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Аннотация
Введение. Тувинский горный очаг чумы (ТГОЧ) в России с момента его открытия в 1964 г. проявляет посто-
янную эпизоотическую активность. Штаммы Yersinia pestis, выделяемые в этом очаге, относятся к фило-
генетической линии 4.ANT античного биовара основного подвида. Они высоковирулентны и эпидемически 
значимы. Использование современных молекулярно-генетических технологий позволит определить попу-
ляционную структуру штаммов 4.ANT в ТГОЧ.
Цель исследования — филогенетический и популяционный анализ штаммов Y. pestis линии 4.ANT из 
ТГОЧ по данным полногеномного SNP-типирования (single nucleotide polymorphism) и MLVA25-типирова-
ния (multiple locus variable number tandem repeats analysis).
Материалы и методы. Использованы полногеномные нуклеотидные последовательности 68 штам-
мов Y. pestis, включая 60 штаммов линии 4.ANT. Секвенирование штаммов проводили на платформе 
MGI. SNP-анализ выполняли путём выравнивания последовательностей в программе «Snippy v. 4.6»  
с последую щим построением дендрограммы Maximum Likelihood на основе выявленных коровых SNPs  
в программе «SeaView». SNPs, маркерные для штаммов линии 4.ANT, выявляли при помощи програм-
мы «MEGA11». MLVA-генотипирование штаммов Y. pestis линии 4.ANT проводили путём поиска локусов  
с последующим подсчётом количества тандемных повторов в программе «Tandem Repeats Finder». По-
строение MLVA-дендрограммы выполняли методом UPGMA в программе «BioNumerics v. 7.6.3».
Результаты. По данным SNP-анализа штаммов Y. pestis линии 4.ANT из ТГОЧ установлено наличие  
4 филогеографических групп: T1 (Саглинский, Толайлыгский и Барлыкский мезоочаги, 1971–1987 гг.),  
Т2 (Каргинский мезоочаг, 2014–2024 гг.), Т3 (Каргинский мезоочаг, 1977–2009 гг.), Т4 (Каргинский, Толай-
лыгский и Боро-Шайский мезоочаги, 2006–2013 гг.). Выявлены 8 MLVA-генотипов штаммов линии 4.ANT из 
Тувы и вариабельные VNTR-локусы: yp1290ms04, yp1935ms05, yp0559ms15, yp4042ms35, yp4425ms38, 
yp1108ms45, yp4280ms62, yp1580ms70. 
Обсуждение. Среди штаммов, взятых в анализ, наиболее ранними представителями ветви 4.ANT высту-
пают штаммы кластера Т1 из ТГОЧ. Отдельными подветвями на дереве представлены популяция штам-
мов из Горного Алтая и Монголии и популяция штаммов из ТГОЧ (1977–2024 гг.). Последняя популяция 
представлена политомией и характеризуется выраженной кластеризацией по пространственно-времен-
нóму принципу. 
Заключение. Определено наличие 4 основных филогеографических групп в популяции 4.ANT в ТГОЧ и 
установлены генетические различия между ними, что может быть использовано для углублённой молеку-
лярно-генетической дифференциации и типирования штаммов Y. pestis в этом очаге.
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Abstract
Introduction. The Tuva mountain plague focus (TMPF) in Russia has been continuously epizootically active 
since its discovery in 1964. The strains of Yersinia pestis isolated in this focus belong to the phylogenetic lineage 
4.ANT of the antique biovar of the main subspecies. They are highly virulent and epidemically significant. The use 
of modern molecular genetic technologies will make it possible to determine the population structure of 4.ANT 
strains in the TMPF.
The aim of the study was to analyze the phylogenetic and population structure of Y. pestis strains of the 4.ANT 
lineage from the TMPF according to the data of whole-genome SNP (single nucleotide polymorphism) typing and 
MLVA25 (multiple locus variable number tandem repeats analysis) typing.
Materials and methods. Whole-genome nucleotide sequences of 68 Y. pestis strains, including 60 strains of the 
4.ANT lineage, were analyzed. Sequencing of strains was performed on the MGI platform. SNP-analysis was 
performed by sequence alignment in the Snippy v. 4.6 program with subsequent construction of a Maximum Like-
lihood dendrogram based on the identified core SNPs in the SeaView program. SNPs, being markers for strains 
of the 4.ANT lineage, were detected using the MEGA11 program. MLVA-genotyping of Y. pestis strains of the 
4.ANT lineage was performed by searching loci and then counting the number of tandem repeats in the Tandem 
Repeats Finder program. MLVA-dendrogram construction was performed by UPGMA method in the BioNumerics 
v. 7.6.3 program.
Results. According to SNP-analysis of Y. pestis strains of lineage 4.ANT from the TMPF, the presence of  
4 phylogeographic groups was established: T1 (Saglinsky, Tolaylyg and Barlyk mesofoci, 1971–1987), T2 
(Karginsky mesofocus, 2014–2024), T3 (Karginsky mesofocus, 1977–2009), T4 (Karginsky, Tolaylyg and 
Boro-Shai mesofoci, 2006–2013). Eight MLVA-genotypes of strains of 4.ANT lineage from Tuva and variable 
VNTR loci were identified: yp1290ms04, yp1935ms05, yp0559ms15, yp4042ms35, yp4425ms38, yp1108ms45, 
yp4280ms62, yp1580ms70. 
Discussion. Among the strains analyzed, the earliest representatives of the 4.ANT branch are strains of the T1 
cluster from the TMPF. The population of strains from the Altai Mountains and Mongolia and the population of 
strains from the TMPF (1977–2024) are represented as separate sub-branches on the tree. The latter population 
is represented by polytomy and is characterized by pronounced clustering according to the spatial and temporal 
principle.
Conclusion. The presence of 4 main phylogeographic groups in the population of 4.ANT lineage in the TMPF was 
determined and genetic differences between them were established, which can be used for in-depth molecular-
genetic differentiation and typing of Y. pestis strains in this focus.
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Введение 
Природные очаги чумы расположены на боль-

шинстве континентов и постоянно проявляют себя 
вспышками этой особо опасной инфекции, оста-
вившей глубокий след в истории цивилизации  

в доисторический период и в современную эпоху [1].  
В последние годы вспышки чумы регистрируются 
в Демократической Республике Конго, Республи-
ке Мадагаскар, Соединённых Штатах Америки, 
Китайской Народной Республике и Монголии [2].  
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Чума является природно-очаговой инфекцией с пре-
имущественно трансмиссивным механизмом пере-
дачи возбудителя — бактерии Yersinia pestis, которая 
сохраняется в природных очагах, преимущественно 
циркулируя между грызунами и паразитирующими 
на них блохами. В странах Содружества Независи-
мых Государств расположено 45 природных очагов 
чумы, в том числе 11 из них — в России. 

Современная внутривидовая классификация, 
основанная на данных о мировом генетическом 
разнообразии возбудителя чумы, делит штаммы 
Y. pestis на 7 подвидов: основной — ssp. pestis (ан-
тичный, средневековый, восточный и промежуточ-
ный биовары) и 6 неосновных подвидов [3]. Штам-
мы основного подвида циркулируют в большинстве 
природных очагов мира и являются высоковиру-
лентными. Штаммы античного биовара были этио-
логическими агентами 1-й и 2-й пандемий чумы, 
Маньчжурской эпидемии лёгочной чумы в Китае  
в 1910–1911 гг., современных вспышек чумы в Де-
мократической Республике Конго [3, 4]. Штаммы 
античного биовара генетически разнообразны и 
относятся по генетической номенклатуре ветвей 
эволюции к 5 филогенетическим линиям: 0.ANT, 
1.ANT, 2.ANT, 3.ANT и 4.ANT, которые в насто-
ящее время встречаются в природных очагах чу-
мы Азии и Африки [5]. Штаммы линии 4.ANT 
циркулируют в эндемичном мегаочаге, который 
является трансграничным и охватывает террито-
рии Тувинского горного очага чумы (ТГОЧ) и Гор-
но-Алтайского высокогорного очага чумы в Рос-
сии и природных очагов в Монголии [6]. В других 
регионах мира штаммы 4.ANT не встречаются. На 
протяжении многих лет мегаочаг 4.ANT проявляет 
постоянную эпизоотическую активность. В 2014–
2016 гг. в Горно-Алтайском высокогорном очаге 
произошли 3 случая заболевания чумой человека, 
вызванные штаммами линии 4.ANT [7, 8]. Забо-
левания чумой регистрируются и в сопредельном 
регионе Монголии [2, 9]. 

Кроме 3 резидентных для Y. pestis плазмид 
вирулентности pFra, pCad и pPst, штаммы 4.ANT 
содержат плазмиду pTP33, которая, по-видимо-
му, кодирует факторы адаптации штаммов Y. pestis  
к условиям природных экосистем этого географи-
ческого региона [10, 11]. Штаммы 4.ANT выде-
ляются в Горно-Алтайском очаге, начиная с 2012 
г. Филогенетическая структура штаммов 4.ANT 
из Горного Алтая и Монголии хорошо исследова-
на с помощью полногеномного секвенирования 
и MLVA25-типирования (multiple locus variable 
number tandem repeats analysis) [6, 12]. В ТГОЧ цир-
куляция тувинского варианта 4.ANT выявлена еще 
в 1964 г. [13]. С тех пор эпизоотическая активность 
в ТГОЧ регистрируется постоянно и с выделением 
культур Y. pestis, однако количество публикаций по 
молекулярно-генетическим исследованиям популя-

ционной структуры тувинских штаммов 4.ANT до-
статочно ограниченно [6, 12, 14, 15]. Практически 
отсутствуют публикации по филогенетическому 
анализу популяционной структуры штаммов 4.ANT 
по данным полногеномного секвенирования.

ТГОЧ охватывает 3 административных ко-
жууна Тывы: Монгун-Тайгинский, Овюрский и 
Тэс-Хемский. Основная территория очага располо-
жена у южных склонов горных хребтов Цаган-Ши-
бету и Западного Танну-Ола [16]. Территория очага 
включает различные географические ландшафты: 
от степной зоны до альпийских биотопов. Основ-
ной чертой эпизоотического процесса в очаге яв-
ляется ярко выраженная микроочаговость, что на-
прямую связано с наличием отдельных популяций 
основного носителя — длиннохвостого суслика 
Urocitellus undulatus. ТГОЧ включает ряд мезоо-
чагов: Каргинский, Саглинский, Толайлыгский, 
Барлыкский, Верхне-Барлыкский, Боро-Шайский, 
Моген-Буренский, Аспайтинский, Кара-Бельдыр-
ский, Чозинский и Деспенский [17]. Основным 
переносчиком на территории очага является блоха 
Citellophilus tesquorum, однако в эпизоотический 
процесс также вовлечены другие виды блох, ик-
содовые и гамазовые клещи, вши [18]. Существо-
вание отдельных мезоочагов чумы и микроочаго-
вость территории предполагает наличие разных 
филогеографических популяций и выраженную 
диверсификацию линии 4.ANT в ТГОЧ. Как эф-
фективный генетический инструмент определе-
ния популяционной структуры Y. pestis зарекомен-
довало себя сочетание методов полногеномного 
SNP-анализа (single nucleotide polymorphism) и 
MLVA25-типирования [19, 20]. Первый метод по-
зволяет проводить реконструкцию долговремен-
ной эволюции Y. pestis, а MLVA25 показывает вы-
сокую разрешающую способность при изучении 
близкородственных штаммов, циркулирующих на 
одной или смежных территориях [21, 22].

ТГОЧ входит в число действующих очагов 
чумы России. Южная часть очага прилегает к гра-
нице с Монголией, на территории которой распо-
ложены активные очаги чумы. Развитие туризма, 
экономических связей и транспортного сообщения 
в этом регионе может привести к случаям зараже-
ния людей чумой и выносу возбудителя за пределы 
эпизоотических территорий. Планируемое в 2026 г. 
начало строительства железной дороги Элегест — 
Кызыл — Курагино также может увеличить угрозу 
контакта с носителями и переносчиками заболе-
вания. Ещё одну угрозу представляет незаконный 
промысел местным населением сурка тарбагана, 
который в последние 10–15 лет начал спорадически 
вовлекаться в эпизоотии. Напряжённость эпизооти-
ческого процесса в ТГОЧ и высокая вирулентность 
штаммов 4.ANT обусловливают необходимость их 
всестороннего исследования, определения ареала, 
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проведения филогенетического анализа и установ-
ления современной популяционной структуры с по-
мощью молекулярно-генетических технологий.

Цель работы — филогенетический и популя-
ционный анализ штаммов Y. pestis линии 4.ANT 
из ТГОЧ по данным полногеномного SNP- и 
MLVA25-типирования. 

Материалы и методы

Полногеномный SNP-анализ штаммов Y. pestis 
филогенетической линии 4.ANT

В работе использованы полногеномные нуклео-
тидные последовательности 68 штаммов Y. pestis, из 
которых 60 штаммов, выделенные в 1971–2024 гг.,  
принадлежат к филогенетической линии 4.ANT. 
Среди них 53 штамма получены в ТГОЧ, 5 штам-
мов — в Горно-Алтайском очаге и 2 штамма —  
в Монголии. Штаммы из ТГОЧ выделены от длин-
нохвостого суслика Urocitellus undulatus (26%), 
тарбагана Marmota sibirica (4%); пищухи даур-
ской Ochotona dauurica (4%), вшей (11%), блох 
Citellophilus tesquorum (35%), Oropsylla alaskensis 
(4%), Paramonopsyllus scallonae (2%), Rhadinopsylla 
li transbaikalica (6%), Frontopsylla elatoides (4%); 
от клещей Gamasina (2%), Ixodidae (2%). Штаммы 
Y. pestis получены из Государственной коллекции 
патогенных бактерий Российского противочумного 
института «Микроб» Роспотребнадзора. 

Штаммы выращивали на агаре или бульоне LB 
(pH 7,2%) при 28℃ 24–48 ч. ДНК выделяли набором 
«PureLink Genomic DNA Mini Kit» («Invitrogen») со-
гласно инструкции производителя. Нуклеотидные 
последовательности штаммов Y. pestis получали ме-
тодом полногеномного секвенирования на платфор-
ме MGI (секвенатор «DNBSEQ-G50RS») с использо-
ванием наборов реактивов «MGIEasy Fast FS Library 
Prep Set» и «MGIEasy UDB Primers Adapter Kit A». 
Полученные риды (фрагменты ДНК, выдаваемые 
секвенатором) собирали в контиги (набор перекры-
вающихся сегментов ДНК, которые в совокупности 
представляют собой консенсусную область ДНК) 
со средним покрытием на геном 98,56% (50× глу-
бина прочтения). Средний размер собранного гено-
ма составил 4,55 млн пар нуклеотидов. В качестве 
группы сравнения при построении дендрограммы 
были взяты штаммы Y. pestis разных филогенетиче-
ских линий из базы данных NCBI GenBank: 620024 
(NZ_ADPM00000000.1, 0.PE7), Pestoides A (NZ_
ACNT00000000.1, 0.PE4), Antiqua (NC_008150.1, 
1.ANT), CO92 (NC_003143.1, 1.ORI1), KIM10 
(NC_004088.1, 2.MED1), Nepal516 (NC_008149.1, 
2.ANT1), MGJZ11 (NZ_ADSU00000000.1, 3.ANT2), 
MGJZ12 (NZ_ADSV00000000.1, 4.ANT). Также из 
базы данных NCBI GenBank были взяты последо-
вательности некоторых штаммов 4.ANT: I-3113 
(NZ_CP045149.1, 4.ANT), I-3223 (LZNE00000000.1, 

4.ANT), 131-133 (M2085) (NZ_CP064125.2, 4.ANT), 
256 (M2029) (NZ_CP064123.1, 4.ANT). 

Коровые SNP-мутации выявляли путём вы-
равнивания контигов штаммов Y. pestis на гено-
ме Y. pestis CO92 с помощью программы «Snippy  
v. 4.6», затем удаляли 28 гомоплазий SNPs, которые 
появляются независимо у представителей разных 
филогенетических линий и не отражают единство 
происхождения [5]. Полученный файл содержал 
1133 коровых SNPs. Для построения дендрограм-
мы на основе коровых SNPs использовали модуль 
PhyML в программе «SeaView». Дендрограмму 
Maximum Likelihood с моделью нуклеотидных за-
мен — GTR (general time reversible) визуализирова-
ли в программе «FigTree v. 1.4.5». Поиск маркерных 
SNPs выполняли в программе «MEGA11».

MLVA25-генотипирование штаммов Y. pestis  
филогенетической линии 4.ANT

Генотипирование выполняли по 25 VNTR-ло-
кусам с исключением из анализа локуса yp3057ms09 
[23, 24]. Поиск VNTR-локусов проводили с исполь-
зованием программы «FragmentFinder v. 0.4» [25]. 
Число тандемных повторов подсчитывали в про-
грамме «Tandem Repeats Finder» при соблюдении 
следующих параметров: параметры выравнива-
ния — 2, 3, 5 (совпадение, несовпадение, indel со-
ответственно); минимальная оценка соответствия, 
чтобы сообщить о наличии повтора — 50; макси-
мальный размер периода (лучшее предположение 
программы по размеру шаблона тандемного повто-
ра) — 500 п.н. [26]. Дендрограмму, основанную на 
количестве тандемных повторов, строили в про-
грамме «BioNumerics v. 7.6.3» («Applied Maths») 
методом UPGMA (unweighted pair group method with 
arithmetic mean).

Статистическая обработка данных включала 
расчёт индекса аллельного полиморфизма h и оцен-
ку дискриминирующей способности метода путём 
расчёта индекса Хантера–Гастона [27, 28].

Результаты 
По результатам полногеномного SNP-анализа 

проведено филогенетическое исследование и опре-
делена популяционная структура штаммов Y. pestis 
линии 4.ANT из ТГОЧ, которая, как установлено, 
включает 4 основные филогеографические группы 
(рис. 1). Реконструкция филогенетического род-
ства штаммов выполнена на основе 1133 выявлен-
ных коровых SNPs. Филогенетическое дерево на 
рис. 1 укоренено по штамму Y. pestis 620024 (NCBI 
GenBank: NZ_ADPM00000000.1, 0.PE7) [5]. Места 
выделения штаммов Y. pestis линии 4.ANT в ТГОЧ 
показаны на рис. 2. 

Поиск SNP-мутаций, лежащих в основе отде-
ления штаммов линии 4.ANT от общего ствола фи-
логенетического дерева Y. pestis, выявил 12 специ-
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фических SNPs, общих для всех штаммов линии 
4.ANT. Из них 9 SNPs расположены в генах, коди-
рующих белки жизнеобеспечения клетки, включая 
6 несинонимичных SNP-мутаций. Еще 3 SNP-мута-
ции находятся в межгенном пространстве. Одна из 
выявленных SNP-мутаций c координатой 1610851 
по геному штамма Y. pestis CO92 (G→A, ген rlmKL) 
ранее была использована в качестве мишени для де-
текции штаммов линии 4.ANT в аллель-специфич-
ной ПЦР-РВ [29].

На дендрограмме штаммы Y. pestis линии 4.ANT, 
выделенные на территории ТГОЧ, разделились на 
четыре филогенетических кластера (филогруппы). 
В кластер Т1, отделившийся от ствола линии 4.ANT 
раньше остальных, вошли 6 штаммов, полученных 
в 1971–1987 гг. Это одни из наиболее ранних штам-

мов из ТГОЧ в исследуемой выборке. Штаммы 2060, 
1771, I-3110 получены в Саглинском мезоочаге в 
1971 и 1984 гг. Штамм I-3205 (1986) выделен в То-
лайлыгском мезоочаге (ур. Бууре). Геном штамма 
I-3113 (1984) взят из базы данных NCBI GenBank 
(NZ_CP045149.1). Штаммы I-3113 и I-3223 (1987) 
выделены в Барлыкском мезоочаге. Обнаружено 
14 SNP-мутаций, характерных только для штаммов 
кластера Т1, из них 12 SNP-мутаций расположены  
в кодирующей области (9 несинонимичных) и 2 
мутации — в межгенном пространстве. От общего  
с кластером Т1 филогенетического узла отходит 
ветвь, давшая начало остальным штаммам линии 
4.ANT.

Между штаммами кластера Т1 и другими 
штаммами линии 4.ANT на дендрограмме распо-

Рис. 1. Дендрограмма Maximum Likelihood штаммов Y. pestis филогенетической линии 4.ANT, построенная по данным 
полногеномного SNP-анализа на основе 1133 коровых SNPs. 

Для построения дендрограммы использовали модуль PhyML программы «SeaView». Применена модель нуклеотидных замен — GTR 
c 500-кратным бутстрэповским подкреплением. Для визуализации полученной дендрограммы использовали программу  

«FigTree v. 1.4.5». Для улучшения разрешения рисунка ветвь штамма 620024 на дендрограмме не показана.
mesof. — mesofocus (мезоочаг), n. l. — natural landmark (урочище).
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ложен штамм MGJZ12, входящий в состав штам-
мов группы сравнения [5]. Этот штамм выделен на 
территории Монголии в 2002 г., что говорит о фи-
логенетической преемственности штаммов 4.ANT, 
распространённых на этом трансграничном участке 
природной очаговости чумы.

Отдельный кластер на дендрограмме обра-
зован штаммами из Горного Алтая и Монголии. 
Штамм I-3240 выделен раньше других штам-
мов этого кластера (1988) на территории Хух- 
Сэрх-Мунх-Хайрханского очага (Монголия). От об-
щего со штаммом I-3240 предка берут свое начало 
современные штаммы из Горного Алтая и Монго-
лии (2012–2019 гг.). Эти штаммы относятся к но-
вому мощному клону линии 4.ANT, проявившему 
себя во втором десятилетии XXI в. в трансгранич-
ном участке мегаочага 4.ANT, в том числе случая-
ми заболевания людей чумой в России и Монголии 
[7, 8]. Выявлены 4 специфичных SNP-мутации для 
штаммов из Горно-Алтайского высокогорного очага 
России и очагов Монголии, расположенных в коди-
рующих участках генома. 

Все остальные взятые в исследование штаммы 
из ТГОЧ, представленные на дендрограмме отдель-
ной ветвью, лежат у основания общей политомии. 
Эта ветвь включает три разных кластера, обозна-
ченных как T2–Т4, а также отдельные штаммы  
(I-3462, 2002; I-3471, 2003; I-3383, 1994; I-3401, 
1998), которые не попали ни в один кластер. Все эти 
штаммы были выделены в Каргинском мезоочаге.

В кластер Т2 вошли 10 штаммов, выделенных 
в 2014–2024 гг. на территории Каргинского мезо-
очага. От других кластеров их отделяет наличие 
2 специфических SNP-мутаций, одна из которых 

расположена в кодирующей области c координатой 
2774153 по геному CO92 (G→A, ген YPO_RS13360, 
синонимичная).

В кластер Т3 вошли штаммы, полученные в 
Каргинском мезоочаге чумы в 1977–2009 гг. Этот 
большой кластер образован штаммами, имеющими 
схожий SNP-профиль. Диверсификация отдельных 
подкластеров внутри кластера Т3 в совокупности  
с выделением культур возбудителя чумы на протя-
жении 40 лет на территории этого мезоочага позво-
ляет предположить наличие независимого процесса 
микроэволюции штаммов кластера Т3 в тот период. 
Штаммы кластера Т3 имеют одну общую специ-
фичную SNP-мутацию с координатой 4263645 по 
геному CO92 (G→T, ген YPO_RS20065, несинони-
мичная). 

Штаммы 4.ANT ещё одного кластера — Т4 — 
выделены в Толайлыгском и Каргинском мезооча-
гах ТГОЧ в 2006–2013 гг. Также в кластер Т4 вошел 
штамм 3 (2012), выделенный в Боро-Шайском мезо-
очаге. Обнаружены 3 SNP-мутации, специфические 
для штаммов этого кластера, 2 SNP-мутации явля-
ются несинонимичными и расположены в кодиру-
ющей области (325289, T→A, ген YPO_RS02605; 
3972331, C→T, ген YPO_RS18755). 

Таким образом, на основании проведённого 
полногеномного SNP-анализа установлено наличие 
диверсификации штаммов Y. pestis 4.ANT в ТГОЧ 
вследствие независимой микроэволюции возбуди-
теля в изолированных микроочагах чумы, описаны 
основные филогеографические группы этих штам-
мов. Охарактеризованы SNP-мутации, специфиче-
ские для отдельных филогеографических популя-
ций этой линии эволюции возбудителя чумы.

Рис. 2. Распространение штаммов Y. pestis филогрупп Т1–Т4 линии 4.ANT на территории ТГОЧ.
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MLVA25-генотипирование штаммов Y. pestis  
филогенетической линии 4.ANT из Тувинского  

горного очага чумы

Для всех взятых в исследование 60 штаммов 
Y. pestis линии 4.ANT, полученных в 1971–2024 гг.  
в ТГОЧ, Горно-Алтайском высокогорном очаге в 
России и очагах Монголии, проведено MLVA25-ге-
нотипирование. По результатам типирования опре-
делены 11 MLVA-генотипов (индекс Хантера–Гасто-
на равен 0,78). Вариабельными для штаммов 4.ANT 
оказались локусы: yp1290ms04 (количество тандем-
ных повторов 6, 7); yp1935ms05 (4, 9); yp0559ms15 
(8, 9); yp4042ms35 (9, 10); yp4425ms38 (5, 8); 
yp1108ms45 (6, 7); yp3060ms56 (8, 9); yp4280ms62 (6, 
7, 9, 10, 11, 12, 13, 14); yp1580ms70 (4, 5, 6) (таблица). 
По остальным локусам (yp0120ms01; yp2769ms06; 
yp2916ms07; yp1814ms20; yp1895ms21; yp0581ms40; 
yp0718ms41; yp1018ms44; yp1335ms46; yp2058ms51; 
yp2612ms54; yp1118ms69; yp1925ms71; yp3236ms73; 
yp3245ms74) все штаммы оказались идентичными. 
Штаммы из ТГОЧ образовали 8 MLVA-генотипов. 
Для них оказались вариабельными те же локусы, 
что и для всех штаммов линии 4.ANT, за исключе-
нием yp3060ms56 (8).

При построении MLVA25-дендрограммы мето-
дом UPGMA на основе числа тандемных повторов  
в VNTR-локусах все исследуемые штаммы из ТГОЧ 
разделились на 3 крупных кластера: A и B (рис. 3). 
Разделение штаммов на кластеры и подкластеры 
совпадает с их пространственно-временны́м проис-
хождением в очаге: кластер A состоит из штаммов 
1971–1987 гг. из Саглинского, Толайлыгского и Бар-
лыкского мезоочагов; кластер B образован штамма-
ми 1977–2024 гг. В состав кластера B входят под-
кластеры: B1 — территория Каргинского мезоочага 
(ур. Чалыяш и Кок-Доргун); В2 — Толайлыгский и 
Каргинский мезоочаги; B3 — Каргинский мезоочаг; 
B4 — Каргинский и Боро-Шайский мезоочаги. От-

дельный кластер на дендрограмме образован штам-
мами из Горного Алтая и Монголии. 

В кластер A, как и при полногеномном SNP- 
анализе, вошли одни из наиболее ранее выделен-
ных штаммов из Тувы. Это 3 штамма из Саглинско-
го мезоочага (I-3110, 1984 г.; 2060 и 1771, 1971 г.), 
штамм I-3205 из Толайлыгского мезоочага (1986 г.) 
и штаммы из Барлыкского мезоочага (I-3223, 1987 г.;  
I-3113, 1984 г.). MLVA-профиль этой группы силь-
но отличается от остальных штаммов линии 4.ANT. 
Наличие 2 аллелей в локусе yp4425ms38 (5 и 8) и 
2 аллелей в локусе yp1108ms45 (6 и 7) лежит в ос-
нове формирования у штаммов кластера А трех 
MLVA-генотипов: Tuv.6, Tuv.7 и Tuv.8. Штаммы 
I-3110, 2060 и 1771 из Саглинского мезоочага име-
ют в VNTR-локусе yp4425ms38 8 тандемных по-
второв и 6 повторов в локусе yp1108ms45 (генотип 
Tuv.6). Генотип Tuv.7, отличающийся наличием  
5 повторов в локусе yp4425ms38 и 6 повторов в ло-
кусе yp1108ms45, имеют штаммы I-3205 (1986) и 
I-3223 (1987). Штамм I-3113 (1984), имеющий 5 по-
второв в локусе yp4425ms38 и 7 тандемных повтора 
в VNTR-локусе yp1108ms45, относится к отдельно-
му генотипу Tuv.8.

Кластер B образовали все остальные иссле-
дованные штаммы Y. pestis 4.ANT из ТГОЧ 1977–
2024 гг. выделения. Это достаточно однородная по 
MLVA-профилю группа. Лишь наличие 3 аллелей 
в локусе yp4280ms62 (11, 12, 13) и 2 аллелей в ло-
кусе yp1580ms70 (4, 5) лежит в основе разделения 
штаммов на подкластеры B1, B2, B3 и В4 и фор-
мирования 4 генотипов (Tuv.4, Tuv.1, Tuv.2, Tuv.3) 
соответственно. 

Подкластер В1 образовали 2 штамма из Кар-
гинского мезоочага — I-2638 (1977 г., ур. Кок-Дор-
гун) и I-3403 (1998 г., ур. Чалыяш). В основе форми-
рования генотипа Tuv.4 лежит наличие 4 повторов 
в локусе yp1580ms70. Наиболее схожий MLVA-про-
филь имеют штаммы кластера В3, которые на де-
реве берут свое начало от штаммов кластера В1. 
В подкластер В3 вошли штаммы, выделенные  
в 1992–2015 гг. в Каргинском мезоочаге. Штаммы 
кластера B1 и B3 (генотипы Tuv.4 и Tuv.2) объ-
единяет наличие 12 тандемных повторов в локусе 
yp4280ms62. Подкластер В2 (генотип Tuv.1) об-
разован 18 штаммами, выделенными на терри-
тории Толайлыгского и Каргинского мезоочагов 
(2002–2013 гг.). У штаммов генотипа Tuv.1 в локусе 
yp4280ms62 имеется 11 VNTR-повторов. Наличие 
13 повторов в локусе yp4280ms62 отделяет 7 штам-
мов, образовавших подкластер В4 (2002–2024 гг.). 
Сюда вошли штаммы из Каргинского мезоочага, а 
также штамм 3 (2012 г.) из Боро-Шайского мезо-
очага. Штамм Y. pestis 549, выделенный в 2020 г. 
на территории ур. Кызыл-Бом (Каргинский мезо-
очага), не вошёл ни в один кластер, образованный 
другими штаммами из ТГОЧ. Это единственный 

Характеристика вариабельных VNTR-локусов штаммов 
Y. pestis линии 4.ANT при MLVA25-генотипировании 

VNTR-локус
Длина  

повтора, 
п.н.

Количество  
аллелей и копий 

повтора  
в VNTR-локусе

Индекс 
аллельного 
полимор-
физма h

yp1290ms04 17 6, 7 0,19

yp1935ms05 17 4, 9 0,03

yp0559ms15 15 8, 9 0,35

yp4042ms35 15 9, 10 0,19

yp4425ms38 16 5, 8 0,10

yp1108ms45 12 6, 7 0,03

yp3060ms56 16 8, 9 0,21

yp4280ms62 9 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13 0,74

yp1580ms70 9 4, 5, 6 0,44
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Рис. 3. MLVA-ден-
дрограмма штаммов 

Y. pestis филогенетиче-
ской линии 4.ANT, полу-
ченных в 1971–2024 гг. 

в ТГОЧ, Горно- 
Алтайском высокогор-

ном очаге в России  
и очагах Монголии по 

данным MLVA25-геноти-
пирования, построенная 

методом UPGMA.
mesof. — mesofocus 

(мезоочаг), n. l. — natural 
landmark (урочище).
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штамм, который в локусе yp1935ms05 имеет 5 тан-
демных повторов, что обусловливает наличие у не-
го характерного MLVA-генотипа Tuv.5.

Отдельный кластер на дендрограмме образо-
вали штаммы из Горного Алтая и Монголии (гено-
типы Alt.1, Alt.2, Mon.1). 

Обсуждение
В Туве, Горном Алтае и на сопредельной тер-

ритории Монголии расположен природный мега-
очаг чумы, в котором распространены эндемичные 
для этого региона штаммы Y. pestis филогенетиче-
ской линии 4.ANT античного биовара основного 
подвида. Они высоковирулентны и эпидемически 
значимы. Использование современных молеку-
лярно-генетических технологий необходимо для 
анализа популяционной структуры и направлений 
микроэволюции штаммов 4.ANT, определения раз-
нообразия генотипов и территорий их распростра-
нения, что важно для повышения эффективности 
эпидемиологического мониторинга в этих активно 
действующих очагах Сибири. На протяжении ря-
да последних лет использование полногеномного 
SNP-анализа и MLVA-типирования доказывает эф-
фективность этих методов для отслеживания эво-
люции и типирования штаммов Y. pestis, а также 
при эпидемических расследованиях и для контроля 
эпизоотий чумы [6, 12, 15, 20–23, 30, 31]. 

Проведённое нами филогенетическое иссле-
дование по данным полногеномного SNP-анализа 
60 штаммов Y. pestis линии 4.ANT из природного 
мегаочага чумы показало, что наиболее рано ди-
вергировавшими от ствола эволюции этой линии 
являются штаммы из ТГОЧ 1971–1987 гг. На фило-
генетическом дереве штаммы этого периода образо-
вали близкородственный кластер, в который вошли 
штаммы, выделенные в Саглинском (1971, 1984 гг.), 
Барлыкском (1984, 1987 гг.) и Толайлыгском (1986 г.)  
мезоочагах. Впервые штаммы на этой территории 
выделены в Саглинском мезоочаге в 1966 г., в Бар-
лыкском в 1983 г. и в Толайлыгском в 1985 г. [16]. 
После проведения крупномасштабных дезинсекци-
онных мероприятий в 1981–1985 гг. в Саглинском 
мезоочаге культуры Y. pestis здесь больше не вы-
делялись. Выполненный филогенетический анализ 
показал, что тувинские штаммы из кластера 1971–
1987 гг. являются эволюционно более ранними и 
предшествуют на дендрограмме всем другим взя-
тым в исследование штаммам Y. pestis из мегаочага 
4.ANT в Туве и Горном Алтае.

За штаммами этого кластера на дендрограмме 
следуют две современные ветви эволюции, одна из 
которых включает штаммы 4.ANT 1988–2019 гг. 
из Горно-Алтайского высокогорного очага в Рос-
сии и очагов в Монголии (Сайлюгемский и Хух- 
Сэрх-Мунх-Хайрханский). Вторая ветвь 4.ANT со-
стоит из тувинских штаммов 1977–2024 гг.  преиму-

щественно из Каргинского мезоочага. SNP-профиль 
этой ветви тувинских штаммов значительно отли-
чается от штаммов кластера 1971–1987 гг., что по-
зволяет предположить последующую независимую 
микроэволюцию 4.ANT на территории Каргинского 
мезоочага. У этой ветви тувинских штаммов выра-
жены кластеризация по пространственно-времен-
нóму принципу и их диверсификация в пределах 
отдельных кластеров, что указывает на продолжаю-
щийся процесс независимой микроэволюции линии 
4.ANT в ТГОЧ. 

Ранее было показано, что метод MLVA25-типи-
рования имеет значительную дискриминирующую 
способность в отношении штаммов Y. pestis основ-
ного и неосновного подвидов из ТГОЧ и Горно- 
Алтайского высокогорного очага чумы соответ-
ственно [15]. Показано, что штаммы кластеризо-
вались на основе числа тандемных повторов как 
на уровне популяций (разделение штаммов в за-
висимости от очага), так и на внутрипопуляцион-
ном уровне (разделение штаммов внутри одного 
очага). Полученные нами данные подтверждают 
разно образие MLVA25-генотипов штаммов линии 
4.ANT, выделенных на территории Республики Ты-
ва, в Горном Алтае и Монголии. При этом данные 
MLVA25- и SNP-типирования совпадают, что до-
казывает перспективность комплексного использо-
вания этих двух современных методов для рекон-
струкции долговременной эволюции и анализа по-
пуляционной структуры штаммов 4.ANT. Высокие 
дискриминирующие возможности метода MLVA25 
в определении внутрипопуляционной структуры 
штаммов Y. pestis позволят в дальнейшем эффек-
тивно отслеживать генетическую изменчивость 
возбудителя чумы в природном мегаочаге 4.ANT на 
территории Тувы и Горного Алтая.

Заключение
На основе данных полногеномного SNP- 

анализа 60 штаммов Y. pestis линии 4.ANT из рас-
положенного в России и Монголии природного 
мегаочага чумы определена филогенетическая 
структура штаммов 4.ANT из ТГОЧ, отражающая 
пространственно-временну́ю циркуляцию возбуди-
теля в этом очаге. Установлено наличие 4 основ-
ных филогеографических групп штаммов 4.ANT 
из ТГОЧ. Филогруппа Т1 включает штаммы из 
Саглинского, Барлыкского и Толайлыгского мезо-
очагов периода 1971–1987 гг. К филогруппе Т2 от-
носятся 10 штаммов, выделенных в 2014–2024 гг. 
в Каргинском мезоочаге. Филогруппа Т3 включает 
штаммы из Каргинского мезоочага, полученные  
в 1977–2009 гг. Филогруппа Т4 состоит из штаммов 
2006–2013 гг. выделения из Каргинского, Толай-
лыгского и Боро-Шайского мезоочагов. Выявлены 
маркерные для филогенетических узлов 4.ANT 
дендрограммы SNP-мутации, которые могут быть 
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использованы для расширенной молекулярно-ге-
нетической идентификации штаммов из ТГОЧ.  
С помощью MLVA25-типирования установлено на-
личие 8 MLVA-генотипов для тувинской популяции 
4.ANT и определены вариабельные VNTR-локусы. 
Выявленное генетическое разнообразие штаммов 
Y. pestis линии 4.ANT связано с микроэволюцией 
отдельных филогеографических групп в различных 
микроочагах в ТГОЧ. Выраженная диверсификация 
отличает популяцию 4.ANT из ТГОЧ от популяции 
4.ANT из Горно-Алтайского очага, которая харак-
теризуется значительной генетической однородно-
стью. 

Таким образом, штаммы линии 4.ANT из 
трансграничного мегаочага чумы в России и Мон-
голии являются удобной моделью для исследования 
влияния условий существования на особенности 
микроэволюции различных филогеографических 
популяций Y. pestis. Полученные результаты пол-
ногеномного SNP-анализа и MLVA25-типирования 
могут быть использованы для молекулярно-генети-
ческой дифференциации штаммов Y. pestis линии 
4.ANT из ТГОЧ, детализации молекулярно-гене-
тической паспортизации территории и повышения 
эффективности молекулярно-эпидемиологического 
мониторинга ТГОЧ и сопредельных очагов чумы 
России и Монголии. На фоне растущего туристиче-
ского потока и строительства новых транспортных 
сетей полученные данные могут способствовать 
снижению рисков заболевания чумой людей и вы-
носа возбудителя за пределы эпизоотических тер-
риторий.
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