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в последнее время в практику эпизоотологиче-
ского обследования природных очагов чумы прочно 
вошел метод полимеразной цепной реакции (пцр). 
однако его место и роль среди различных лабора-
торных методов все еще остаются недостаточно 
определенными. притом, что исследовать с помо-

щью полимеразной цепной реакции можно весь 
перечень материала, поступающего в лаборатории 
противочумных станций, тем не менее, сам метод 
накладывает определенные ограничения на хране-
ние и транспортировку исследуемых образцов. 

погадки хищных птиц и костные останки мле-
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цель работы. определение длительности сохранения днк чумного микроба в костной ткани гры-
зунов и его количественной динамики во времени под воздействием биотических (днк-азы посто-
ронней микрофлоры) и абиотических (изменяющиеся влажность, температура, инсоляция) факторов. 
материалы и методы. невозможность в большинстве случаев провести датировку подобного поле-
вого материала, приводит к снижению его информативности. о длительности сохранения капсульного 
антигена (FI) чумного микроба, выявляемого серологическим методом, в погадках и костях и динамики 
его снижения известно из более ранних исследований. после гибели подопытных животных, заражен-
ных вирулентным штаммом чумного микроба, их скелеты освобождали от мягких тканей и помещали 
в условия, приближенные к естественным. исследование костных останков на наличие в них фраг-
ментов днк чумного микроба проводили непосредственно после гибели животных, а затем дважды в 
год. результаты и выводы. полученные данные позволили все костные останки павших от чумной 
инфекции млекопитающих условно разделить на три группы: с высоким, средним и низким содержа-
нием бактерий. дальнейшее их исследование показало, что через полгода в костной ткани животных 
снижения концентрации днк возбудителя чумы не происходит. после одного года зафиксировано рез-
кое снижение (в 100 раз) наблюдаемых разведений материала, при которых еще возможно обнаружение 
детектируемых плазмид. через полтора года наблюдений генов чумного микроба в костях эксперимен-
тальных животных обнаружить не удалось. с целью увеличения информативности при исследовании 
такого типа материала предложено воссоздать систему смотровых площадок по сбору погадок и кост-
ных останков млекопитающих. 
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Objective of this work was to determine the long-term preservation of Yersinia pestis DNA, detected by polymerase chain reac-
tion (PCR) in the bone tissue of rodents, and to quantify content changes over time under the influence of biotic and abiotic factors. 
Materials and methods. After death of model animals infected with virulent Y. pestis strain, their skeletons were freed from soft 
tissues and placed in the environments where conditions were close to the natural ones. The study of bone remains for the presence 
of Y. pestis DNA fragments was held immediately after the death of the animals, and then, twice a year. Results and conclusions. 
The data obtained allow for dividing all the fossil remains of the fallen from plague infection mammals into three separate groups: 
with high, medium, and low content of bacteria. Further study demonstrates that reduction of Y. pestis DNA concentration in bone 
tissue of animals after six months of storage does not occur. After a year, a sharp decrease (100-fold) of observable material dilutions 
for which the identification of detected plasmids is still possible, is registered. After one and a half year of observation, the genes of 
plague microbe in the bones of experimental animals could not be found. In order to increase the information content of the study of 
this type of material put forward has been proposal to reestablish the system of observation sites to collect castings and bone remains 
of mammals. 
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копитающих, являясь одним из индикаторов проте-
кания эпизоотий, перед поступлением в лаборато-
рию довольно длительное время могут находиться 
на земной поверхности, подвергаясь таким об-
разом неблагоприятному воздействию природно-
климатических факторов. исследовать же подобный 
материал возможно лишь двумя методами: серологи-
ческим и пцр. 

между тем известно, что стабильность биологи-
ческих молекул во времени существенно варьирует. 
они претерпевают драматические постмортальные 
изменения даже в тех случаях, когда тела организ-
мов достаточно хорошо сохранились. в условиях, 
близким к физиологическим, вероятность сохране-
ния днк очень ничтожна. молекулы днк чрезвы-
чайно восприимчивы к окислительным и гидроли-
тическим повреждениям, любые изменения быстро 
ее дестабилизируют, образуя однонитевые разрывы. 
поэтому непосредственно после смерти молекулы 
днк быстро распадаются, и этот процесс начинает-
ся с автолиза [3].

проводя анализ костных останков из древних 
захоронений людей [4–7] на наличие в них следов 
чумного микроба, следует учитывать, что данный 
материал находился длительное время в «законсер-
вированном» состоянии (при достаточно низкой 
температуре без значительных колебаний, а также 
без воздействия солнечной инсоляции и изменяю-
щейся влажности). 

о длительности сохранения капсульного анти-
гена (FI) возбудителя чумы, выявляемого серологи-
ческим методом, в погадках и костях, находящихся в 
естественных природных условиях, известно из экс-
периментальных работ, проводимых, в том числе и 
на талдыкорганской противочумной станции [1]. о 
длительности сохранения и индикации днк чумно-
го микроба в погадках и костных останках млекопи-
тающих, а также динамики их снижения во времени 
на территории среднеазиатского пустынного очага 
чумы информации нет. 

в связи с вышеизложенным нами в 2014 г. были 
начаты работы по применению метода пцр при де-
текции возбудителя чумы в костных останках млеко-
питающих [2].

цель работы – определение длительности сохра-
нения днк чумного микроба в костной ткани грызу-
нов и его количественной динамики во времени под 
воздействием биотических (днк-азы посторонней 
микрофлоры) и абиотических (изменяющиеся влаж-
ность, температура, инсоляция) факторов.

материалы и методы

в сентябре 2014 г. было произведено заражение 
десяти морских свинок музейным штаммом Y. pestis 
ка-68 (работа с лабораторными животными про-
водилась согласно рекомендациям биоэтической 
комиссии талдыкорганской противочумной стан-
ции). данный штамм является типичным для 
среднеазиатского пустынного очага чумы и содер-

жит гены pla и caf, расположенные на плазмидах 
рPst и pFra. заражение лабораторных животных 
проводили внутрибрюшинно путем введения 1 мл 
микробной взвеси концентрацией 1·109 м.к. в 1 мл.

после гибели подопытных животных их скеле-
ты освобождали от мягких тканей, обеззараживали 
и исследовали в пцр с детекцией результатов мето-
дом гель-электрофореза по методике, изложенной 
в инструкциях к коммерческим тест-системам. для 
выделения днк использовали набор реактивов для 
универсальной пробоподготовки «GenPak» (фирма 
ооо «лаборатория изоген», москва). 

амплификацию образцов проводили с помо-
щью трех наборов: набор реагентов для обнаружения 
днк Y. pestis гена pla (расположенного на плазмиде 
pPst) «GenPak» (фирма ооо «лаборатория изоген», 
москва, рФ); набор реагентов «Pest-Quest», предна-
значенный для выделения днк возбудителя Y. pestis 
и содержащий праймеры для выявления генов 
YPO-2088 и caf1(тоо «master-gene», алматы, рк); 
пцр-тест-система «генпест», содержащая две пары 
праймеров PlaY1–PlaY2, соответствует нуклеотид-
ной последовательности гена pla (плазмида pPst) и 
F21–F22, комплементарна участку гена caf (плазми-
да pFra) (роснипчи «микроб», рФ). 

наибольшие разведения, при которых проис-
ходила детекция днк возбудителя чумы, наблюдали 
при использовании пцр-тест-системы «генпест». 
визуализацию результатов пцр производили под 
уФ в 1,5 % агарозном геле с бромистым этидием. 

первоначально исследовали концентрирован-
ный материал. далее, при получении положительно-
го результата, материал подвергали последователь-
ному десятикратному разведению для уточнения 
концентрации хромосомных и плазмидных генов. 
после этого кости морских свинок были заложены 
в железный ящик с крышкой (крышка с отверстия-
ми размером 1×1 см). опечатанный ящик был вы-
ставлен на огороженный участок охраняемой тер-
ритории эпидотряда, круглогодично подвергаясь, 
таким образом, воздействию различных природно-
климатических факторов.

исследование костных останков морских сви-
нок на наличие в них фрагментов днк чумного 
микроба проводили непосредственно после гибели 
животных, а затем дважды в год. 

результаты и обсуждение

установлено, что при гибели грызунов от чумы 
в их костной ткани возможно обнаружение днк 
возбудителя как в высоких концентрациях, так и в 
низких [1]. однако высокие титры (1:200000) реги-
стрируются лишь у малой части особей. по нашим 
данным, только у 10 % зараженных животных на-
блюдаются довольно высокие показатели накопле-
ния плазмидных генов Y. pestis в костях. у части 
млекопитающих (20 %) титры накопления в костной 
ткани Y. pestis можно считать средними (1:20000). у 
большинства же животных в костях, по нашим на-
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блюдениям, накапливается относительно низкое 
количество микробных клеток, выявляемых лишь в 
разведении 1:400, или такая концентрация, которая 
не обнаруживается ни одним из этих методов. 

учитывая вышесказанное, костные останки пав-
ших от чумной инфекции млекопитающих мы услов-
но разделили на три группы: с высоким, средним и 
низким содержанием чумного микроба. наблюдение 
за каждой группой костей проводилось отдельно 
друг от друга.

через шесть месяцев в костной ткани живот-
ных снижения концентрации плазмидных генов не 
зафиксировано. однако стоит отметить, что первые 
полгода наблюдений пришлись на осенне-зимний 
период, когда материал большую часть времени на-
ходился в относительно стабильных условиях при 
низкой температуре.

по прошествии одного года мы зафиксировали 
резкое снижение (в 100 раз) наблюдаемых разведений 
материала, при которых еще возможно обнаружение 
детектируемых плазмид. полтора года наблюдений 
показало, что в костных останках млекопитающих, 
плазмидных генов чумного микроба обнаружить 
уже не удается.

ниже для сравнения представлены данные по 
динамике снижения капсульного антигена (FI) в ко-
стях больших песчанок (таблица) [1].

таким образом, в связи с тем, что полноценный 
антиген и днк Y. pestis в костях грызунов сохра-
няются в течение 1–1,5 лет, а в костях умерших от 
чумы грызунов изначально накапливается (в связи с 
различной индивидуальной чувствительностью, раз-
ным количеством возбудителя) данный вид полево-
го материала теряет свою информативность в плане 
невозможной его датировки. чтобы избавиться от 
этого дефекта и иметь возможность использовать 
перспективный метод характеристики энзоотическо-
го процесса, необходимо заново воссоздать систему 
смотровых площадок по сбору погадок и костей, ко-
торая действовала на талдыкорганской противочум-
ной станции в 1989–1995 гг. 

техника закладки таких «датированных» пло-
щадок довольно проста. для них выбирают уже су-
ществующие приседы хищных птиц (геодезические 
пункты, одиночно стоящие деревья, столбы электро-
передач и т.д.), или готовятся искусственные туры на 
верхушке барханов, где хищники до этого вынуж-
дены были садиться на песок. далее, эти площадки 
проверяют два раза в год или чаще. с площадок со-
бирают кости млекопитающих и погадки пернатых, 
получая тем самым строго датированный материал.

при использовании данного подхода контур 

пунктов и частота положительных результатов почти 
полностью совпадали с эпизоотическим контуром, 
полученном при бактериологическом исследовании 
носителей и переносчиков и при поиске песчанок с 
антителами.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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снижение среднегеометрических титров содержания капсульного 
антигена чумного микроба в костных останках млекопитающих

реакция
время наблюдения

после гибели 
песчанок 6 месяцев 1 год 1,5 года 5 лет 6–26 лет

рнга 1:21450 1:115 1:25 0 0 0
рнат 1:27020 1:3716 1:2941 1:2032 1:1016 1:83


