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Для внутривидовой дифференциации штаммов Yersinia pestis с разной эффективностью использовали множество 
методов. В настоящее время молекулярно-генетические подходы все чаще заменяют традиционные методы, основан-
ные на оценке фенотипических свойств возбудителя чумы. В данном обзоре особое внимание уделено методам типи-
рования чумного микроба, отвечающим требованиям популяционной генетики, филогеографии и молекулярной эпи-
демиологии. Описанные подходы оцениваются с точки зрения стоимости, сложности выполнения, межлабораторной 
воспроизводимости результатов, дискриминационной способности, полезности для решения различных вопросов 
исследования и текущей применимости вследствие появления метода полногеномного секвенирования.
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Ч ума – одно из самых смертоносных заболеваний 
в истории человечества, в ходе трех пандемий которо-

го погибли сотни миллионов людей [1]. Несмотря на то что 
на современном этапе меры, предпринимаемые обществен-
ным здравоохранением (улучшение гигиены, использование 
антибиотиков и инсектицидов и т.д.), позволили эффектив-
нее бороться с чумой, в некоторых частях земного шара 
сохраняется потенциальная угроза возникновения и распро-

странения вспышек инфекции [1]. Чумной микроб может 
быть использован как агент биотерроризма, а обнаружение 
штаммов возбудителя чумы с множественной антибиотикоу-
стойчивостью только увеличивает угрозу человечеству [2].

Считается, что Y. pestis – возбудитель чумы – образовал-
ся путем дивергенции от Yersinia pseudotuberculosis пример-
но 15 000–20 000 лет назад [3]. Относительно недавнее от-
деление привело к отсутствию значительного генетического 

Для корреспонденции:

Дентовская Светлана Владимировна, доктор медицинских наук, главный 
научный сотрудник лаборатории микробиологии чумы отдела особо опасных 
инфекций ФБУН «Государственный научный центр прикладной 
микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора 

Адрес: 142279, Московская область, Серпуховский р-н, п. Оболенск,  
ФБУН ГНЦ ПМБ 
Телефон: (4967) 36-0112
E-mail: dentovskaya@obolensk.org

Статья поступила 30.03.2019 г., принята к печати 27.06.2019 г.

For correspondence:

Svetlana V. Dentovskaya, MD, PhD, DSc, major researcher  
of laboratory for plague microbiology State Research Center  
for Applied Microbiology and Biotechnology  

Address: SRCAMB 142279 Obolensk, Serpukhov district, Moscow region,  
Russian Federation 
Phone: (4967) 36-0112
E-mail: dentovskaya@obolensk.org

The article was received 30.03.2019, accepted for publication 27.06.2019



Внутривидовая дифференциация Yersinia pestis: от фенотипа к полногеномному секвенированию

43

разнообразия у штаммов чумного микроба. Из-за этого мно-
гие методы внутривидовой дифференциации, применяемые 
для других микроорганизмов, практически не используют 
при молекулярном типировании чумного микроба. Поиск 
различий в генетическом строении усложняет тот факт, что, 
несмотря на то, что природные очаги инфекции разбросаны 
по всему миру, наибольшее географическое распростране-
ние заболевания явилось результатом третьей пандемии, 
начавшейся в середине XIX в. в провинции Юньнань Китая. 
Поэтому штаммы чумного микроба, выделяемые во вновь 
сформировавшихся природных очагах, в том числе в Север-
ной и Южной Америке, отличаются ограниченным биоло-
гическим разнообразием [3]. В противоположность этому 
штаммы Y. pestis из регионов Центральной и Восточной 
Азии, особенно Китая, СНГ и Монголии, обладают значи-
тельным полиморфизмом и отличаются по спектру чувстви-
тельных к ним млекопитающих (избирательной вирулентно-
сти), ферментативной активности, степени ауксотрофности 
и другим признакам [1, 4–6].

Первоначально для внутривидовой дифференциации 
штаммов чумного микроба использовали методы, основан-
ные на изучении фенотипических характеристик, серотипи-
рование, фаготипирование и плазмидный анализ. Позднее 
появились молекулярно-генетические методы, основанные 
на детекции фрагментов ДНК Y. pestis: определение поли-
морфизма длин рестрикционных фрагментов – RFLP 
(Restriction Fragments Length Polymorphism), IS-типирование 
(IS – Insertion Sequence), анализ отличающихся участков 
ДНК – DFR-типирование (Different Region), ПЦР-анализ слу-
чайно амплифицированной полиморфной ДНК – RAPD-PCR 
(Randomly Amplified Polymorphic DNA), ПЦР с праймерами на 
повторяющиеся экстрагенные палиндромы – REP-PCR 
(Repetitive Extragenic Palindromic), VNTR-анализ – анализ 
вариабельного числа тандемных повторов (VNTR – Variable-
NumberTandemRepeat) [7]. В последующем появились мето-
ды генотипирования, основанные на секвенировании фраг-
ментов ДНК: определение полиморфизма рибосомальных 
рРНК, мультилокусный анализ вариабельных тандемных по-
второв – MLVA (Multiple Locus Variable-Number Tandem 
Repeats Analysis) [8, 9], CRISPR-типирование (Clustered 
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats – кластеризо-
ванные короткие палиндромные повторы, разделенные 
спейсерами) [10], SNP-типирование – анализ полиморфизма 
единичных нуклеотидов (Single-Nucleotide Polymorphism) [11], 
а затем и полногеномное секвенирование [12].

Ранние методы типирования
Фенотипические  методы. Самая ранняя и наиболее 

широ ко используемая схема типирования Y. pestis включает 
в себя изучение двух фенотипических свойств: способность 
штаммов к ферментации глицерина (glpD+) и восстановле-
нию нитратов (napA+), делящая штаммы чумного микроба 
на три биовара: antiqua (glpD+, napA+), medievalis (glpD+, 
napA–) и orientalis (glpD–, napA+) [13, 14]. R.Devignat [15] и 
В.Туманский [16] впервые использовали способность к фер-
ментации глицерина, нитрификации и денитрификации для 
подразделения штаммов Y. pestis на три внутривидовые 
группы, предположительно явившиеся причиной трех панде-
мий: «Юстиниановой чумы», «Черной смерти» и третьей 

пандемии соответственно. Кроме этого, для деления штам-
мов Y. pestis из Китая и СНГ, где уровень генетического раз-
нообразия чумного микроба значительно выше, чем где бы 
то ни было в мире, оценивают способность к ферментации 
различных сахаров (рамноза, арабиноза, мелибиоза, маль-
тоза, манноза и трегалоза), потребность в дополнительных 
факторах роста (лейцин, метионин, аргинин, тиамин, цисте-
ин, фенилаланин, треонин и тирозин), чувствительность 
к пестицину, фибринолитическую и плазмокоагулазную 
актив ность, а также степень вирулентности для морских 
свинок. Набор из фенотипических признаков используют 
для деления изолятов Y. pestis из стран СНГ и Монголии 
на основной подвид Y. pestis subsp. pestis, в который входят 
штаммы, обладающие «универсальной» вирулентностью 
для человека и животных, а также на несколько неосновных 
подвидов: altaica, angola, caucasica, hissarica, talassica, 
ulegeica, авирулентных для человека [13]. Однако сообщают 
о единичных случаях заражения людей бактериями неоснов-
ных подвидов, не передающихся от человека к человеку [4]. 
Аналогичную схему фенотипической внутривидовой диффе-
ренцировки на различные экотипы использовали Zhou 
et al., [17] для штаммов Y. pestis из Китая, которые предло-
жили биовар microtus (glpD+, napA–, araC–), штаммы которо-
го, в отличие от биоваров основного подвида, неспособны 
к ферментации арабинозы [18]. Новый вариант внутривидо-
вого деления возбудителя чумы, соответствующий прави-
лам Международного кодекса номенклатуры бактерий, был 
предложен М.Е.Платоновым и соавт. [7]. Эта классифика-
ционная схема содержит всего два подвида pestis и microti, 
которые, в свою очередь, делятся на четыре (antiqua, medie-
valis и orientalis, intermedium) и восемь (caucasica, angola, 
talassica, qinghaiensis, xilingolensis, altaica, hissarica и ulegeica) 
биоваров, соответственно. Кроме фенотипических характе-
ристик и вирулентности для человека и морских свинок, 
различные внутривидовые группы чумного микроба отли-
чаются по географическому ареалу выделения и основному 
хозяину [13, 17, 19].

Известно, что фенотипические свойства микроорганиз-
мов характеризуются нестабильностью и могут подвергаться 
конвергентной эволюции. Биоварная принадлежность штам-
мов может быть ошибочно определена из-за независимых 
мутаций, вызывающих появление нового фенотипа [7, 13], и, 
наоборот, штаммы из разных биоваров могут обладать оди-
наковыми фенотипическими свойствами.

Несмотря на появление новых молекулярно-генетических 
подходов, фенотипические методы продолжают использо-
вать как средство идентификации изолятов Y. pestis и 
определения их биоварной принадлежности. Было показа-
но, что коммерческая система API20E® эффективна для 
идентификации монгольских штаммов Y. pestis [20], но 
не для штаммов, выделенных на территории Республики 
Грузия [21]. Классические микробиологические методы до 
настоящего времени используют для внутривидовой диф-
ференциации штаммов чумного микроба на подвиды и био-
вары [20, 21]. Оценку фенотипических свойств штаммов 
Y. pestis в качестве дополнения к методам генотипирования 
успешно применили при расследовании вспышек чумы 
в Алжире и Ливии [22]. Напротив, попытки использовать 
данные методы для дифференциации близкородственных 
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штаммов, например, биовара orientalis из природных очагов 
чумы в Бразилии ожидаемо оказались безуспешными 
[23, 24].

Серотипирование и фаготипирование. Серотипирование 
и типирование с использованием бактериофагов, как прави-
ло, не пригодны для дифференциации штаммов Y. pestis 
из-за высокого уровня гомологичности по этим признакам. 
Действительно, обычно считают, что все штаммы Y. pestis 
принадлежат к одному серотипу и одному фаготипу. 

Плазмидный анализ. Штаммы Y. pestis могут характери-
зоваться различным плазмидным составом. Большинство 
штаммов чумного микроба обладает тремя плазмидами: 
pPCP1 (pPst,9,5 т.п.н.), pCD1 (pCad или pYV,70-75 т.п.н.) и 
pMT1 (pFra,100-110 т.п.н.). Иногда штаммы возбудителя 
чумы несут криптические плазмиды [1, 13, 25], которые 
могут представлять собой варианты трех основных плазмид 
чумного микроба (т.е. содержат инсерции-делеции, являют-
ся мультимерными или рекомбинантными вариантами этих 
плазмид) или могут быть совершенно новыми плазмидами 
[1, 13, 25, 26]. Для дифференциации штаммов Y. pestis, осо-
бенно штаммов, выделенных на территории природных оча-
гов чумы стран СНГ и Китая, использовали различия в коли-
честве и размере плазмид [13] и выявили 20 или более раз-
личных плазмидных профилей [7] или плазмидоваров [13], 
которые можно соотнести с местом выделения и фенотипи-
ческими характеристиками штаммов [13, 27]. Однако огра-
ниченное количество обнаруженных плазмидоваров снижа-
ет диагностическую ценность данного соответствия. Подоб-
но фенотипическим методам, анализ плазмидного состава, 
как правило, малоэффективен для дифференцировки 
близко родственных штаммов из одной географической 
облас ти, как, например, было показано для изолятов из 
Бразилии [23, 24].

 Методы генотипирования, основанные  
на детекции фрагментов ДНК
Полиморфизм  длин  рестрикционных  фрагментов. 

Методы генотипирования Y. pestis, основанные на изучении 
полиморфизма длин рестрикционных фрагментов, включа-
ют в себя риботипирование, гель-электрофорез в пульсиру-
ющем поле, RFLP-анализ, основанный на изучении располо-
жения в геноме IS-элементов.

Риботипирование. У представителей различных биова-
ров Y. pestis опероны рРНК представлены различным коли-
чеством копий [7, 14]. Для проведения риботипирования 
геном ную ДНК Y. pestis расщепляют рестриктазами EcoRI и 
EcoRV, далее полученные фрагменты разделяют с помощью 
гель-электрофореза и проводят Cаузерн-блот с использова-
нием зонда 16S-23S рРНК [28]. Показано, что риботипирова-
ние обладает ограниченной дискриминирующей способно-
стью. При исследовании данным методом 70 штаммов 
Y. pestis, собранных в течение 72 лет на пяти континентах, 
выявили только 16 риботипов, при этом 65,7% проанализи-
рованных штаммов относилось только к двум риботипам, 
тогда как в остальные 14 входило не более чем по 3 штам-
ма [28]. Было показано, что риботипы можно соотнести 
с подвидовой/биоварной принадлежностью штаммов чумно-
го микроба [7, 28, 29] и их PFGE-профилями [30]. Метод 
рибо типирования недавно использовали для доказатель-

ства отсутствия взаимосвязи между вспышками чумы 
в Алжире и Ливии в 2003 и 2009 гг., вызванных штаммами 
двух разных биоваров [22]. Аналогичным образом данный 
метод также успешно использовали для дифференциации 
штаммов Y. pestis из различных природных очагов чумы 
Китая [31]. Однако из-за низкой дискриминирующей способ-
ности и трудоемкости выполнения риботипирование приме-
няли для изучения генетического разнообразия штаммов 
Y. pestis относительно недолго.

Оценка профилей фрагментов ДНК с помощью гель-
электрофореза  в  пульсирующем  поле. При проведении 
PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis – гель-электрофорез 
в пульсирующем поле) геномную ДНК расщепляют различ-
ными редкощепящими рестриктазами и разделяют получен-
ные фрагменты в геле с использованием переменного элек-
трического поля. Этот метод позволяет анализировать гено-
мы отдельных штаммов путем сравнения их RFLP-профилей. 
При проведении PFGE-анализа штаммов Y. pestis разными 
группами исследователей получали противоречивые резуль-
таты. Первоначально PFGE небольшой панели штаммов 
возбудителя чумы, расщепленных с использованием ре-
стриктаз SpeI или I-CeuI, выявил ограниченное количество 
пульсотипов, которое коррелировало с биоварной принад-
лежностью [32, 33]. В другом исследовании показали корре-
ляцию между риботипами и пульсотипами [30]. В дальней-
шем установили, что разные колонии одного и того же 
штамма могут демонстрировать принадлежность к разным 
пульсотипам, и предположили, что PFGE не подходит для 
сравнения штаммов Y. pestis [28]. Однако в последующих 
исследованиях не только удалось получить адекватную диф-
ференциацию штаммов чумного микроба, считавшихся го-
могенными при тестировании с использованием других 
молекулярно-генетических методов, например, риботипиро-
вания [34–36], но также показать, что пульсотипы остава-
лись неизменными в течение нескольких лабораторных 
пассажей [34, 36]. Путем PFGE авторы смогли подразделить 
17 и 37 штаммов, принадлежащих к риботипу В, из природ-
ных очагов Мадагаскара и США [35, 36], на 8 и 26 пульсоти-
пов соответственно, а 22 штамма из Бразилии – на 19 пуль-
сотипов [34]. Однако исследователи не выявили какой-либо 
сильной корреляции с географическим ареалом выделения 
штаммов [34–36]. Напротив, изучение при помощи метода 
PFGE штаммов из Республики Грузия, соседних стран СНГ и 
провинции Юньнань в Китае выявило корреляцию пульсоти-
па с регионом выделения [21, 37, 38], вероятно, из-за боль-
шей эволюционной дистанции между штаммами, принадле-
жащими к нескольким внутривидовым группам, и ограни-
ченного географического ареала их распространения. Также 
использование метода PFGE позволило установить, что при-
чиной вспышек чумы в соседних Алжире и Ливии в 2003 и 
2009 гг. соответственно были штаммы двух разных биова-
ров. В этом же исследовании обнаружили существование 
небольших различий в пульсотипах изолятов из Алжира в 
отличие от ливийских штаммов [22]. Таким образом, PFGE 
обеспечивает определенный уровень дискриминации между 
штаммами Y. pestis. Однако трудоемкость метода и слож-
ности в сравнении результатов между разными лаборато-
риями привели к тому, что он был заменен на более совре-
менные методы типирования чумного микроба.
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Методы типирования, основанные на детекции IS-эле-
ментов. Геномы Y. pestis и Y. pseudotuberculosis содержат 
четыре типа IS-элементов. В наибольшем количестве копий 
в геноме Y. pestis обнаружен IS100 (75 копий у штамма 
Antiqua, 30–44 копий у штаммов CO92, KIM, Nepal 516 и 
91001). IS1541 в геноме чумного микроба представлен 
47–67 копями; IS285 –19–25 копями; а IS1661 – 8–10 копями 
[39–42]. Различия в числе и расположении этих генетических 
элементов на хромосоме и плазмидах используют для гено-
типирования штаммов чумного микроба путем риботипиро-
вания, PFGE и IS-типирования [7, 14]. Для Y. pestis разрабо-
тано два метода генотипирования с использованием после-
довательности IS-элементов. Первый метод представляет 
собой вариант RFLP, где в качестве зонда используется по-
следовательность IS-элемента, а не рРНК, как в риботипиро-
вании. В одном из исследований генотипирование изолятов 
Y. pestis проводили при помощи RFLP с последующей гибри-
дизацией полученных фрагментов ДНК с зондом к IS100-
элементу, который представлен хотя бы одной копией на 
каждой из трех плазмид чумного микроба, а также несколь-
кими копиями хромосомной локализации [43]. Секвени ро-
вание инсерционной последовательности IS100 провели 
A.A.Filippov et al. [44, 45], а затем использовали в сочетании 
с впервые обнаруженным IS285 для оценки геномного по-
лиморфизма и установления филогенетических взаимоот-
ношений между штаммами чумного микроба [46]. Пред ло-
женный метод, сочетающий RFLP с Саузерн-блотом с IS100 
и IS285, приобрел популярность для всесторонней характе-
ристики коллекций Y. pestis. Наконец, у возбудителя чумы 
была обнаружена третья инсерционная последовательность 
(IS1541), которая нарушает ген inv, кодирующий инва-
зин [47]. Сейчас известно, что данный элемент имеет много 
копий внутри генома чумного микроба, и также может быть 
использован в качестве ДНК-зонда для RFLP-анализа при 
геномной дактилоскопии [47, 48]. Местоположения IS1541 
в геноме чумного микроба и гены, фланкирующие вставки 
данной инсерционной последовательности, были определе-
ны для штамма Y. pestis bv. orientalis 6/69 M [48]. Для того 
чтобы проверить, фланкируют ли те же гены IS1541, авторы 
использовали пять неродственных между собой штаммов 
Y. pestis, принадлежащих к bv. orientalis и bv. medievalis, раз-
личных риботипов и моделей гибридизации с IS1541, кото-
рые были выделены в течение разных временных периодов 
в разных географических областях. Все штаммы bv. orientalis 
имели вставки IS1541 в одних и тех же местах генома 
(девять фланкирующих генов были определены), при этом 
у штаммов bv. medievalis одна из вставок отсутствовала. 
Данные результаты подтвердили, что позиции вставок 
IS1541 в данных локусах генома представляют собой ста-
бильные события, и подвижность данного элемента внутри 
генома Y. pestis ограничена [48]. 

IS-RFLP анализ ДНК 49 различных штаммов Y. pestis, об-
работанных рестриктазой EcoRI, с использованием в каче-
стве зонда IS100 элемента, обладал хорошей дискримина-
ционной способностью, позволившей разделить изоляты до 
уровня биоваров [49]. Также было показано, что при помощи 
метода IS-RFLP можно различить близкородственные штам-
мы. Параллельный анализ ДНК 37 штаммов Y. pestis из 
США, предварительно обработанных рестриктазой HindIII 

с зондом для IS100 и рестриктазой EcoRI с зондом для 
IS285, выявил 16 и 4 IS-RFLP типа соответственно, хотя 
в каждом из анализов большинство штаммов принадлежало 
к одному типу [36]. Более высокая дискриминирующая спо-
собность (59 типов для 61 штамма) была достигнута в мето-
де, названном 3 IS-RLFP, использующем две различные 
рестрик тазы (EcoRI и HindIII) и зонды к трем IS-элементам 
(IS100, IS285 и IS1541). Метод позволил кластеризовать 
штаммы в соответствии с биоварной принадлежностью и 
географическим происхождением, за исключением некото-
рых штаммов биовара orientalis, выделенных на Мадага-
скаре [50]. Метод с использованием зондов для двух IS-
элементов (IS100 и IS1541), обозначенный 2 IS-RFLP, ис-
пользовали при расследовании вспышек чумы в Алжире и 
Ливии. Результаты 2 IS-RFLP продемонстрировали, что при-
чиной вспышек стали штаммы двух различных биоваров, 
а также метод выявил некоторые различия среди алжир-
ских, но не ливийских штаммов [26]. Трудоемкость метода 
IS-RFLP помешала его широкому применению на практике и 
привела к замене более современными подходами.

Второй подход основан на использовании ПЦР, мишенью 
которой являются известные сайты встраивания IS-элемента 
в геноме. При этом нуклеотидная последовательность одно-
го из праймеров комплементарна IS-элементу, а другой 
праймер является сайт-специфичным к локусу, фланкирую-
щему IS-элемент. ПЦР с набором праймеров помогает 
определить, находится ли IS-элемент в конкретном месте 
генома. Набор из 27 пар праймеров, нацеленных на детек-
цию 16 вставок IS100 относительно генома штамма СО92, 
смог разделить 77 штаммов Y. pestis на 15 различных гено-
типов. Генотипы в основном коррелировали с биоварами, 
наблюдалась также небольшая географическая корреляция, 
особенно для штаммов биовара orientalis [51]. В другом ис-
следовании определяли местоположение 11 сайтов встроек 
IS100 у 131 штамма чумного микроба. При этом штаммы 
разделялись на те же генетические линии, что и при исполь-
зовании методов VNTR и SNP [3]. Интересно, что данный 
метод предоставил одно из первых молекулярных свиде-
тельств генетической взаимосвязи между штаммами 
Y. pseudotuberculosis, Y. pestis subsp. microti и Y. pestis subsp. 
pestis [14] и установил промежуточное положение изолятов 
subsp. microti между представителями Y. pseudotuberculosis 
и Y. pestis subsp. pestis [51]. Кроме того, данный метод впер-
вые показал, что некоторые штаммы биоваров medievalis и 
antiqua действительно могут принадлежать к одной генети-
ческой группе [14, 51], что было подтверждено при использо-
вании других методов генотипирования (sSNP, VNTR), иден-
тифицирующих три основные филогенетические ветви 
Y. pestis. Однако дендрограмма, построенная на основании 
данных IS100-анализа, не всегда корректно отражала фило-
генез из-за горячих точек с высокой частотой внутригеном-
ных перестроек, часто ведущих к гомоплазии. IS-типирова-
ние по сравнению с sSNP и VNTR не является идеальным 
методом для классификации и филогенетической рекон-
струкции Y. pestis [3].

DFR-анализ. Для выявления различий в геномах Y. pestis 
и Y. pseudotuberculosis, а также среди штаммов Y. pestis 
были использованы супрессионная вычитающая гибридиза-
ция – SSH (Suppression Subtractive Hybridization), типирова-
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ние с использование микроэрреев и сравнительный анализ 
полногеномного сиквенса. При проведении SSH выявили об-
ласть размером 41,7 т.п.н., специфичную для Y. pestis, по-
следовательность которой затем использовали для разра-
ботки ПЦР-анализа [52]. В следующем проведенном иссле-
довании обнаружили шесть геномных областей, названных 
дифференцирующими фрагментами, по наличию или отсут-
ствию которых удалось выявить 12 DFR-типов для 78 раз-
личных штаммов Y. pestis [53]. Еще десять DFR были иден-
тифицированы для небольшого набора штаммов при помо-
щи типирования с помощью микроэррея, специфичного для 
генов Y. pestis СО92 [54]. Анализ штаммов Y. pestis из Китая 
с использованием SSH и микроэрреев выявил 22 и 4 диф-
ференцирующих фрагмента соответственно [8, 19]. При 
анализе 23 DFR 909 штаммов Y. pestis из Китая были поде-
лены на 32 группы, названные геномоварами [9]. Позднее 
среди 3044 штаммов Y. pestis путем DFR-анализа 23 локу-
сов выявили 52 геномовара [55]. Геномовары коррелирова-
ли с определенными экотипами и были специфичны для 
конкретных очагов чумы [9, 55]. Используя 23 DFR при изу-
чении генетического разнообразия 275 штаммов, выделен-
ных в 27 природных очагах чумы стран СНГ и Монголии, 
обнаружили 56 геномовара [7]. Кроме того, DFR-анализ ис-
пользовали для изучения штаммов Y. pestis, связанных со 
вспышками чумы среди людей и/или выделенных в очагах 
чумы на территории Китая [56–60]. Отсутствие или наличие 
дифференцирующих фрагментов ДНК можно обнаружить, 
используя ПЦР и электрофорез для визуализации ее про-
дуктов [8, 19]. Благодаря простоте выполнения и дешевизне, 
метод можно использовать в любой лаборатории. DFR-
типирование штаммов возбудителя чумы позволяет диффе-
ренцировать штаммы до уровня подвидов, биоваров [7], 
а в случае со штаммами Y. pestis из Китая метод может быть 
использован для предварительного определения очаговой 
принадлежности [9]. Было также показано, что результаты 
кластеризации штаммов, полученные путем DFR-анализа, 
коррелируют с другими методами генотипирования при 
определении филогенетических отношений между основны-
ми группами Y. pestis. Однако DFR-анализ не обладает вы-
сокой дискриминирующей способностью в пределах основ-
ной группы штаммов [9], что несколько ограничивает его 
применение в популяционной генетике, филогеографии или 
молекулярной эпидемиологии.

LCB. Геномные перестройки характерны для штаммов 
всех биоваров Y. pestis [12, 28, 39, 41, 42, 61–65]. При иссле-
довании геномов восьми штаммов Y. pestis Liang et al. [65] 
идентифицировали 61 большой сегмент ДНК, нуклеотидные 
последовательности которых были консервативны по содер-
жанию и структуре, но демонстрировали значительную из-
менчивость в расположении и ориентации внутри генома. 
Авторы назвали эти последовательности локально коллине-
арными блоками – LSB (Locally Collinear Blocks) и установи-
ли, что соединяющие блоки области точек разрыва состоят 
из IS-элементов и/или кластеров генов рРНК, которые отве-
чают за наблюдаемые перегруппировки. Liang et al. [66] раз-
работали метод генотипирования для детекции фрагментов 
ДНК, связанных с перестройками LCB. Метод основан на 
ПЦР и агарозном гель-электрофорезе, а праймеры для об-
наружения 12 возможных сайтов перестроек LCB были скон-

струированы вблизи и внутри границ данных фрагментов. 
Секвенирование регионов точек разрыва, содержащихся 
в ПЦР-продуктах, использовали для подтверждения спосо-
ба соединения LCB. Данный метод позволил разделить 
28 штаммов Y. pestis из пяти очагов чумы в Китае на 
11 групп, коррелирующих с биоварной принадлежностью и 
географическим происхождением изолятов. Однако его при-
годность для решения вопросов популяционной генетики, 
филогеографии или молекулярной эпидемиологии требует 
дальнейшего подтверждения.

ПЦР с произвольными праймерами. RAPD-ПЦР – метод 
генотипирования, который использует один или несколько 
произвольно выбранных праймеров, амплифицирующих 
случайные последовательности ДНК разной длины. 
Образованные фрагменты разделяют при помощи электро-
фореза, а после сравнивают полученные RAPD-фин гер-
принты изолятов. Данный метод может быть применен при 
проведении сравнительных исследований небольшого коли-
чества штаммов чумного микроба при отслеживании их рас-
пространения и выявлении вспышек инфекции. Однако 
обнару женные недостатки, такие как отсутствие воспроиз-
водимости, технические проблемы выполнения, а также 
сложности в сравнении фингерпринтов [67], ограничивают 
его применимость. Кроме того, метод показал очень низкую 
дискриминирующую способность. При тестировании 
103 штаммов Y. pestis из различных очагов чумы Китая уда-
лось выявил только два RAPD-профиля. Причем большин-
ство штаммов из провинции Цинхай относились к одному 
типу, а большинство штаммов из других районов Китая при-
надлежало к другому [68].

ПЦР с праймерами на повторяющиеся элементы гено-
ма. REP-ПЦР – это метод генотипирования, основанный 
на амплификации различных последовательностей повто-
ряющихся элементов ДНК, таких как экстрагенные повторя-
ющиеся палиндромы, энтеробактериальный повторяющий-
ся межгенный консенсус–ERIC (Enterobacterial Repetitive 
Intergenic Consensus) и BOX-элементы. Полученные в ПЦР 
фрагменты разной длины анализируют методом электрофо-
реза. ERIC-ПЦР и ERIC-BOX-ПЦР применяли для расследо-
вания вспышки инфекции в Индии, связанной со штаммами 
Y. pestis. При помощи этих методов были идентифицирова-
ны все три биовара, и установлена связь заболевания чело-
века с резервуаром инфекции. При использовании ERIC-
BOX-ПЦР не удалось отличить штаммы bv. medievalis от 
bv. antiqua. Профили ERIC-ПЦР были сопоставимы с MLVA-
типами [69]. Несмотря на успех в этом небольшом исследо-
вании, метод REP-ПЦР не может быть рекомендован в каче-
стве единственного метода генотипирования чумного микро-
ба, особенно если необходимо проанализировать большое 
количество штаммов, поскольку для других видов микроор-
ганизмов была выявлена низкая воспроизводимость резуль-
татов типирования [70].

Мультилокусный  VNTR-анализ. VNTR – относительно 
короткие тандемные повторы ДНК, количество копий кото-
рых может отличаться у разных штаммов. Изменение числа 
повторов приводит к изменению размера амплифицируемо-
го фрагмента ДНК. Количество повторов определяют в ПЦР 
с помощью пары праймеров, фланкирующих целевые VNTR. 
Тандемные повторы большого размера определяют с помо-
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щью стандартного электрофореза, а повторы меньшего раз-
мера, могут быть детектированы при помощи электрофоре-
за в полиакриламидном геле или путем капиллярного элек-
трофореза, так как требуют более высокой разрешающей 
способности метода детекции. Анализ нескольких локусов 
VNTR также известен как MLVA [71]. Первым VNTR, который 
был использован для типирования штаммов чумного микро-
бы, был повтор СААА. При исследовании 35 штаммов 
Y. pestis авторы обнаружили 9 аллелей данного повтора [72]. 
В последующем при анализе доступных полногеномных сик-
венсов Y. pestis идентифицировали гораздо больше VNTR 
с разным размером повторяющихся единиц [73–75].

Несколько исследований провели с использованием двух 
разработанных оригинальных MLVA-систем. Одна из них 
(MLVA43) первоначально основывалась на анализе 42 локу-
сов VNTR [73], но позднее была модифицирована путем 
удаления трех локусов и добавления четырех других [76]. 
Другая схема (MLVA25) содержала праймеры для амплифи-
кации 25 локусов VNTR, семь из которых авторы рекомендо-
вали для быстрого сравнения вновь выявленных штаммов с 
генотипами, включенными в созданную базу данных [74, 77]. 
Семь локусов VNTR для двух схем анализа были общими 
[75, 77].

Схему MLVA25 создали, основываясь на анализе трех 
штаммов Y. pestis [74], и затем использовали для изучения 
внутривидового разнообразия 180 штаммов чумного микро-
ба, 61 генотип которых для дальнейшего сравнения был 
внесен в сформированную базу данных [77]. При исследова-
нии в MLVA25 более 500 штаммов Y. pestis, выделенных 
большей частью на территории Китая удалось выявить 
350 генотипов [78], а изучение 100 штаммов Y. pestis из 
37 регионов Монголии выявило 65 генотипов, 54 из которых 
были описаны впервые [79]. MLVA25 адаптировали для по-
левых условий с использованием биоанализатора Agilent 
2100 [80, 81], а 14 из 25 MLVA локусов используют в методе 
анализа кривых плавления высокого разрешения (HRMA – 
High-Resolution Melting Analysis) [82].

MLVA43 использовали для более разнообразных видов 
исследований. Первоначально показали, что данный метод 
способен разделить не только набор из 12 глобально рас-
пространенных штаммов Y. pestis, но и 12 штаммов из окру-
га Сискию, Калифорния [73]. Данный метод продемонстри-
ровал высокую дискриминационную способность при иссле-
довании штаммов Y. pestis и Y. pseudotuberculosis (102 гено-
типа среди 104 тестированных изолятов) [3], анализе штам-
мов Y. pestis, выделенных от павших луговых собачек 
в Аризоне [76], а также при проведении мониторинга за оча-
гами чумы на территории Мадагаскара [83]. В двух работах 
доказали пространственные закономерности распределе-
ния MLVA43-типов [76, 83], подтверждая пригодность метода 
для проведения филогеографических исследований. Однако 
при проведении аналогичного исследования на 48 штаммах 
Y. pestis из Казахстана большинство изолятов попало в не-
разделенную политомию и мало соотносилось с известными 
очагами чумы [84]. MLVA43 также успешно использовали 
для изучения краткосрочной микроэволюции чумного ми-
кроба в вымершей колонии луговых собачек и для анализа 
десятилетней серии вспышек инфекции в Махаджнге на 
Мадагаскаре [85], выявляя различные пространственные и 

временные закономерности соответственно. Метод полезен 
для изучения штаммов из одной географической области, 
а также штаммов, выделенных на протяжении какого-то вре-
менного периода, так как в этом варианте анализа исполь-
зуют большее число VNTR с очень высокими темпами мута-
ций по сравнению с системой MLVA25. Экспериментально 
подтверждено, что скорость мутаций отдельных локусов 
VNTR достигает 3,7 × 10–4 мутаций/генераций, а общая ско-
рость мутаций метода MLVA43 достигает 1,1 × 10–3 мутаций/
генераций [76, 86].

Lowell et al. [87] использовали 17 из 43 локусов MLVA для 
анализа 13 наборов штаммов чумного микроба, собранных 
при эпидемиологическом мониторинге за природными оча-
гами инфекции на юго-западе США. Авторам удалось свя-
зать штаммы, выделенные от людей, с предполагаемыми 
источниками инфекции, что еще раз продемонстрировало 
полезность метода MLVA для проведения эпидрасследова-
ний. Особый интерес представлял анализ штамма чумного 
микроба, выделенного в 2002 г. от человека в Нью-Йорке, 
не эндемичном для данной инфекции. Авторы установили, 
что заражение пациента произошло в Нью-Мексико, исклю-
чив тем самым случай биотерроризма. Kingston et al. [69] 
использовали вариации MLVA7 и MLVA25 для анализа не-
большого набора штаммов Y. pestis из Индии, связанных 
со вспышкой чумы, и не нашли совпадений с генотипами, 
находящимися в глобальной базе данных, демонстрируя 
высо кую дискриминационную способность даже небольшо-
го числа локусов VNTR. X.Zhang et al. [88] отобрали 14 наи-
более повторяющихся/больших VNTR-локусов из схем 
MLVA25 и MLVA43 и использовали их для анализа 213 штам-
мов Y. pestis из различных очагов чумы в Китае. Авторы 
идентифицировали 84 генотипа, которые соответствовали 
биоварам и очагам выделения чумного микроба. С исполь-
зованием 11 локусов VNTR из MLVA25, а также одного VNTR 
локуса из работы Adair et al. [72], Oliveira et al. [89] исследо-
вали 20 штаммов Y. pestis с эпизоотической вспышки в Sítio 
Alagoinha (Бразилия) в 1967 г. и 17 штаммов со вспышки там 
же в 1986 г. В отличие от предыдущих неудачных попыток 
генотипирования, в которых штаммы не обладали различия-
ми, анализ на основе VNTR обеспечил 100% разделение 
37 штаммов Y. pestis и также идентифицировал три генети-
ческие группы, которые коррелировали с географическим/
временным происхождением штаммов [89].

Недавно разработали третью схему MLVA-типирования 
(MLVA14+12), включающую анализ 14+12 VNTR, результаты 
которой были сопоставимы с SNP-типированием. Эти VNTR 
обеспечивали 100% разделение 97 штаммов Y. pestis, пред-
ставлявших 21 субпопуляцию SNP. Из использованных 
14 и 12 VNTR 9 и 8 соответственно были взяты из схем 
MLVA43 и/или MLVA25, тогда как оставшиеся 5 и 4 были 
описаны впервые. Набор из 956 штаммов Y. pestis, про-
анализированный с помощью иерархической системы 
MLVA14+12, позволил получить паттерны кластеризации, 
в основном согласующиеся с SNP-анализом, и предоставил 
базу данных для будущих сравнений. Авторы отметили, что 
эта система обеспечивала дискриминацию при одновремен-
ном сокращении времени и затрат и минимизации возмож-
ного искажения гомоплазии, вызванного быстро мутирую-
щими локусами VNTR [75].
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Таким образом, MLVA обладает наибольшей дискримина-
ционной способностью среди всех методов генотипирования 
Y. pestis, основанных на анализе фрагментов ДНК, разделяя 
штаммы на основе их биоварной принадлежности и/или по-
пуляционной структуры [3, 69, 73–75, 77, 78, 84, 88], геогра-
фического происхождения [75, 76, 78, 83, 88, 89] и даже 
времени выделения [85]. Метод отличается высокой воспро-
изводимостью и возможностью обмена данными между ла-
бораториями. MLVA успешно использовали для дифферен-
циации глобально распространенных штаммов [3, 73, 77, 78], 
изолятов, выделенных в одном регионе [73, 76, 78, 79, 83, 84, 
88, 89], и даже при изучении локальных вспышек инфекции 
[73, 85]. Хотя MLVA успешно разделяет группы штаммов 
Y. pestis в соответствии с различными критериями, филоге-
нетические связи между ними могут быть искажены из-за 
мутационного насыщения, которое может быстро происхо-
дить в развивающихся локусах VNTR [3, 90, 83]. Опре-
деленные успехи в решении данных ограничений получили 
при использовании иерархического подхода в методе 
MLVA14+12 [75]. Однако общая дискриминационная способ-
ность данной системы, вероятно, ниже, чем у MLVA43, по-
скольку в ней отсутствуют некоторые из самых разнообраз-
ных локусов [75, 86]. Данные, полученные при выполнении 
MLVA штаммов Y. pestis, в основном согласуются с результа-
тами других методов генотипирования, например, с позици-
онным IS-типированием, DFR-анализом, CRISPR-анализом 
и SNP-типированием [72, 78, 79, 83, 85].

 Методы генотипирования,  
основанные на секвенировании
Анализ  16S  и  23S  рРНК. Гены 16Sp РНК Y. pestis и 

Y. pseudotuberculosis идентичны на 100%. Сообщалось о су-
ществовании только одного сайта SNP в гене 23S рРНК 
у двух данных видов [91]. Таким образом, данный метод 
не подходит для идентификации иерсиний на уровне вида и 
их генотипирования.

Мультилокусное  секвенирование. MLST (Multilocus 
Sequencу Typing) – один из методов молекулярного типиро-
вания, позволяющий оценить вариабельность нуклеотидных 
последовательностей нескольких генов одновременно [5]. 
Схемы анализа направлены на 6 различных генов, которые 
распределены по геному так, чтобы избежать связи между 
ними. Схему MLST-анализа, включающую фрагменты генов 
16Sр РНК, glnA, gyrB, recA и hsp60, использовали для типи-
рования 58 штаммов, принадлежащих ко всем известным 
видам внутри рода Yersinia. Данный метод смог отделить 
штаммы Y. pestis от Y. pseudotuberculosis, но оказался не-
пригодным для субтипирования штаммов чумного микроба 
из-за низкого количества обнаруженных полиморфизмов 
[92]. Схема MLST, включающая анализ полиморфизма 
5 генов «домашнего хозяйства» (thrA, trpE, glnA, tmk, dmsA) 
и одного гена, отвечающего за биосинтез липополисахарида 
(manB), использованная для типирования 36 штаммов 
Y. pestis, 12 штаммов Y. pseudotuberculosis и 13 штаммов 
Y. enterocolitica, не выявила различий среди штаммов чумно-
го микроба, но обнаружила идентичные или почти идентич-
ные последовательности для штаммов Y. pestis и Y. pseudo-
tuberculosis, что позволило предположить, что чумной ми-
кроб образовался путем дивергенции от Y. pseudotuberculosis 

примерно 1500 и 20 000 лет назад [49]. Аналогичную схему 
MLST применили для изучения генетического полиморфиз-
ма девяти штаммов группы Y. pestis subsp. microti, показав 
при этом, что данные штаммы более близки Y. pestis subsp. 
pestis, чем Y. pseudotuberculosis [3]. MLST 46 штаммов 
Y. pestis из Республики Грузии и стран СНГ с использовани-
ем большего числа локусов (гены 16S рРНК, hsp60, glnA, 
gyrB, recA, manB, thrA и tmk, а также caf1, lcrV, psaA и pla) 
выявил два сиквенс-типа, отличавшихся одним полимор-
физмом в двух генах и отделявших «грузинские» штаммы 
от «негрузинских» [21]. Другую схему MLST, нацеленную на 
фрагменты генов «домашнего хозяйства» (adk, argA, aroA, 
glnA, thrA, tmk и trpE), использовали для анализа 1015 штам-
мов патогенных иерсиний, в том числе и 52 штаммов 
Y. pestis из природных очагов чумы Китая и других стран. 
Схема типирования позволила успешно отличить Y. pestis от 
Y. pseudotuberculosis, используя лишь один полиморфизм 
в локусе гена trpE, но обнаружила очень мало вариаций вну-
три штаммов возбудителя чумы. В данном исследовании 
было выявлено четыре сиквенс-типа среди штаммов чумно-
го микроба, три из которых были уникальны для отдельных 
штаммов [93]. Секвенирование других фрагментов генома 
возбудителя чумы (ген lcrV и локус pgm) также не позволило 
идентифицировать генетический полиморфизм, пригодный 
для типирования штаммов [72, 94]. В целом при помощи 
MLST подтвердилась идея о том, что Y. pestis и Y. pseudo-
tuberculosis, скорее всего, являются двумя линиями одного 
вида [49, 92]. Данный метод не подходит для внутривидовой 
дифференциации штаммов чумного микроба из-за его низ-
кой разрешающей способности. 

Разработанная на основе MLST методика для быстрой 
индикации и идентификации трех возбудителей особо опас-
ных инфекций (Bacillus anthracis, Y. pestis и Francisella 
tularensis) продемонстрировала потенциальную возмож-
ность дифференциации штаммов чумного микроба. Данный 
метод состоит из двух отдельных анализов, основанных на 
микрофлюидике, которые нацелены на десять локусов для 
каждого из трех потенциальных агентов биотерроризма. 
Первый анализ состоит из мультиплексной ПЦР, которая 
позво ляет идентифицировать каждого из возбудителей, 
основываясь на его уникальном электрофоретическом про-
филе. Второй анализ связан с нетрадиционным анализом, 
подобным MLST, который направлен на секвенирование 
определенных локусов в геноме и обеспечивает допол-
нительную дискриминацию штаммов. Благодаря целевым 
локусам, которые включают как хромосомные, так и плаз-
мидные мишени, методика при тестировании панели из 
34 штаммов Y. pestis позволяла успешно дифференциро-
вать отдельные биовары [95]. 

CRISPR-анализ. Элементы CRISPR состоят из коротких 
палиндромных повторов размером 21–37 п.н., разделенных 
спейсерами сопоставимого размера [96]. Типирование 
штаммов на основе CRISPR возможно благодаря высокой 
степени полиморфизма спейсеров. У Y. pestis и Y. pseudo-
tuberculosis существует три локуса CRISPR: YPa, YPb и YPc 
(также называемые YP1, YP2 и YP3 соответственно), причем 
локус YPa является наиболее вариабельным [10, 97]. 
C. Pourcel et al. [10] впервые описали изменчивость локусов 
CRISPR для штаммов Y. pestis, идентифицировав 21, 9 и 
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3 аллеля, которые были результатом различных комбина-
ций 26, 14, и 5 различных спейсеров для YPa, YPb и YPc. 
G.Vergnaud et al. [98] идентифицировали дополнительные 
уникальные спейсеры в локусе YPa штаммов Y. pestis, после 
чего их общее количество достигло 71. Cui et al. [97] проана-
лизировали все три локуса CRISPR в шести доступных пол-
ногеномных последовательностях чумного микроба, а также 
у 125 штаммов Y. pestis из 26 природных очагов чумы Китая, 
Монголии и стран СНГ. В данном исследовании идентифи-
цировали 35, 16 и 7 аллелей 83, 37 и 11 спейсеров в локусах 
YPa, YPb и YPc соответственно и обнаружили 49 CRISPR-
типов для 131 штамма Y. pestis. Распределение CRISPR-
типов, а также отдельных спейсеров среди штаммов корре-
лировало с природными очагами чумы, что указывает на 
возможность использования данного метода для филогене-
тического анализа. В дальнейшем при анализе 100 штам-
мов Y. pestis из 37 районов Монголии обнаружили в общей 
сложности 14 CRISPR-типов, шесть из которых были описа-
ны впервые [79]. Недавно выполненный анализ полимор-
физма локусов CRISPR у 128 штаммов Y. pestis из Бразилии 
выявил 16 и 5 новых спейсеров в локусах YPa и YPb соот-
ветственно [99].

Данный метод может быть использован для проведения 
филогенетических исследований. CRISPR-анализ близко-
родственных штаммов Y. pestis позволил определить прави-
ла эволюции локусов CRISPR [10], а исследование разноо-
бразной коллекции изолятов чумного микроба – предполо-
жить, какой CRISPR-тип имел предок современных штаммов 
Y. pestis [98]. В ходе исследования большого числа штаммов 
из Китая и стран СНГ был предложен эволюционный сцена-
рий Y. pestis, а также пути распространения штаммов [94]. 
Анализ 128 генетически гомогенных изолятов чумного ми-
кроба из 5 очагов чумы в Бразилии выявил ограниченное 
число уникальных CRISPR-типов, причем большинство 
штаммов принадлежало к одному CRISPR-типу [99].

В целом было показано, что данные CRISPR-анализа при 
проведении типирования чумного микроба согласуются с 
результатами кластеризации штаммов на основе SNP, DFR 
и MLVA [9, 79, 97, 99]. Таким образом, CRISPR-типирование 
может быть эффективным методом внутривидовой диффе-
ренциации, когда не требуется высокий уровень дискрими-
нации, хотя необходимо учитывать стоимость секвенирова-
ния фрагментов ДНК.

Полногеномное  секвенирование. Данные по полноге-
номному секвенированию Y. pestis растут быстрыми темпа-
ми. Первый полногеномный сиквенс был сделан для штамма 
Y. pestis CO92 из Северной Америки [41]. Это дало новый 
толчок исследованиям по выявлению потенциальных поли-
морфных локусов, которые можно было бы использовать 
в различных схемах субтипирования штаммов чумного 
микро ба [51, 73, 77]. Затем выполнили полногеномное сек-
венирование штаммов Y. pestis KIM10+ (популяция 2.MED, 
биовар medievalis) [40], Antiqua (популяция 1.ANT, биовар 
antiquа), Nepal516 (популяция 2.ANT, биовар antiqua) [39] и 
91001 (популяция 0.PE4 биовар microti) [42]. После чего было 
опубликовано еще несколько полногеномных сиквенсов для 
штаммов чумного микроба из различных природных очагов 
инфекции в странах СНГ и Китае, включающих штаммы 
Pestoides F [63], B42003004, K1973002, E1979001, F1991016 

[62], D106004, D182038 [64, 68], Z176003 [64] и 2501 [100]. 
Полногеномные сиквенсы получили для штаммов из Африки: 
Angola [12] и UG05-0454 (популяция 1.ANT, биовар antiqua) [5] 
и штамма S3 из Индии (биовар antiqua) [101]. Дополнительно 
провели полногеномное секвенирование штаммов 1.ORI 
(биовар orientalis), в том числе из Северной Америки: FV-1 
[102], CA88-4125 [61], 90A-4021, 92A-4261, 97A-7970 [103] и 
EBD10-058 [104]; La Paz из Боливии [103]; INS из Перу [105]; 
9, 113 и 24H из Индии [101]; MG05-1020 и IP275 из Мада-
гаскара; и IP674 из Турции [5].Черновое полногеномное сек-
венирование также было проведено для штаммов из стран 
СНГ и Монголии 0.PE2 (биовар caucasica) С-537, C-590, 
С-290, С-197, С-235, С-267, С-359, С-291, С-346, С-666 [106], 
С-746, С-824, С-739, С-712, С-370, С-535, С-678, С-700 [107]; 
0.PE4B (биовар altaica) I-3455, А-513 [106], I-3442, I-3443, 
I-3446, I-3447, I-3515, I-3516, I-3517, I-3518, I-3519 [108];  
0.PE4B (биовар talassica) А-1804, А-1807 [106]; 0.PE4B (био-
вар hissarica) 5307-Gis; 0.PE4C (биовар xilingolensis) I-3134; 
0.PE5 (биовар ulegeica) I-3189, I-2422, I-2239 [106], I-2231, 
I-2238, I-3190, I-2236, I-2457 [109]. Все вы ше пере чис ленные 
полногеномные сиквенсы предоставили достаточно данных 
для сравнения геномов и исследования микроэволюции и 
распространения штаммов Y. pestis.

Кроме этого, полногеномное секвенирование проводили 
для решения более конкретных задач. Так, секвенирование 
полного генома штамма Y. pestis KIMD27 подчеркнуло важ-
ность устранения ошибок секвенирования при сравнении 
геномов, особенно между близкородственными штамма-
ми [110]. Полногеномный сиквенс нескольких вариантов 
штамма Y. pestis EV76 (EV76-CH) из Китая выявил полимор-
физмы, которые могут использоваться при изучении исто-
рии распространения линий данного вакцинного штам-
ма [111]. Проведение чернового полногеномного секвениро-
вания штаммов Y. pestis от жертв «Черной смерти» в 1348–
1350 гг. в Лондоне позволило понять происхождение второй 
пандемии инфекции [112]. Кроме того, черновое полноге-
номное секвенирование штаммов Y. pestis от жертв Юсти-
ниановой чумы помогло выявить источник первой панде-
мии [113]. Cui et al. [4] секвенировали геномы 118 штаммов 
чумного микроба из Китая, стран СНГ и Монголии для изуче-
ния филогении вида Y. pestis и поиска общего предшествен-
ника. Gibbons et al. [114] секвенировали девять штаммов 
Y. pestis, выделенных во время сезонной вспышки чумы 
2009 г. в Нью-Мексико. Vogler et al. [85] секвенировали четы-
ре штамма чумного микроба, изолированных во время вспы-
шек чумы на Мадагаскаре в 1990-х гг.

В целом за последние годы полногеномное секвенирова-
ние превратилось из единичных исследований, полезных 
для обнаружения полиморфных локусов для последующего 
изучения большего количества штаммов с помощью других 
молекулярно-генетических методов, в самостоятельный 
метод генотипирования.

Полногеномное секвенирование штамма Y. pseudo tuber-
culosis IP32953 подтвердило тесную генетическую связь 
между возбудителями псевдотуберкулеза и чумы, выявив, 
что с момента отделения от Y. pseudotuberculosis чумной 
микроб приобрел 32 хромосомных гена [115]. Существование 
небольших генетических отличий между двумя видами соз-
дает проблему для разработки надежных видоспецифиче-
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ских методов идентификации Y. pestis. Различия внутри ге-
номов штаммов Y. pestis встречаются достаточно редко и 
могут представлять собой SNP, вставки, делеции, различия 
в расположении IS-элементов и внутригеномные перестрой-
ки [4, 5, 12, 39, 40–42, 61–65, 85, 102–105, 110–114, 116]. 
Геномные перестройки, связанные с вставками инсерционных 
последовательностей, являются наиболее часто встречаю-
щимися для штаммов Y. pestis, что было отмечено в ряде 
полногеномных исследований [12, 39, 40–42, 61–65]. На по-
иске различий в расположении IS-элементов основываются 
ряд методов типирования чумного микроба, таких как PFGE, 
IS-RFLP, позиционное IS-типирование [7, 14]. Полиморфизм 
единичных нуклеотидов, обнаруженный при помощи сравне-
ния полногеномных последовательностей, оказал большое 
влияние на типирование Y. pestis, что позволило детально 
реконструировать филогению чумного микроба [4, 5, 72]. 
Хотя SNP очень полезны, но относительно редки из-за про-
исхождения и низкой частоты встречаемости. Несмотря на 
относительно низкую частоту встречаемости SNP проис-
хождения чумного микроба встречаются редко, они могут 
служить высокоинформативными маркерами при проведе-
нии генотипирования штаммов возбудителя чумы и изуче-
нии их филогенетических взаимоотношений, почти не про-
являя гомоплазии [4, 5, 72].

SNP-анализ. Увеличение количества данных, полученных 
при полногеномном секвенировании штаммов, привело 
к росту выявления SNP, проведению филогенетического 
анализа и определению микроэволюции и путей распростра-
нения Y. pestis. М.Achtman et al. [3] впервые провели анализ 
3250 ортологичных кодирующих последовательностей трех 
доступных на тот момент геномов Y. pestis (штаммы CO92, 
KIM10+ и 91001) и выявили среди них 76 синонимичных SNP 
(sSNP). Скрининг 105 различных штаммов чумного микроба 
на основе денатурирующей высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии (ВЭЖХ) выявил 4 дополнительных sSNP 
и позволил построить первое филогенетическое дерево для 
Y. pestis, содержащее три основных ветви (0, 1 и 2), восемь 
основных популяций (0.PE1, 0.PE2, 0.PE3, 0.PE4, 1.ANT, 
1.ORI, 2.ANT и 2.MED), а также провести оценку возраста 
для точек ветвления. Это филогенетическое деление соот-
ветствовало классической номенклатуре биоваров, что при-
вело М.Achtman et al. [3] к предложению новой номенклату-
ры вида, основанной на названиях ветвей дендрограммы, 
содержащих ссылки на соответствующие им биовары 
(т.е. PE для биовара microti (PEstoides), ANT для биовара 
ANTiqua, MED для биовара MEDievalis и ORI для биовара 
ORIentalis). Это исследование определило, что биовар 
antiqua состоит как минимум из двух отдельных популяций 
1.ANT и 2.ANT из Африки и Азии соответственно, что дис-
кредитировало гипотезу Devignat [15], связывающую три 
классических биовара с тремя пандемиями чумы [3].

Позднее при анализе 17 полногеномных сиквенсов обна-
ружили 933 SNP, которые использовали для изучения гене-
тического многообразия 286 штаммов Y. pestis, выделенных 
в различных местах мира. При построении расширенного 
филогенетического дерева идентифицировали еще несколь-
ко популяций, позволяющих сделать многочисленные выво-
ды о микроэволюции и распространении штаммов чумного 
микроба. В частности, предположили, что образование 

Y. pestis произошло, скорее всего, на территории Китая или 
вблизи от него, а затем в результате многочисленных эпиде-
мий и пандемий возбудитель распространился по миру. 
Временная оценка при использовании филогении в сочета-
нии с историческими записями позволяет предположить, что 
чума пришла в Западную Азию по Великому Шелковому 
Пути, а в Африку – морским путем из Китая [5].

Совсем недавно было проведено еще одно обширное ис-
следование с использованием 2326 SNP, обнаруженных при 
анализе 133 полногеномных сиквенсов чумного микроба. 
Результаты работы еще более уточнили филогению 
Y. pestis, выявив при этом дополнительные ветви, а также 
несколько политомий, включающих одну во время панде-
мии чумы, названной «Черной смертью», и вторую в осно-
вании группы 1.ORI, отвечающей за третью пандемию. 
Анализ молекулярных часов в этом исследовании показал 
значительное изменение скорости фиксации SNP в течение 
филогении, возможно, из-за чередования эндемического и 
эпидемического периодов. Что касается микроэволюции и 
распространения штаммов Y. pestis, данное исследование 
подтвердило происхождение чумы в Китае, а также предпо-
ложительно сузило этот ареал до Тибетского нагорья. 
Кроме того, авторы высказали предположение, что штамм 
Angola может быть родствен штамму, ответственному за 
Юстинианову чуму [4], а гипотезу, связывающую распро-
странение штаммов ветви 1.ANT морскими путями из 
Китая, опровергли [4, 5].

SNP-анализ также может быть использован при исследо-
вании различных по размеру выборок штаммов, отличаю-
щихся по географическим ареалам и продолжительности 
времени выделения. Morelli et al. [5] представили анализ экс-
пансии штаммов Y. pestis в США и на Мадагаскаре, основан-
ный на SNP. В независимом исследовании 262 штаммов 
Y. pestis из 25 районов Мадагаскара за период 1939–2005 гг. 
провели анализ набора из 56 SNP и 43 локусов VNTR 
(MLVA43). SNP-анализ выявил существование несколько 
групп штаммов и был использован в качестве средства ва-
лидации результатов MLVA43, который продемонстрировал 
более высокую дискриминационную способность [83]. Riehm 
et al. [79] использовали MLVA25 для подразделения 100 мон-
гольских штаммов чумного микроба на 65 MLVA25-типов, 
образующих шесть кластеров. Авторы провели выборочное 
SNP-типирование для некоторых штаммов, чтобы связать 
обнаруженные при помощи MLVA25 кластеры с ранее иден-
тифицированными группами на основе SNP-анализа. 

Хотя обнаружение SNP для Y. pestis напрямую зависит от 
доступности данных полногеномного секвенирования, скри-
нинг SNP проводят несколькими способами. Могут быть ис-
пользованы ПЦР-амплификация и секвенирование [79], 
мультиплексный анализ Luminex [111]. Денатурирующая 
ВЭЖХ применялась как метод генотипирования известных 
SNP и обнаружения дополнительных SNP в двух крупных 
глобальных исследованиях [3, 5]. Масс-спектрометрия 
MALDI-TOF (MS) была использована в качестве метода 
скрининга для панелей SNP разного размера как для боль-
шого (900), так и для небольшого (19) количества [5, 102]. 
Анализ мутационной амплификации по несоответствию рас-
плава (Melt-MAMA) очень универсален и использовался для 
скрининга большой коллекции штаммов Y. pestis из Мада-
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гаскара по 77 SNP с дополнительным скринингом SNP с ис-
пользованием анализа TaqMan-минорной бороздки (MGB) 
[83, 85]. ПЦР-анализ TaqMan в реальном времени особенно 
хорошо подходит в случаях, когда требуется высокая чув-
ствительность. Vogler et al. [117] разработали два анализа 
TaqMan-MGB, нацеленных на SNP, специфичные для севе-
роамериканского штамма Y. pestis CO92 соответственно, 
и проверили их на панели из 116 разнообразных штаммов 
Y. pestis и Y. pseudotuberculosis. Кроме того, McAvin et al. 
[118] разработали специфичный для Y. pestis анализ Taqman 
для развертываемого в полевых условиях термоциклера 
RAPID, хотя о целевом SNP не сообщалось, как и об иден-
тичности протестированных штаммов Y. pestis филогенети-
ческим группам.

Заключение
Успешность подхода для внутривидовой дифференциа-

ции штаммов Y. pestis зависит от нескольких факторов, 
а именно метода, выбранного для типирования, а также кон-
кретных задач, которые должны быть решены в процессе 
типирования. Ключевыми факторами по отношению 
к Y. pestis является общее низкое внутривидовое разнообра-
зие, относительно недавнее происхождение (данный микро-
организм является эволюционно «молодым»), клональность 
и различные типы вариаций, присутствующие в геноме воз-
будителя чумы (наличие различных геномных перестроек, 
IS-элементов, VNTRs и SNPs). Несколько методов типирова-
ния успешно применяли для идентификации вида Y. pestis и 
его двух подвидов. Меньшее число методов являются при-
менимыми для дальнейшей дифференциации штаммов чум-
ного микроба до отдельных биоваров или даже до конкрет-
ной очаговой географической приуроченности. Успех типи-
рования зависит от выбранной мишени, частоты мутаций и 
подверженности конвергентной эволюции. Таким образом, 
при использовании VNTR-локусов возможно различить даже 
очень близкородственные штаммы чумного микроба, что 
делает этот метод особенно успешным при проведении эпи-
демиологических исследований. В свою очередь, SNP-
типирование позволяет точно определять филогенетические 
связи между штаммами, тем самым предоставляя информа-
цию о появлении и распространении Y. pestis. В настоящее 
время кажется очевидным, что полногеномное секвениро-
вание является предпочтительным методом генетической 
характеристики штаммов чумного микроба. Однако этот 
моле кулярно-генетический подход до сих пор остается до-
рогостоящим и не подходит для рутинных лабораторных 
иссле дований. В связи с этим поиск SNP является предпо-
чтительным методом типирования при проведении филоге-
нетических исследований, а для обеспечения дополнитель-
ной дискриминационной силы лучше использовать MLVA.
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