, 1.ORI3; 
0.PE3, 0.PE7 и 0.PE10.

применение разработанной комплексной моле-
кулярно-генетической системы для быстрой и на-
дежной дифференциации штаммов Y. pestis по их 
принадлежности к определенным подвидам, биова-
рам и филогенетическим ветвям в перспективе дает 
возможность повысить эффективность и оператив-
ность мониторинга природных очагов и выполнять 
молекулярное внутривидовое разделение штаммов 
Y. pestis на региональном и федеральном уровнях си-
стемы лабораторной диагностики инфекционных бо-
лезней роспотребнадзора. это значительно упростит 
проведение внутривидовой дифференциации при 
осуществлении молекулярно-эпидемиологического 
мониторинга в очагах и расследования вспышек или 
заносов штаммов Y. pestis в российскую Федерацию 
или при проведении паспортизации штаммов в рам-
ках коллекционной деятельности.
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