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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

компонента не было. Ошибка ротации большебер-
цового компонента была у 1 (1,61 %) больного. Про-
должительность операции МЭКС с применением на-
вигации увеличилась на этапах освоения методики, 
составила в среднем 100 минут. Длительность эндо-
протезирования коленного сустава из традицион-
ного доступа без применения навигации в среднем 
составила 85 минут. Срок наблюдения 6 лет. Случа-
ев асептической нестабильности не было.
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В
озбудитель чумы Yersinia (Y.) pestis явился 

причиной гибели сотен миллионов людей во 

время трех пандемий этой инфекции. Вид 

Y. pestis относительно недавно произошел от Y. 

pseudotuberculosis серотипа О:1b, приобретя, пу-

тем горизонтального переноса, 32 хромосомных 

гена и две дополнительные плазмиды, что обу-

словило повышение вирулентных свойств [2].

Для определения подвидов и биоваров Y. pestis 
используются такие свойства, как способность фер-
ментировать различные субстраты, вирулентность 
для животных, питательные потребности, строение 
генома и другие. В последние годы все большее вни-
мание обращено на изучение геномного полимор-
физма чумного микроба методами, обладающими 

высокой дискриминирующей способностью, такими 
как мультилокусный анализ вариабельного числа 
тандемных повторов (MLVA), анализ отличающихся 
участков ДНК (DFR) и анализ коротких палиндром-
ных повторов, разделенных спейсерами (CRISPR). 
Данные методы позволяют проводить внутривидо-
вое дифференцирование штаммов Y. pestis и мо-
гут быть использованы для решения молекулярно-
эпидемиологических задач различного генеза [1]. 
По результатам типирования методами DFR, MLVA 
и CRISPR создан постоянно пополняемый электрон-
ный каталог, насчитывающий уже более восьмиста 
штаммов Y. pestis.

Метод DFR основан на определении присутству-
ющего в геноме Y. pestis набора из 23 DFR-локусов – 
участков генома, по которым различаются штаммы 
в пределах одного вида [4]. Локус с вариабельным 
числом тандемных повторов (VNTR) включает в себя 
центральный вариабельный участок и фланкирую-
щий консервативный, ограничивающий его с двух 
сторон. Вариабельный участок состоит из нескольких 
повторов ДНК. Число повторов может варьировать, 
изменяя длину нуклеотидной последовательности. 
Амплификация VNTR-локуса с комплементарными 
праймерами приводит к образованию продуктов ре-
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акции, отличающихся по размерам [3]. В основе ме-
тода CRISPR лежит высокая степень внутривидового 
полиморфизма спейсеров, разделяющих прямые 
повторы CRISPR-локусов. У штаммов Y. pestis может 
присутствовать до трех CRISPR-локусов, носящих 
название YPa, YPb и YPc [5].

Целью настоящего исследования явилось изуче-
ние DFR-, MLVA-, CRISPR-генотипов трех штаммов 
Y. рestis, выделенных в Восточно-Кавказском высо-
когорном природном очаге чумы в 2010 г.

Материал и методы. В работе были использо-
ваны три штамма Y. pestis, изолированных от блох 
обыкновенных полевок из Восточно-Кавказского вы-
сокогорного природного очага чумы (С-823, С-824 и 
С-825). В качестве контроля использовался штамм 
Y. pestis EV с известными DFR-, MLVA-, CRISPR-
генотипами.

Выделение ДНК осуществляли с помощью на-
бора «ДНК-Сорб В» производства ФБУЗ ЦНИИ эпи-
демиологии (Российская Федерация). Реакцию 
амплификации проводили с олигонуклеотидными 
праймерами, синтезированными ЗАО «Синтол», на 
амплификаторе «Терцик» производства ООО «ДНК-
Технология». Секвенирование ампликонов прово-
дили на автоматическом генетическом анализаторе 
ABI PRISM 3500 (Applied Biosystems) с использова-
нием набора реагентов BigDye Terminator v3.1 Ap-
plied Biosystems.

DFR проводили, определяя присутствующий у 
штаммов чумного микроба набор из 23 DFR-локусов 
[4]. Наличие или отсутствие ампликона для DFR-
локусов выявляли методом горизонтального элек-
трофореза в 1,5 % агарозном геле.

MLVA проводили по схеме Le Fleche, учитывая 
размер 25 VNTR-локусов Y. pestis [3]. Размер ампли-
конов для MLVA-локусов определяли после горизон-
тального электрофореза в 3 % агарозном геле с по-
мощью маркера молекулярных масс (20 bp).

CRISPR проводили, используя программу CRISPR 
Finder в режиме on-line, определяя количество спей-
серов в CRISPR-локусах и их нуклеотидную последо-
вательность [5].

Результаты и обсуждение. По результатам DFR 
было определено, что исследуемые изоляты об-
ладали ранее не встречавшимся DFR-профилем и 
были отнесены нами к DFR-типу 92.

MLVA-профиль для исследуемых штаммов был 
идентичным. MLVA-локусы ms 45 и ms 69 у них от-

сутствовали, а в локусе ms 46 было 8 тандемных 
повторов, тогда как у ранее изученных изолятов из 
Восточно-Кавказского высокогорного очага в дан-
ном локусе присутствовало от 11 до 15 повторов.

Результаты CRISPR также были одинаковыми для 
каждого из исследуемых штаммов. CRISPR-локус 
YPb, как и у большинства ранее изученных изолятов 
из Восточно-Кавказского высокогорного очага, от-
сутствовал. Количество спейсеров в локусах YPa и 
YPc составило 4 и 3, соответственно. Нуклеотидные 
последовательности спейсеров свежевыделенных 
и ранее изученных штаммов из данного очага были 
идентичными. Размер YPa – 367 пар нуклеотидов 
(п.н.), YPc – 321 п.н.

Заключение. На основании кластерного ана-
лиза, проведенного по результатам генотипиро-
вания, установлено, что исследованные изоляты вхо-
дят в одну группу с ранее изученными штамма мииз 
Восточ но-Кав каз ско го высокогорного при род ного 
очага чумы. Данные MLVA-, DFR-, CRISPR-ти пиро-
вания штаммов Y. pestis пополнили электронный ка-
талог геномных портретов возбудителя чумы.
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