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в августе 2015 г. в горно-алтайском высокогор-
ном природном очаге чумы, расположенном в кош-
агачском районе республики алтай, зарегистриро-
ван второй со времени обнаружения очага случай 
заражения чумой человека [6]. первое заболевание 
этой опасной инфекционной болезнью произошло 
здесь в 2014 г. [8]. при этом от больного был выде-
лен штамм Yersinia pestis, который подробно изучен 
и отнесен к античному биовару основного подвида 

[9]. в отличие от первого случая изолировать воз-
будитель чумы от заболевшего в 2015 г. не удалось. 
однако было установлено, что источником зараже-
ния послужили серые сурки, добытые заболевшим, 
а инфицирование произошло при снятии шкурок. от 
двух этих грызунов были изолированы штаммы чум-
ного микроба [6].

цель настоящей работы – комплексное фено- и 
генотипическое изучение штаммов Y. pestis и-3595 
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цель работы. комплексное фено- и генотипическое изучение штаммов Y. pestis и-3595 и Y. pestis 
и-3596, изолированных от сурков, послуживших источником заражения человека в 2015 г. материалы и 
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генетическое и масс-спектрометрическое изучение штаммов Yersinia pestis ssp. pestis, которые были 
изолированы от двух серых сурков, послуживших источником инфицирования человека в горно-
алтайском высокогорном очаге в 2015 г. результаты и выводы. установлено, что изученные штаммы 
чумного микроба принадлежат к основному подвиду. результаты плазмидного скрининга, мультило-
кусного VNTR- и масс-спектрометрического анализов показали, что эти штаммы близки к варианту 
возбудителя чумы, обнаруженному в очаге в 2012 и 2014 гг. и циркулирующему на территории северо-
западной монголии и в тувинском природном очаге.
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и Y. pestis и-3596, изолированных от сурков, послу-
живших источником заражения человека в 2015 г. 

материалы и методы

работа выполнена на штаммах Y. pestis и-3595 и 
и-3596.  в сравнительных молекулярно-генетических 
экспериментах использовали 46 штаммов чумно-
го микроба, изолированных в природных очагах 
чумы сибири, монголии и кавказа. в молекулярно-
генетических исследованиях в качестве контроля ис-
пользовали вакцинный штамм Y. pestis EV нииэг. 
Фенотипическую идентификацию изолятов выпол-
няли с применением традиционных микробиологи-
ческих исследований [10]. 

для определения вирулентности штаммов 
Y. pestis и-3595 и и-3596 использовали беспород-
ных, но стандартных по условиям содержания и мас-
се лабораторных животных – белых мышей (18–19 г) 
и морских свинок (220–250 г), которых заражали 
подкожно в правую заднюю лапу. для белых мышей 
использовали 5 доз от 20 до 200 тыс. м.к. в 0,5 мл, 
для морских свинок – 3 дозы от 100 до 10 тыс. м.к. 
в 1,0 мл. эксперименты на животных проводили в 
соответствии с «европейской конвенцией по защите 
позвоночных животных, используемых для экспери-
ментальных и других научных целей» (страсбург, 
1986 г.), согласно «правилам проведения работ с ис-
пользованием экспериментальных животных» (при-
каз мз ссср № 755 от 12.08.1987 г.), Федеральному 
закону о защите животных от жестокого обращения от 
01.01.1997 г. и приказа мз рФ № 267 от 19.06.2003 г. 
расчет LD50 выполняли по ашмарину [1].

экстракцию днк проводили при помощи на-
бора реагентов «рибо-сорб». для обнаружения днк 
чумного микроба материал исследовали методом 
пцр в режиме реального времени тест-системой 
«амплисенс® Yersinia pestis - FL». для экспресс-
идентификации использовали иммунохроматогра-
фический тест для серодиагностики чумы «ихт – 
F1 серодиагностика чумы» (производства Фбун 
гнц пмб, п. оболенск). тест обеспечивает вы-
явление микробных клеток Y. pestis и капсульного 
антигена (Ф1).

молекулярно-генетические исследования – скри-
нинг плазмид штаммов чумного микроба, мультило-
кусное VNTR-типирование и масс-спектро метри-
ческий анализ  – проводили, как было описано нами 
ранее [4].

результаты и обсуждение

в лабораторию алтайской противочумной стан-
ции 15 августа 2015 г. в 03 ч 40 мин поступил клини-
ческий материал (моча, кровь, мокрота, пунктат бубо-
на), полученный от больного м., и две тушки серых 
сурков, изъятых из холодильника в доме заболев-
шего. эти сурки были добыты на участке середина 
елангаша (тархатинский мезоочаг). проведение ра-

бот осуществляли в соответствии с действующими 
нормативно-методическими документами, регламен-
тирующими проведение лабораторной диагностики 
чумы. в результате комплексного диагностического 
бактериологического и молекулярно-генетического 
исследования клинического материала от больного 
м. положительных результатов на чуму не получено.

при исследовании нативного материала от двух 
тушек сурков (суспензия мышечной ткани) методами 
экспресс-диагностики в течение первых суток было 
установлено, что данные грызуны заражены чумой. 
при проведении микроскопии обнаружены бипо-
лярно окрашенные грамотрицательные овоидные 
палочки. в мазках, окрашенных люминесцентной 
сывороткой, выявлены единичные микробные клет-
ки Y. pestis со свечением на 4+. при анализе мето-
дом пцр в обеих тушках грызунов обнаружена днк 
чумного микроба. методом пцр с эксперименталь-
ным набором праймеров yp2769ms06 и yp3057ms09 
иркутского нипчи для дифференциации основ-
ного и алтайского подвидов чумного микроба уста-
новлена принадлежность к Y. pestis subsp. pestis. 
исследование проб из бульона с посевом нативного 
материала тушек сурков методом иха дало положи-
тельные результаты на чуму.

белые мыши, зараженные суспензией мышеч-
ной ткани тушек сурков, пали через 36 ч от момен-
та заражения, были произведены посевы материала 
от них на питательные среды. через двое суток на 
плотных питательных средах наблюдали типичные 
колонии чумного микроба, выделены чистые культу-
ры возбудителя. проведенная идентификация куль-
тур позволила предварительно отнести их к Y. pestis 
subsp. pestis.

Штаммам, выделенным от сурков, присвоены 
номера Y. pestis и-3595 и и-3596. в результате про-
ведения микробиологической идентификации этих 
штаммов установлено, что они обладали следующи-
ми характеристиками: на агаре хоттингера колонии в 
виде R-формы, бугристые, возвышающиеся в центре, 
с плоским прозрачным фестончатым краем, в бульо-
не хоттингера агглютинативный рост, характерный 
для чумного микроба; не подвижные; лизировались 
чумным и псевдотуберкулезным фагами; в течение 
первых суток ферментировали глицерин, арабинозу, 
мальтозу и не ферментировали (до 10 сут наблюде-
ния) рамнозу, не обладали уреазной активностью; 
восстанавливали нитраты в нитриты; сорбировали 
гемин на среде джексона-берроуза; продуцировали 
капсульный антиген, обладали зависимостью роста 
от ионов са²+ при температуре 37 °с; фибринолизин-
пестицин I-плазмокоагулазной активностью; были 
стрептомицинчувствительны. по потребностям в 
аминокислотах нуждались в лейцине, метионине, 
цистеине, фенилаланине. по изученным микро-
биологическим характеристикам штаммы Y. pestis 
и-3595 и и-3596 относятся к основному подвиду 
чумного микроба.

при исследовании вирулентности установле-
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но, что штаммы Y. pestis и-3595 и и-3596 являются 
высоковирулентными для лабораторных животных 
обоих видов. LD50 для белых мышей составила 25 и 
11 м.к. соответственно, для морских свинок в обоих 
случаях – 32 м.к. патологоанатомические изменения 
у павших животных типичны для септической фор-
мы чумы. их гибель наступила вследствие развития 
специфического инфекционного процесса, что под-
тверждено выделением чистой культуры Y. pestis от 
всех павших животных. 

анализ плазмидного профиля штаммов Y. pestis 
и-3595 и и-3596 показал наличие у них четырех 
плазмид – pYP, pTP33, pYV, pYT (рис. 1). подобные 
результаты получены и для других штаммов чумного 
микроба основного подвида, изолированных от серо-
го сурка в 2015 г. в горно-алтайском высокогорном 
природном очаге чумы: и-3594 (участок вершина 
бар-бургаз, талдуаирский мезоочаг), и-3607 и 
и-3609 (участок середина ирбисту, тархатинский 
мезоочаг). Штамм Y. pestis 42 алтайского подвида, 
выделенный от монгольской пищухи в курайском 
мезоочаге обладал типичным для возбудителя чумы 
набором из трех плазмид (pYP, pYV, pYT) (рис. 1). 
дополнительная плазмида pTP33 характерна для 
штаммов, изолируемых в тувинском природном 
очаге чумы [3] и некоторых очагах монгольского 
алтая [2, 11]. аналогичный плазмидовар был об-
наружен и у штаммов Y. pestis 1454, Y. pestis 517 
(и-3591), Y. pestis 1530 (и-3592), выделенных в 2012 
и в 2014 гг. в горно-алтайском высокогорном при-
родном очаге [5, 8].

VNTR-анализ проведен по 25 вариабельным 
локусам: yp0120ms01, yp1290ms04, yp1935ms05, 
yp2769ms06, yp2916ms07, yp3057ms09, yp0559ms15, 
yp1814ms20, yp1895ms21, yp4042ms35, yp4425ms38, 
yp0581ms40, yp0718ms41, yp1018ms44, yp1108ms45, 
yp1335ms46, yp2058ms51, yp2612ms54, yp3060ms56, 

yp4280ms62, yp1118ms69, yp1580ms70, yp1925ms71, 
yp3236ms73, yp3245ms74. полученные VNTR-
профили исследованных штаммов импортировались 
в базу данных BioNumerics, содержащую спектры 
штаммов Y. pestis, выделенных в разных природных 
очагах. результаты сравнительного анализа пред-
ставлены на рис. 2.

проведенное исследование показало, что штам-
мы Y. pestis и-3595 и и-3596 имеют полностью 
идентичные VNTR-профили. также они оказались 
тождественными с другими штаммами основного 
подвида (и-3607, и-3608, и-3609), выделенными в 
очаге в 2015 г. на участке середина ирбисту, и об-
наруживают высокое сходство со штаммами, изоли-
рованными в 2012 и 2014 гг. при этом минимальные 
различия между штаммами Y. pestis и-3595, и-3596 
и штаммами Y. pestis 1454 (изолирован в 2012 г. на 
участке большие сары-гобо, уландрыкский мезоо-
чаг), Y. pestis 517 (и-3591) и Y. pestis 1530 (и-3592) 
(2014 г., участок сербисту, тархатинский мезоо-
чаг) проявляются по локусу yp4280ms62, а между 
первыми и Y. pestis 517, Y. pestis 1530 и по локусу 
yp2769ms06. все штаммы основного подвида из 
горного алтая попали в одну группу со штаммами, 
полученными в конце 1980-х годов на территории 
природного очага чумы хуух-сэрх-мунх-хаирхан, 
расположенного в северо-западной монголии в от-
рогах хребта монгольский алтай (дэлуун-сомон, 
баян-ульгийский аймак монголии), что свидетель-
ствует об их близком филогенетическом родстве. 
в меньшей степени обнаруживается подобие этой 
группы изолятов со штаммами из тувинского при-
родного очага чумы.

в качестве дополнительного инструмента углу-
бленного изучения штаммов применялся сравни-
тельный анализ их белковых спектров со спектрами 
штаммов, относящихся к основному и алтайскому 
подвидам, выделенных на территории тувинского, 
горно-алтайского природных очагов чумы и при-
родных очагов монголии. исследуемые штаммы 
Y. pestis и-3595 и и-3596 при сравнении с рефе-
ренсными спектрами чумного микроба обновленной 
базы Biotyper 3.0 однозначно идентифицировались 
как Y. pestis. 

таким образом, штаммы чумного микроба, изо-
лированные от серых сурков, послуживших источ-
ником заражения чумой человека в кош-агачском 
районе республики алтай в 2015 г., относятся к 
основному подвиду возбудителя чумы с характерны-
ми культурально-морфологическими, биохимиче-
скими свойствами, набором основных детерминант 
вирулентности и обладают высокой универсальной 
вирулентностью для лабораторных животных. они 
характеризуются высокой степенью близости по ком-
плексу фенотипических и молекулярно-генетических 
показателей со штаммами Y. pestis subsp. pestis, выде-
ленными в горно-алтайском природном очаге чумы 
в 2012 и 2014 гг. от диких зверьков и человека. 

на основании проведенного исследования и 

рис. 1. результаты плазмидного анализа штаммов Y. pestis, вы-
деленных в горно-алтайском высокогорном природном очаге в 
2015 г.:
1, 6 – Y. pestis EV (pYP, pYV, pYT); 2 – Y. pestis subsp. pestis и-3607 (pYP, 
pTP33, pYV, pYT); 3 – Y. pestis subsp. pestis и-3594 (pYP, pTP33, pYV, 
pYT); 4 – Y. pestis subsp. pestis и-3595 (pYP, pTP33, pYV, pYT); 5 – Y. pes-
tis subsp. pestis и-3596 (pYP, pTP33, pYV, pYT), 7 – Y. pestis subsp. pestis 
и-3609 (pYP, pTP33, pYV, pYT), 8 – Y. pestis subsp. altaica 42 (pYP, pYV, 
pYT)
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данных, полученных в последние годы [4, 5, 6, 8, 
9], можно заключить, что спорадические случаи за-
болеваний людей чумой в кош-агачском районе 
республики алтай и обнаружение возбудителя чумы 
основного подвида в поселениях носителей воз-
будителя инфекции на разных территориях горно-
алтайского высокогорного природного очага чумы 
представляют собой следствие единого процесса. 
он заключается в интродукции Y. pestis subsp. pestis 
в поселения серого сурка в Юго-восточном алтае 
из северо-западной монголии и существенным 
повышением эпидемического потенциала горно-
алтайского высокогорного природного очага чумы. 
это событие, по нашему мнению, произошло отно-
сительно недавно [7], но его последствия требуют 
углубленного изучения. весьма важным аспектом в 
этом плане является изучение и оценка современной 
эпизоотической ситуации на сопредельной с горным 
алтаем энзоотичной по чуме территории монголии. 
необходимо отметить, что последние достоверные 
данные об эпизоотической ситуации на этой террито-
рии относятся к 1990 г. обследовательские работы в 
сопредельных районах монголии крайне важны для 
минимизации риска трансграничного завоза чумы в 

субъекты российской Федерации, а также необходи-
мы для обеспечения эпидемиологического благопо-
лучия по чуме населения республики алтай. 
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