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в статье представлена оценка эффективно-
сти молекулярно-генетического исследования об-
разцов полевого материала, полученных в 2016 г. в 
сарыджазском автономном очаге чумы. чума по-
прежнему представляет собой угрозу для населения 
многих стран. по данным воз, на глобальном уров-
не около 13 тыс. человек были инфицированы чумой 
в 2004–2013 гг. в 2015 г. в сШа зарегистрировано 
16 случаев чумы. на 31 октября 2017 г. общее число 
случаев чумы на мадагаскаре составило 1838 и 64 
смерти [11]. в 2014–2016 гг. три случая чумы зареги-
стрированы в российской Федерации.

в кыргызстане в 2013 г. произошел один слу-
чай чумы с летальным исходом. в последующие 
годы культуры возбудителя также выделены в при-
родных очагах кыргызской республики от грызу-
нов. в период 2012–2015 гг. зарегистрировано 10 
культур Y. pestis. в 2016 г. эпизоотия чумы выявлена 
в ур. караколтор на территории сарыджазского ав-
тономного очага в тянь-Шанском природном очаге 
чумы. выделено три штамма Y. pestis, в том числе 
от трупа серого сурка, собранных с него клещей, а 
также группового посева сурков. в том же очаге в 
ур. Шакыратма по соседству с ур. караколтор найден 
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цель исследования. оценка эффективности методов молекулярной диагностики и идентификации штаммов 
Yersinia pestis в полевом материале, полученном в условиях сарыджазского высокогорного очага в кыргызской 
республике. материалы и методы. исследованы образцы полевого материала, выделенные в 2016 г. в 
сарыджазском высокогорном очаге чумы, с помощью классических методов лабораторной диагностики и мето-
дом пцр с гибридизационно-флуоресцентным и электрофоретическим учетом результатов. результаты и выво-
ды. показано, что в ряде случаев молекулярно-генетический метод обладает большим разрешением по сравне-
нию с традиционными методами лабораторной диагностики чумы. это доказывает необходимость более широко-
го использования молекулярно-диагностических методов в эпизоотологическом мониторинге чумы в природных 
очагах в кыргызской республике.
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загнивший труп сурка, от которого традиционными 
методами культуру выделить не удалось. однако при 
постановке молекулярно-генетического исследова-
ния методом пцр в режиме реального времени была 
обнаружена днк Y. pestis. проводимый масштабный 
мониторинг природных очагов чумы в кыргызской 
республике требует совершенствования методов ди-
агностики и контроля чумы с привлечением совре-
менных молекулярно-генетических методов. 

все культуры Y. pestis в 2013–2016 гг., включая 
выделенную от человека, получены в сарыджазском 
высокогорном очаге чумы. сарыджазский автоном-
ный очаг с давних пор является одним из активных 
и стойких очагов чумы в составе тянь-Шаньского 
высокогорного очага [1, 5]. северной частью он 
примыкает к сыртам систем рек текеса и кокжара, 
находящимся на территории казахстана. на запа-
де они граничат с иштык-тарагайскими сыртами 
кыргызской республики, на востоке примыкают к 
главному горному узлу – хан-тенгри, а на юге – к 
синьцзяню в китае. впервые эпизоотии чумы на 
участках, расположенных в верхнем и среднем тече-
нии р. сарыджаз, установлены в 1947 г., когда чум-
ной микроб был изолирован от сурка, отловленного 
в ур. Шилун. в последующие годы эпизоотологи-
ческого наблюдения были выявлены новые участки 
со значительным количеством эпизоотийных точек, 
высоким процентом зараженности сурков и их экто-
паразитов (ур. эчкилиташ, мингтур, тюз, Шилун). 
рельеф этого района отличается сильной пестро-
той растительного покрова. наблюдались факты 
выделения одной культуры возбудителя чумы в 
сарыджазских сыртах в 1957 г. из пищевых остатков 
стула черного коршуна. кроме того, по одной куль-
туре чумного микроба выделено в 1954 г. от трупа 
лисицы, а в 1956 г. – через групповую биопробу от 17 
узкочерепных полевок [2, 3, 6]. для предупреждения 
возможности полного восстановления эпизоотийной 
активности сарыжазского мезоочага в 1978–1979 гг. 
его территория была оздоровлена методом глубин-
ной дезинсекции нор сурков дустом ддт. дустация 
показала высокую эффективность, после которой 
индексы обилия (ио) блох в шерсти сурков умень-
шились в 8–19 раз и составили 0,04–0,13 против 
0,8–1,1. в гнездах ио составили в среднем 0,8 и ока-
зались в 22 раза ниже доотработочных значений в 
1976–1977 гг. (14,0–24,0).

река койлу берет начало от слияния р. каракол-
тор, ашуутор и каратор. протяженность ее от верхо-
вья до слияния c р. сарыджаз составляет около 46 км, 
при ширине между хребтами, ограничивающими ее 
бассейн, от 9 до 19 км. непосредственно долина реки 
имеет ширину 1–2 км. левая терраса реки узкая – от 
200 до 400 м, правая – до 1–2 км, пологая. северные 
склоны заняты еловым лесом. лесные поляны по-
крыты субальпийским разнотравьем. прибрежная 
зона нижней части занята высокогорной злаковой 
степью. западные склоны многочисленных ущелий 
заболочены и покрыты влажными субальпийскими 

лугами. левый берег более сухой. сухие злаковые 
степи чередуются с полынной растительностью и 
формациями с глинисто-шебнистой полупустыней. 
западные склоны отходящих от р. койлу ущелий 
в основном покрыты злаково-кобрезиевыми луга-
ми. бассейн р. койлу обследовался в 1990, 1991, 
1993, 1996 и 1997 гг. эпизоотии чумы в популяции 
серых сурков не обнаружены. и только в 2016 г. 
3 культуры чумного микроба выделены в районе 
ур. караколтор, сарыголот, майсаз, Шакыратма. 
эпидемиологическим отрядом ркциоои летом 
2016 г. обследован другой участок сарыджазского ав-
тономного очага в районе ур. кашкасуу. полученный 
там полевой материал обследован в дальнейшем в 
условиях стационара. 

целью работы была оценка эффективности ме-
тодов молекулярной диагностики и идентификации 
штаммов Y. pestis в полевом материале, полученном 
в различных участках сарыджазского высокогорно-
го очага в кыргызской республике. 

материалы и методы

для проведения бактериологического иссле-
дования на чуму использованы: агар хоттингера 
(рн 7,2), приготовленный в рцкиоои (серия № 2 
от 31.05.2016 г.). в качестве стимулятора роста чум-
ного микроба в питательный агар добавлялся 2,5 % 
раствор сульфита натрия в количестве 1 мл на 100 г 
агара. для подавления посторонней микрофло-
ры использовался генцианвиолет в концентрации 
1:800000. лабораторные исследования проводили в 
соответствии с практическим руководством по лабо-
раторной диагностике чумы [7, 8].

параллельно с культурально-морфологическими 
исследованиями образцов выполняли молекулярно-
генетический анализ методом пцр с регистраци-
ей результатов в режиме реального времени (пцр-
рв), а также методом пцр с электрофоретическим 
учетом результатов (пцр-эФ) [9]. при постановке 
пцр использовали «базовый набор для постановки 
пцр» производства SibEnzyme (россия). выделение 
днк проводили с помощью набора «днк-сорб-в» 
(амплисенс, (москва). анализ выполняли в при-
боре Rotor-Gene Q (германия). для индикации воз-
будителя чумы в образцах применяли «набор реа-
гентов для выявления днк Y. pestis методом пцр с 
гибридизационно-флуоресцентным учетом результа-
тов в режиме реального времени (ген Yersinia pestis – 
индикация-ргФ)», саратов, россия. молекулярную 
идентификацию методом пцр-эФ проводили в 1,5 % 
агарозном геле. для определения подвидовой и био-
варной принадлежности применяли праймеры на 
днк-мишени «Med24» и «45», описанные ранее [4]. 

результаты и обсуждение

в 2016 г. обследование в сарыджазском вы-
сокогорном очаге проводилось на двух эпизоотий-
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ных участках: в районе ур. караколтор, сарыголот, 
майсаз, Шакыратма, а также в ур. кашкасуу. при об-
следовании в 2016 г. численность сурков составила 
7,1 зверька на 1 кв. км площади. более высокая чис-
ленность в бассейне р. койлу отмечалась в верховьях 
в ур. каратор, караколтор, ашуутор – 19,2 зверька на 
эту же единицу площади. сравнение с данными учет-
ных работ предыдущих лет обследований свидетель-
ствуют об увеличении численности сурков. в период 
работы отряда климат койлу был более суровым, чем 
на остальной территории. зима была продолжитель-
ной. осадков выпало больше, чем в прошлом году на 
30–40 %. весна была затяжной с большим количе-
ством осадков. в течение всего периода работы были 
также частые осадки в виде дождя и града. большое 
количество осадков во время вегетации растительно-
сти дало возможность создания высокого травостоя и 
кормовой базы для животных. 

во время работы отряда рцкиоои в районе 
ур. караколтор в 2016 г. всего отловлено 309 экз. 
грызунов, из них серых сурков – 181, узкочерепных 
полевок – 124, лесных мышей – 3, серых хомяч-
ков – 1, узкочерепных полевок – 2 (таблица). собрано 
498 эктопаразитов, из них 145 блох, 344 клещей и 9 
вшей. весь комплекс лабораторных исследований 
проводился классическим методом в полевых усло-
виях. собранный материал исследован бактериоло-
гическим, серологическим и биологическим мето-
дом. три культуры чумного микроба, выделенные 
в ур. караколтор, сарыголот, были типичными по 
морфологическим и тинкториальным свойствам, хо-
рошо лизировались чумным и псевдотуберкулезным 
бактериофагами. они были глицерин-позитивны, не 
разлагали рамнозу, дсL для белых мышей составил 
более 10³ м.к.

в результате проведенных исследований из 63 
поставленных биопроб были выделены три культуры 
Y. pestis, которые, кроме классических методов, были 
также подтверждены методом пцр в режиме реаль-
ного времени в стационарных условиях. в остальных 
образцах биопроб культурально-морфологическими 
методами и методом пцр-рв возбудитель чумы не 
обнаружен.

на обследованной территории в секторе 
ур. Шакыратма обнаружен труп молодого серого 
сурка массой 0,4 кг, длина тела – 22 см. при визуаль-
ном осмотре увеличения лимфоузлов не отмечено. 
при вскрытии трупа внутренние органы были без 

особых видимых паталого-анатомических измене-
ний. биологическим методом были заражены белые 
мыши подкожно и накожно по 0,5 мл. проба доведе-
на до трех пассажей, биопробы были вскрыты на 6-е 
сутки, поставлена проба с бактериофагами чумным 
покровским, псевдотуберкулезным и л-413, резуль-
тат которых оказался отрицательным.

из органов найденного трупа сурка, из которых 
не удалось выделить культуру возбудителя чумы, 
были получены взвеси тканей печени, селезенки, 
крови. при проведении индикации методом пцр с 
гибридизационно-флуоресцентным учетом резуль-
татов в режиме реального времени с использовани-
ем набора «ген Yersinia pestis – индикация-ргФ» 
(саратов, россия) в них была выявлена днк Y. pestis 
(рисунок).

для молекулярной идентификации образцов 
днк методом пцр-рв и пцр-эФ по подвидовой и 
биоварной принадлежности использованы прайме-
ры на днк мишень «45» – участок днк, в котором 
у штаммов основного подвида содержится делеция 
в 45 п.н. у исследованных образцов сигнал по этой 
днк-мишени в пцр-рв отсутствовал, что свиде-
тельствовало об их принадлежности к основному 
подвиду [4]. методом пцр-эФ с использованием 
праймеров на другую днк-мишень – «Med24», на 
участке которой у штаммов Y. pestis основного под-
вида средневекового биовара содержится делеция 
в 24 п.н., установлена принадлежность исследуе-
мых образцов днк из сурков к штаммам античного 
биовара основного полвида, поскольку маркерная 
делеция штаммов средневекового биовара у них от-
сутствовала. ранее нами при исследовании штам-

результаты биологического исследования на чуму полевого материала, выделенного в сарыджазском высокогорном очаге чумы в 2016 г.

вид грызуна всего  
исследовано

от них поставлены биопробы выделено штаммов 
чумного микроба  

(Y. pestis)индиви-
дуальные

из них  
павших пассажей групповые из них  

павших пассажей

сурок серый 181 14 8 10 32 3 – 2

узкочерепная полевка 124 – – – 15 – 1 –

лесная мышь 3 1 – – – – – –

хомячок серый 1 1 – – – – – –

Всего: 309 16 8 10 47 3 1 2

выявление днк Y. pestis в образцах органов из трупов сурков, 
найденных в ур. караколтор (1) и Шакыратма (2) в 2016 г., а так-
же в ур. кашкасуу (3, 4) в 2016 г.; 5 – положительный контроль; 
6 – отрицательный контроль 
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мов Y. pestis из сарыджазского высокогорного очага 
установлена их принадлежность к античному био-
вару основного подвида, древней филогенетической 
ветви 0.ANT [10].

во время работы отряда рцкиоои в другом 
эпизоотийном участке – ур. кашкасуу летом 2016 г. 
отловлено 50 экз. сурков, из них у 2 подозрительных 
на чуму сурков отобраны образцы тканей (печень, 
селезенка, кровь), которые были заморожены и далее 
исследованы в условиях стационара. с помощью на-
бора для выделения днк «днк-сорб-в» из них по-
лучена днк, которую анализировали методами пцр-
рв и пцр-эФ. с помощью пцр-рв с применением 
тест-системы «ген Yersinia pestis – индикация-ргФ» 
в этих образцах выявлено наличие днк чумного ми-
кроба. в пцр с праймерами на мишени «Med24» и 
«45» проведена молекулярная идентификация образ-
цов и установлена их принадлежность к штаммам 
основного подвида античного биовара Y. pestis.

таким образом, нами показана эффективность 
использования методов молекулярной индикации 
и идентификации пцр-рв и пцр-эФ для ана-
лиза на чуму полевого материала, выделенного в 
сарыджазском высокогорном очаге чумы. в некото-
рых случаях (например, при анализе образцов тканей 
сурка из ур. Шакыратма) метод пцр оказался более 
чувствительным по сравнению с традиционными 
методами лабораторной диагностики чумы. эти дан-
ные свидетельствуют о необходимости широкого 
применения методов молекулярной диагностики для 
повышения эффективности эпизоотологического 
мониторинга в природных очагах чумы кыргызской 
республики 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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