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ВВЕДЕНИЕ

Актуальность темы.

Входящий  в  состав  рода  Yersinia [133] обособленный  недавно

генокомплекс «Y. pseudotuberculosis» объединяет с учётом степени геномной

гомологии четыре вида: собственно вид  Y. pseudotuberculosis,  Y. pestis и два

новых  вида –Y. similis и  Y. wautersil (корейская  группа)  [281,  319]. Самая

высокая  степень  сходства  и  свидетельства  близкого  родства  обнаружены у

возбудителей псевдотуберкулёза и чумы. Геном Y. pestis отличают целый ряд

перестроек, различные дополнения гетерогенным генетическим материалом, в

том числе двумя плазмидами [110, 309]. В сумме это привело к превращению

отщепившегося  клона  в  отдельный,  с  точки  зрения  медицины, вид,

сохранивший  значительную  гомологию  генома  с  предшественником  [174,

208,279, 302, 307].

Предложение объединить оба микроба в один вид Y. pseudotuberculosis

[217] не  принято  из-за  различий  в  экологии,  путях  распространения,

контагиозности,  клинической  картине; тяжести  заболевания  и  высокой

смертности при чуме. Однако из-за выской гомологии генома оба возбудителя

сохранили  одну  таксономическую  позицию  в  составе  комплекса

«Y. pseudotuberculosis» в качестве группы Y. pestis/Y. pseudotuberculosis.

Y. pestis передаётся  от  человека  человеку  через  повреждённые кожные

покровы,  слизистые  или  аэрозольно.  Сохраняется  в  природных  очагах  в

организме  грызунов  и  их  эктопаразитов,  периодически  вызывая  гибельные

эпизоотии.  Вторичными носителями могут быть сайгаки,  олени,  верблюды,

хищники и в отдельных случаях птицы  [13, 170]. Для псевдотуберкулёзного

микроба характерен фекально-оральный путь передачи. Он вызывает местную

или генерализованную инфекцию, протекающую в хронической или острой

форме,  для  которой  характерен  полиморфизм  клинических  проявлений

преимущественно  с  признаками  поражения  желудочно-кишечного  тракта,
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опорно-двигательного  аппарата  и  кожи  [205]. В  природе  существует  в

организме  грызунов,  в  инфицированной  почве,  на  растениях  в

овощехранилищах.  Условия  работы  с  обоими  возбудителями  резко

отличаются:  с  Y. pestis,  относящейся к  I группе патогенности,  манипуляции

выполняются  в  BSL3  (P3)  лабораториях;  работа  с  бактериями

псевдотуберкулёза (III группа патогенности) – в обычных BSL2 лабораториях.

Оба  вида  не  однородны.  Однако  у  возбудителя  псевдотуберкулёза  эта

неоднородность  выражена  в  большей  степени.  Y. pestis продуцирует ЛПС,

лишённый  О-боковых  цепей,  R-форма  ЛПС,  соответствующая  R-форме

колоний.  И  в  основном,  серологически  однородна,  хотя  у  обеих  иерсиний

возможны  в  той  или  иной степени штаммовые или  температурозависимые

вариации  структуры  полисахаридных  цепей  [51]. Бактерии  вида

Y. pseudotuberculosis при температурах ниже 36 °С продуцируют полноценный

О-антиген  (S-форма  ЛПС,  соответствующая  S-форме  колоний),  но  из-за

вариаций  структуры  О-ветвей  ЛПС  вид  Y. pseudotuberculosis представлен

более чем 20 сероварами, которые по фенотипу могут отличаться между собой

больше,  чем от  Y. pestis [167]. Некоторые из этих серовариантов вызывают

заболевания  у  людей,  иногда  тяжёлые.  При  определённом  сходстве

Y. pseudotuberculosis с возбудителем чумы актуальны поиски фенотипических

маркеров  и  специфических  диагностических  антигенов  для

совершенствования дифференциации таких иерсиний и диагностики.

Клеточная  поверхность  бактерий  Y. pestis при  температуре  ≥ 37 °С

экранирована  капсулой,  основной  составляющей  которой  является

иммунодоминантный  капсульный  антиген  «фракция  1»  (F1)  [214],

идентифицированный  как  Caf1  белок.  Его  синтез  контролируется

видоспецифичной плазмидой pFra, которая может утрачиваться или обладать

мутациями  в  caf-опероне. В  таких  случаях  капсула  не  образуется,  что

затрудняет  диагностику  [3]. В  связи  с  этим  представляются  актуальными

поиски альтернативного видоспецифического антигена.
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Вид  Y. pestis условно дифференцируют на эпидемичный основной  Rha–

подвид и его  биовары [237], представленный возбудителем чумы у людей, и

более близкий к  Y. pseudotuberculosis, неосновной  Rha+  подвид, включающий

разные  географически  приуроченные  варианты  [254,  313,  350],

неэпидемичные  или  даже  авирулентные  для  людей  [241].  Каждый из  них

имеет типичные штаммы с характерными для подвида, строго определёнными

признаками  [7, 91, 142, 187, 240, 350]. При изменении любого из признаков

или нескольких формируются атипичные штаммы. Они описаны в литературе,

хотя механизм их образования не всегда ясен. В последнее время предложено

значительно бόльшее число внутривидовых групп Y. pestis, зачастую в той или

иной  степени  схожих  с  возбудителем  псевдотуберкулёза.  Современные

методы  генотипирования  делят  штаммы  на  клональные

кластеры/филогенетические группы, соответствующие очаговой и подвидовой

принадлежности  [72,  208]. Но  они  не  всегда  общедоступны.  Однако  для

обеспечения задач перед внутривидовой градацией необходимо располагать

простыми  уникальными  маркерами,  которые  не  меняют  своей

идентифицирующей  эффективности  и  сохраняют  видоспецифичность  при

всех  известных  формах  изменчивости  бактерий.  Без  этого  сложно  решать

проблемы  диагностики,  эпидемиологии  чумы,  а  также  регламентировать

таксономические  позиции  групп,  составляющих  вид  Y. pestis,

классифицировать и изучать их природную вариабельность [43].

Степень разработанности темы исследования.

Фенотипические маркеры могут подвергаться изменчивости и не могут

гарантировать точность идентификации [58].

Методы  иммунологической  диагностики  чумы направлены на  поиск  в

сыворотках крови больных антител к специфическому для Y. pestis антигену, и

видоспецифического антигена с помощью чумных диагностических моно- и

поликлональных антител. Эти тесты имеют ряд существенных преимуществ

перед методами бактериологического анализа: простота постановки, высокая

чувствительность,  ускоренный  ответ  (2-4 ч), упрощенность  исследования
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материала,  непригодного для бактериологического анализа  или требующего

более  трудоемких  приемов  (загнившие  и  мумифицированные  трупы

животных,  погадки  хищных  птиц,  субстраты  гнездовой  камеры  грызунов,

скрытые в инкапсуляциях формы возбудителя). 

За  истекшие  десятилетия  для  диагностики  чумы  были  предложены  и

апробированы  разные  типы  диагностикумов.  Многие  из  них  в  силу

недостаточной чувствительности или антигенной специфичности не получили

широкого  распространения,  хотя  в  научных  исследованиях  применяются.

Продолжение исследования антигенного состава возбудителя чумы, начатое

более  полувека назад  [77,  282,  331] актуально  и  сейчас  не  только в  плане

диагностики  чумы  и  идентификации  возбудителя,  но  и  в  связи  с  особой

видоспецифической  биологической  ролью  каждого  из  антигенов.  Вполне

понятно,  что  для  этих  целей  целесообразно  использовать  антигены,

проявляющие  наибольшую  степень  специфичности  для  чумного  микроба

[117]. Основные препараты для иммунодиагностики чумы первоначально и до

настоящего  времени  сконструированы  при  использовании  в  качестве

сенситина специфического капсульного антигена F1 (Caf1) Y. pestis и антител

к нему. Использовался этот антиген и антитела к нему при изготовлении как

коммерческих форм диагностикумов, так и экспериментальных авторских [18,

180]. 

Однако  многолетняя  практика  исследований  возбудителя  показала

существование  в  природе и  у  больных людей вариантов чумного микроба,

лишенных антигена F1 [225, 289, 339, 340]. Во многих случаях это штаммы с

пониженной  вирулентностью,  но  встречаются  и  с  достаточно  высокой

вирулентностью. Все они способны вызывать заболевания, иногда тяжелые,

но часто затяжные по форме проявления. В связи с этим проблема быстрого,

точного  и  широкодоступного  метода  выявления  и  идентификации  чумного

микроба, дефектного по F1-антигену, более сложна, а потому более актуальна,

чем  в  отношении  его  значительно  изученных  полноценных  вариантов.
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Острота проблемы усиливается ещё и возможными затруднениями в лечении

этих форм инфекции [159].

В  связи  с  этим  при  разработке  методов  идентификации  помимо  F1

антигена  исследователи  проявляют  интерес  к  другим  антигенам  и

соответствующим  антителам.  Выявление  заражённых  эктопаразитов  при

чумных эпизоотиях в эксперименте удавалось с помощью диагностикумов на

основной  соматический  антиген  (ОСА)  и  «мышиный»  токсин.  При  этом

обнаруживались  не  только бесфракционные штаммы,  но и  бактерии чумы,

находящиеся в L-форме [164, 165]. Диагностическая ценность известного для

возбудителя  чумы  V-антигена,  участвующего  в  реализации  вирулентности,

ограничена  его  специфичностью  ещё  для  двух  других  иерсиний

(Y. pseudotuberculosis, Y. enterocolitica) [212, 293]. Описаны авторские образцы

препаратов  для  обнаружения антигена  рН 6  с  помощью ИФА [34],  но  этот

антиген есть и у возбудителя псевдотуберкулеза [301]. Использование порина

OmpF в силе его вариабельности требует особого подхода [323].

К числу поверхностных антигенов относится липополисахарид (ЛПС).

Изучены  их  структура  и  свойства  [15,  30,  46,  67,  107,  178,  276].

Характеристика  ЛПС,  особенности  его  генетической  детерминированности,

структуры  и  биологической  активности,  а  также  данные  о  структуре  и

свойствах  липида  А у  чумного микроба  описаны довольно  подробно [195,

211]. Дана  положительная  оценка  диагностических  свойств  ЛПС,  а  также

ценность препарата, приготовленного на основе ЛПС чумного микроба, при

выявлении бактерий чумы, не продуцирующих F1 [47, 231]. Оказалось, что в

организме  животных, заражённых чумой,  иногда  легче  выявить  антитела к

ЛПС, чем к антигену F1. В связи с этим диагностикум на ЛПС апробировали

для  определения  эффективности  лечения  антибиотиками  [185]. Показана

возможность  конструирования  на  основе  суммарного  препарата  белков

внешней  мембраны  антигенных  и  антительных  диагностикумов,  которые

способны  в  целевом  эксперименте  выявлять  «бесфракционные»  штаммы
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возбудителя  чумы  [203,  204]. Имеются  сведения  о  конструировании

диагностикума на основе активатора плазминогена Pla возбудителя чумы [31].

Однако,  указанные  препараты  представлены  в  форме  авторских

экспериментальных  и не  получили широкого распространения,  а  активатор

плазминогена оказался не видоспецифическим [213, 256]. Поэтому, невзирая

на  проводимые  работы,  проблема  диагностики  чумы  с  помощью

иммунопрепаратов, иных, чем на F1-антиген, сохраняет свою актуальность, и

исследования  в  этом  направлении  продолжаются.  Работы  по  созданию

диагностикумов  осложняются  по  разным  причинам.  Среди  них  трудности

получения  чистых  антигенных  монопрепаратов,  их  молекулярная

идентификация,  нестабильность  их  и  специфических  антител  некоторых

классов.  Значительная  фенотипическая  и  генотипическая  вариабельность

чумного микроба с мутациями генов–мишеней, таких как caf1,  mur,  pla,  lcrV

или недостаточная специфичность [3, 213] также позволяет чумному микробу

«ускользать» от выявления соответствующми диагностикумами.

В поисках антигенов, перспективных для решения перечисленных выше

проблем  наше  внимание  привлёк  атоксичный  антигенный  комплекс  FV,

извлечённый  поэтапно  после  воздействия  на  бактерии  продуцента

возрастающими  концентрациями  ДОХ  (тритон-Х100)  из  бактерий  Y. pestis

EV1290 - потомка вакцинного штамма, не способного продуцировать антиген

F1 [21, 22, 23]. По данным авторов комплекс FV оказался специфическим для

возбудителя чумы, синтезировался при 28 оС и 37 оС, независимо от плазмид и

не  требовал  особой  питательности  сред  культивирования  бактерий-

продуцента. Иммунокомпетентной его основой была белковая составляющая

препарата  (по  Lowry до  50 %). Судя  по  результатам  гель-электрофореза,

препарат содержал несколько минорных белков с разной Мм. и два мажорных

с М.м. 38 и 42-43 kDа. Антитела к тотальному препарату с помощью реакции

диффузионной  преципитации  обнаружены  в  противочумной  коммерческой

лошадиной  и  экспериментальной  кроличьей  сыворотках,  а  также  после

иммунизации  линейных  мышей  бактериями  полностью  бесплазмидного
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штамма чумного микроба  TRU в одном из образцов  МКА [18]. Эти данные

подтвердили иммуноактивность  FV, и позволили провести ряд дальнейших

исследований, в том числе сконструировать экспериментальный антигенный

эритроцитарный  диагностикум  на  основе  FV и  авторский  антительный

поликлональный коагглютинирующий (КоА). Эритроцитарный диагностикум

с тотальным антигеном FV позволял определять иммунологические сдвиги в

сыворотке  крови  иммунизированный  вакцинным  штаммом  Y. pestis EV и

экспериментальным  атипичным  его  Fra-  Tox- вариантом.  С  помощью

эритроцитарного  FV-диагностикума сдвиг выявлялся в большем числе проб

крови и дольше после момента инфицирования, чем в случае анализа по  F1

антигену  [23]. Специфичность  FV-эритроцитарного  диагностикума

подтвердилась  негативными  результатами  в  пробах  с  гетерогенными

сыворотками  (типовыми  псевдотуберкулезными,  бруцеллезными,

туляремийной,  сапной,  колийной,  брюшнотифозной и  дизентерийной).

Авторский образец КоА-диагностикума видоспецифически реагировал только

с типичными штаммами чумного микроба, выборкой контрольных атипичных

Fra–  штаммов Y. pestis и  единичными  штаммами  Y. pseudotuberculosis в  R-

форме. Диагностикум был апробирован в условиях природного очага чумы.

Гибридомная  линия  МКА  Е6/Н8,  содержала  мышиные  иммуноглобулины

класса  IgM, ведущие участники первичного гуморального ответа на чумную

инфекцию  [18]. МКА  Е6/Н8  специфически  реагировали  с  тотальным

препаратом  FV и  ограниченной  выборкой  штаммов  чумного  микроба,

типичных  и  лишённых  основного  диагностического  антигена  F1.  При

конкурентном  ИФА-анализе  МКА  линии  Е8/Н6  почти  полностью

ингибировались  тотальным  препаратом  FV,  не  реагировали  с  известными

антигенами чумного микроба – ЛПС, F1 и pH 6, а также с бактериями разных

видов сем. Enterobacteriaceae, но проявляли некоторую «заинтересованность»

в  контрольном  штамме  возбудителя  псевдотуберкулёза.  При  пассивной

иммунизации белых мышей и морских свинок с помощью МКА линии Е6/Н8

после заражения 20  DCL вирулентного штамма чумного микроба выживало
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10–20 % животных  [18]. Все  эти  данные  заслуживают  внимания  и

подтверждают перспективность и актуальность анализа антигена FV, а также

определения возможности использования его составляющих в практических и

научных целях при исследовании возбудителей чумы и псевдотуберкулеза.

С развитием молекулярной биологии и ПЦР-анализа появились тесты для

обнаружения и характеристики штаммов, более точные, чем фенотипический

и  иммунологический  анализ.  Принятый  в  практике  набор  маркеров  для

идентификации  штаммов  основного  подвида  чумного  микроба  и  их

дифференциации  от  Y. рseudotuberculosis [84,  111] включает  ряд  признаков

фенотипа,  биологический тест  на модели лабораторных животных и ПЦР с

праймерами на плазмидные гены чумного микроба  caf1 и  pla и праймерами

«3а»,  комплементарными  видоспецифическому  фрагменту  хромосомы

Y. pestis.  Такой  подход  решает  вопросы  диагностики  классических  форм

заболевания  чумой и позволяет  выявить типичные штаммы её  возбудителя,

сохраняющие плазмиды. Однако в природе встречаются варианты  Y. pestis с

выраженной  естественной  изменчивостью  основных  диагностических

признаков  фенотипа,  которые  сложно  дифференциировать от

близкородственной  Y. pseudotuberculosis. Известны штаммы с дефектами caf1

гена и фрагмента хромосомы, комплементарного паре праймеров «3а». В свете

последних  данных  сомнение  вызывает  и  специфичнсть  pla-гена  [213].

Клоновые варианты микроба чумы с «маскирующей» формой изменчивости

возникают  на разных стадиях эпизоотий,  зарегистрированы в лабораторных

условиях, на отдельных этапах формирования или реверсий  L-форм [11, 113,

149].  Спонтанное  изменение  признаков  фенотипа  бактерий  обеспечивает

выживание чумного микроба как вида,  но затрудняет его идентификацию и

может  обусловливать  бесконтрольное  распространение  возбудителя  чумы.

Особенно  важно,  что  у многих  атипичных  вариантов  (бесплазмидных,

«бесфракционных»,  фагоустойчивых)  изменена  вирулентность,  отмечаются

особенности патогенеза. Необходимость тщательного контроля, особенно над

«бесфракционными» штаммами, подчеркивается в мировой  литературе [321].
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Успехи  молекулярно-генетических  конструкторских  исследований  по

определению  роли  отдельных  caf-генов,  участвующих  в  синтезе

видоспецифического  F1-антигена  Y. pestis, не  снимают  необходимости

выяснения молекулярных механизмов естественной (возможно регулируемой)

изменчивости  этих  генов,  определения  её  значимости  для  сохранения

возбудителя  чумы  в  природе  и  решения  вопроса  о  реверсибельности  этих

изменений,  последствия которой могут быть самыми тяжёлыми. Разработка

подходов к решению этих проблем представляется нам актуальной.

Существующие  бактериологические  методы  детекции  в  отношении

изменённых форм Y. pestis не всегда надёжны или весьма трудоёмки. Иногда

их  фенотип  настолько  приближается  к Y. pseudotuberculosis,  что  их  трудно

дифференцировать  [2,  65,  168]. Для  идентификации  вида  требуются

уникальные  надёжные  критерии,  способные  дифференцировать  оба  вида

желательно  с  наименьшими  временными,  трудовыми  и  материальными

затратами. Ситуация более напряженная в природных зонах, где циркулируют

бактерии обоих видов и, возможно, их рекомбинанты. Кроме того, в последнее

время  получили  развитие  работы  по  конструированию  гибридов  этих

иерсиний и комбинированных вакцин [236, 270]. Для контроля над ними также

требуются  доступные  широкому  кругу  специалистов  надёжные  приёмы

полезные  при  поиске  природных  гибридных  форм,  который  до  сих  пор  не

проводился. 

При идентификации разных штаммов, имеющих нехарактерный фенотип

важна  точная  первичная  видовая  ориентировка.  Без  стабильного надёжного

широкодоступного критерия, который чётко очерчивает границы вида Y. pestis

во всём разнообразии его фенотипа, трудно правильно определить варианты

биологически целесообразной изменчивости, позволяющей чумному микробу

в  различных  природных  условиях  выживать  как  виду  и  сохранять  свой

патогенный потенциал. 

Разработаны  молекулярно-биологические  приёмы  полной  детализации

структуры  геномов  [235,  274].  Они  включают  полногеномный  секвенс,
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программное  сравнение  последовательностей,  мультилокусный  контроль  с

использованием  наборов  разнообразных  маркеров  и  последующего

секвенирования ампликонов, используют анализ  SNP последовательностей и

другие  методы.  С  увеличением  числа  праймеров  и  анализируемых  сайтов

увеличивается  время  анализа  проб  и  различные  затраты.  С  учётом

возможности  утраты плазмид наиболее  экономичным и  точным тестом для

определения  вида,  на  наш  взгляд,  может  быть  ПЦР  с  праймерами  на

консервативный  видоспецифический  фрагмент  хромосомы  [232],  который

сохраняется у всех типичных и атипичных штаммов Y. pestis, и способен быть

мишенью праймеров при нахождении бактерий  in vitro и  in vivo. Поиски и

широкую апробацию таких праймеров можно оценить как актуальную. Для

идентификации  типичных  штаммов  предложены  «хромосомные»  праймеры

«3а»  [313],  включённые  в  набор  «Ген  Yersinia pestis идентификация»  [83].

Однако  их  тотальная  эффективность  в  отношении  разных  множественно

изменённых  штаммов,  смешанных  культур  и  рекомбинантов  двух  видов

иерсиний  до  начала  нашей  работы не  исследовалась.  Предложение  любых

праймеров с большей эффективностью по одному из этих пунктов будет иметь

преимущества.  Кроме  того,  поскольку  при  первичном  поиске  возбудителя

чумы  предметом  анализа  может  быть  значительное  число  проб,  для

безошибочной первичной детекции вида иерсиний необходим общедоступный

приём,  краткий  по  времени  и  объёму  выполнения,  превосходящий

фенотипический  анализ  по  эффективности  и  точности.  Такой  метод  будет

очень полезным и повысит эффективность генетических, микробиологических

и таксономических исследований возбудителя чумы и родственных бактерий

псевдотуберкулёза.  В нашей лаборатории исследования атипичных штаммов

иерсиний в этом направлении получили развитие [183]. Основой такого метода

может  быть  простая  в  исполнении  широкодоступная  монолокусная  ПЦР  с

парой  праймеров  на  консервативный  фрагмент  хромосомы  и  простой  в

выполнении тест на специфический антиген, сохраняющийся у  Y. pestis при

всех типах фенотипической изменчивости.
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В связи с изложенным целью настоящего исследования было получение

новых  данных  о  полиморфизме  возбудителя  чумы  и  псевдотуберкулёза,

научное  обоснование  выбора  и  практическая  оценка  эффективности

использования альтернативных молекулярных мишеней для их индикации и

идентификации. 

Основные задачи исследования: 

1.  Сформировать  рабочую  коллекцию  штаммов  иерсиний

(Y. pseudotuberculosis и Y. pestis),  представляющих  внутриродовое  и

внутривидовое разнообразие, прежде всего по F1 антигену. 

2.  Выявить причины, определяющие природную дефектность  штаммов

Y. pestis по F1 антигену.

3. Определить иммунодоминантную молекулярную мишень антигенного

комплекса «FV–антиген».

4.  Предложить  алгоритм  индикации  и  идентификации  атипичных

штаммов чумного и псевдотуберкулёзного микробов. 

Научная новизна.

Впервые в составе антигенного комплекса FV Y. pestis идентифицирован

иммунодоминантный  белок  фермент  -  адгезин  трансальдолаза.  По

аминокислотной последовательности определена структура у Y. pestis tal-гена.

Доказана  в  ПЦР-анализе  стабильность  встройки  IS100 элемента  у

видоспецифического  консервативного  локуса  гена,  определяющего  синтез

белка  систем  секреции  семейства  Dot U (праймеры  группы  «vlm»)  и

сохранение её у всех представителей вида Y. pestis при известных формах их

природной изменчивости, в процессе многократных пассажей через организм

чувствительных  к  чуме  животных  и  на  питательных  средах,  а  также  при

длительном  хранении  штаммов  в  лабораторных  условиях  и  при  клоновом

анализе.

Впервые установлено, что у природных атипичных  Fra– и  Fra± штаммов

Y. pestis,  сохраняющих плазмиду  pFra,  природный спонтанно возникающий

дефект  может  быть  локализован  в  любом  из  четырёх  генов  caf-оперона.
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Доказано,  что  при  снижении  вирулентности  таких  штаммов  для  многих

носителей,  монгольские  песчанки  проявляют  к  ним  высокую

чувствительность.

Доказано, что приобретение pFra плазмиды чумного микроба бактериями

Y. pseudotuberculosis (предполагаемый  эволюционный  механизм)  повышает

для  белых  мышей  патогенетическую  активность  и  значительно  усиливает

иммуногенность в отношении мышей и морских свинок при этом снижаются

антифагоцитарные свойства рекомбинантов. Это происходит, возможно, из-за

конкурентного  отношения  ЛПС с  антигеном  F1,  который  у  рекомбинантов

Y. pseudotuberculosis продуцируется  в  недостаточно  высоком  титре.

Приобретение  двух  плазмид,  pFra и  pCad,  усиливает  эффекты.  Механизмы

этого феномена пока не ясны и нуждаются в исследовании. 

Теоретическая и практическая значимость.

Предложена гипотеза, объясняющая диагностически значимые различия

в  экспрессии  трансальдолазы  в  клетках  чумного  и  псевдотуберкулёзного

микробов.

При  углублённом  изучении  видовых  признаков  у  270  природных  и

экспериментальных штаммов и 112 клоновых культур  Y. pestis , 82 штаммов

Y. pseudotuberculosis, включающих 60 природных и 22 референтных штамма, а

также 43 клоновых и рекомбинантных культур возбудителя псевдотуберкулёза

отобрана  репрезентативная  коллекция  атипичных  вариантов  двух  видов

иерсиний  с  единичными  и  множественными  изменениями

дифференцирующих  свойств,  определена частота их  изменчивости  и  дана

сравнительная  оценка  надёжности  рекомендуемых  инструкциями

фенотипических  диагностических  тестов.  Коллекция  может  быть  полезной

при разработке новых тестов идентификации.

Доказана  высокая  эффективность,  специфичность  и  преимущества

монолокусной  ПЦР  с  совместимыми  праймерами  («vlm12/IS216)»  и  «JS»

(Y. pestis и  Y. pseudotuberculosis,  соответственно)  при  использовании  их  в

одной пробе или врозь в ходе анализа чистых культур, смесей типичных и
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изменённых штаммов двух иерсиний, находящихся в растущей культуре, во

взвесях и биоматериале.

Предложены эффективные подходы к идентификации и дифференциации

всех  атипичных  штаммов  двух  видов  иерсиний  с  использованием

монолокусной  ПЦР  с  видоспецифическими  праймерами  («vlm»  и  «JS»)  и

реакции коагглютинации (рКоА) на комплексный антиген FV.

Доказано существование атипичных штаммов Y. pestis позитивных в ПЦР

с праймерами «vlm», но негативных в присутствии праймеров «3а» и «caf1».

Доказано,  что  праймеры  на  любой  ген  сaf-оперона  равноценны  по

диагностической ценности паре праймеров caf1.

Показано, что рекомбинантные бактерии возбудителя псевдотуберкулёза

с  плазмидой  чумного  микроба  в  случае  их  выделения  в  смешанных

природных  очагах  или  в  условиях  эксперимента  могут  быть

идентифицированы в ПЦР суммарно по сaf-праймерам и «JS». Выявление в

той  же пробе параллельно  ампликонов,  специфичных для  пары праймеров

«vlm» свидетельствует о присутствии смешанной культуры двух иерсиний.

Разработаны и  утверждены на  учрежденческом уровне  «Методические

рекомендации  по  применению полимеразной  цепной  реакции  при  видовой

идентификации и  внутривидовой  дифференциации бактерий  вида  Y. pestis»

(Протокол  Ученого  Совета  ФКУЗ  Ростовский-на-Дону  противочумный

институт № 10 от  28.08.2008);  «Методические  рекомендации  по анализу и

диагностике  микстов  возбудителей  чумы  и  псевдотуберкулёза»  (Протокол

Ученого Совета ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт №14 от

18.12.2009);  «Методические  рекомендации  по  индикации  возбудителей

Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis в органах биопробных животных».

(Протокол  Ученого  Совета  ФКУЗ  Ростовский-на-Дону  противочумный

институт № 16 от 22.12.2010); «Методические рекомендации по получению

антигенного комплекса  «фракция  V» чумного микроба» (Протокол Ученого

Совета  ФКУЗ  Ростовский-на-Дону  противочумный  институт № 2  от

17.12.2015).
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Разработан  «Способ  идентифиации  штаммов  вида  Yersinia pestis и

Yersinia pseudotuberculosis» (Патент № 2422535. Приоритет 11.01.2010).

«Методические  рекомендации  по  получению  антигенного  комплекса

«фракция  V»  чумного  микроба»  (Протокол  Ученого  Совета  ФКУЗ

Ростовский-на-Дону противочумный институт  № 2 17.12.2015) используют в

совершенствовании  методов  иммунодиагностики  чумы  в  лаборатории

микробиологии  чумы  и  др.  иерсиниозов  РостНИПЧИ. «Методические

рекомендации  по  анализу  и  диагностике  микстов  возбудителей  чумы  и

псевдотуберкулёза»  и  «Методические  рекомендации  по  индикации

возбудителей Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis в органах биопробных

животных» включены в курс лекций по ООИ для врачей-бактериологов при

Ростовском-на-Дону  противочумном институте  (Акт  внедрения  от  07.11.15.

Утв.  Директором  РостНИПЧИ  С.В.Титовой)  и  используются  в

экспериментальных  наблюдениях  во  ФКУЗ  Северо-Кавказской

противочумной  станции  Роспотребнадзора  в  обследуемых  очагах  с  целью

поиска двух  видов  иерсиний и  их  атипичных  штаммов (Акт внедрения  от

07.11.15. Утв. Директором ФКУЗ Северо-Кавказской противочумной станции

Роспотребнадзора Ю.Г. Киреевым).

Методология и методы исследования.

Методология диссертационной работы выстроена, исходя из цели и задач

исследования.

В  частности,  проводилось  изучение  диагностических  фенотипов

коллекционных  штаммов  иерсиний видов  Y. pestis и  Y. pseudotuberculosis и

отбор атипичных вариантов. Проведен сравнительный анализ эффективности

различных  методов  дифференциальной  диагностики  этих  вариантов  и

исследование  их  патогенетической  активности.  Произведён  отбор  наиболее

общедоступных  приёмов  идентификации  указанных  штаммов  иерсиний  в

чистых,  рекомбинантных  и  смешанных  агаровых  культурах,  а  также  в

инфицированном  биоматериале.  Оптимальным  для  этого  было  признано

сочетание  иммунологического  теста  на  стабильный  антиген  FV c
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монолокусной  ПЦР  с  парой  праймеров  на  уникальный  стабильный

хромосомный сайт каждой из иерсиний. 

Информативность  указанного  приёма  оценивали  в  условиях

лабораторного  сравнительного  эксперимента  на  модели  репрезентативных

коллекций штаммов, с различными отклонениями диагностического фенотипа

и при лабораторном исследовании органов заражённых животных.

Научная  литература,  посвящённая  исследованиям  в  области  анализа

природной изменчивости и патогенетической активности возбудителей чумы

и  псевотуберкулёза,  а  также  молекулярно-генетической  диагностики

иерсиниозов, проанализирована формально-логическими методами. В работе

использованы  микробиологические,  биохимические,  генетические,

биологические,  молекулярно-биологические,  биоинформационные  и

статистические методы исследования.

Основные положения, выносимые на защиту:

1.  Штаммы  Y. pestis и  Y. pseudotuberculosis, независимо  от  характера

спонтанного изменения видоспецифического фенотипа, стабильно сохраняют

видоспецифический  фрагмент  хромосомы,  комплементарный,

соответственно,  паре  праймеров  «vlm»  (Y. pestis)  и  «JS»

(Y. pseudotuberculosis).  Каждый  из  указанных  фрагментов  может  служить

специфическим  надёжным  таксономическим  критерием  видовой

принадлежности  штамма  и,  при  использовании  его  в  качестве  мишени

праймеров  в  широкодоступной  монолокусной  ПЦР,  обеспечивает  точную

идентификацию,  дифференциацию  указанных  иерсиний  в  ходе  анализа

большого количества чистых и смешанных культур и проб биоматериала.

2.  Спонтанные  нарушения  caf-оперона,  выявляемые  у  природных

штаммов могут происходить дискретно в каждом из его генов. Предложенные

нами  праймеры  на  каждый  ген  caf-оперона  (caf1,  cafА,  cafМ,  cafR)  и

возможность применения в качестве биопроб высокочувствительных к чуме

монгольских  песчанок  повышают  результативность  ПЦР-выявления  Fra–
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штаммов  Y. pestis и способствуют анализу механизма природных нарушений

продукции диагностического антигена F1. 

3. За серологическую активность «фракции 5» отвечает трансальдолаза. 

Степень достоверности и апробация результатов исседования.

О  достоверности  полученных  результатов  работы  свидетельствует

достаточный объём проведенных лабораторных исследований по разработке

тест  систем  для  идентификации  и  дифференциации  изменённых  штаммов

двух  видов  иерсиний.  Исследования  выполнены  с  помощью  современных

методов  на  сертифицированном  оборудовании.  Обоснованность  выводов

подтверждается  результатами,  полученными  с  помощью  комплекса

адекватных методов, данными их анализа и статистической обработкой.

Работа  выполнена  на  базе  Федерального  казённого  учреждения

здравоохранения  «Ростовский-на-Дону  противочумный  институт»

Роспотребнадзора  в  ходе  разработки  пяти  плановых  федеральных  тем  по

проблемам  представленным  в  диссертации,  в  трёх  из  которых  она  была

ответственным исполнителем.

Диссертация  апробирована  на  общеинститутской  конференции

«Ростовский-на-Дону противочумный институт» Роспотребнадзора (Протокол

№ 18 от 16. 08. 2016).

Материалы  и  результаты  исследований  были  представлены  на:  (1)

научных  конференциях  Ростовского-на-Дону  противочумного  института

(Ростов-на-Дону,  2003-2013);  (2)  научно-практической  конференции

«Современные  аспекты  эпидемиологического  надзора  за  особо  опасными

инфекционными  заболеваниями  на  юге  России»  (Ставрополь,  2007);  (3)

Всероссийской  научной  конференции  48  ЦНИИ  Минобороны  России»

(Киров, 2008);  (4) научно-практической конференции «Современные аспекты

эпидемиологического надзора  и  профилактики  особо  опасных и  природно-

очаговых болезней» (Иркутск, 2009); (5) юбилейной научной конференции с

международным участием Западно-Сибирского института природно-очаговых

инфекций (Омск, 2009); (6) Всероссийской научно-практической конференции
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по  проблемам  молекулярной  диагностики  (Москва, 2010);  (7)

Межгосударственной  научно-практической  конференции  стран  СНГ

(Ставрополь,  2010);  (8)  научно-практической  конференции  института  им.

Пастера с международным участием (Санкт-Петербург, 2011); (9) заседании

Международного  симпозиума  по  проблеме  «Yersinia»  (США,  Кентукки,

2006);  (10)  научной конференции  «Медицинская  безопасность»  (Германия,

Мюнхен, 2011).

Публикации.  Основные  результаты  исследований  представлены  в

Патенте № 2422535(RU) с приоритетом от 11.01.2010, четырёх методических

рекомендациях (см. выше) и обобщены в 21 публикации, из которых 5 статей

опубликованы в научных изданиях, рекомендованных ВАК РФ Министерства

образования и науки, 2 статьи в электронном журнале «Universum: химия и

биология», 13 публикаций в сборниках, трудах и материалах Всероссийских и

международных научных конференций.
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1. Характеристика  двух  эволюционно  связанных  видов

иерсиний

Из  трёх  наиболее  патогенных  для  человека  иерсиний  (Y. pestis,

Y. pseudotuberculosis и  Y. entrocolitica)  самым  агрессивным  является

возбудитель бактериальной чумы, способный вызывать эпидемии и пандемии

с  высоким  уровнем  летальности  [225]. Поэтому  он  привлекает  главное

внимание специалистов. Наиболее родственным, проявляющим значительное

сходство  с  возбудителем  чумы  по  диагностическим  признакам,  но  не  по

клинике и степени опасности для людей, признан микроб псевдотуберкулёза

[208], который,  по  мнению  исследователей,  имеет  более  раннее

происхождение  и  является  «предком»  чумного  микроба.  Существуют

определённые  проблемы  с  идентификацией  и  дифференциацией  вариантов

обоих  видов  с  природной  изменчивостью  признаков,  которые  в  разные

исторические периоды использовались для видового разграничения.

1.1.1.  Общие  представления  о  чуме,  псевдотуберкулёзе  и  их

возбудителях

Псевдотуберкулез  –  острый  инфекционный  зооноз  [206]. Носителями

инфекции  являются  грызуны,  чаще  домовые,  некоторые  виды  диких  и

домашних  птиц,  кошки,  собаки,  овцы,  верблюды.  Псевдотуберкулёзный

микроб  влаголюбив  и  чаще  обнаруживается  в  более  холодных  влажных

районах  ряда  стран.  В  России  более  интенсивно  циркулирует  в  Северо-

Западном регионе, на Дальнем Востоке, в Западной Сибири, Забайкалье, на

Алтае. Спорадически регистрируется в странах Европы, Северной и Южной

Америке и отдельных районах  Азии [158, 225,  268,  335]. Заражение людей
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псевдотуберкулезом происходит фекально-оральным путём, в том числе при

употреблении  инфицированных  продуктов,  длительно  хранящихся  в

холодовых  камерах  [206]. Вспышки  и  спорадические  случаи  заболевания

обычно  регистрируются  осенью  и  зимой.  Для  человека  характерен

полиморфизм  клинических  проявлений  и  нередко  хроническое  течение  с

аллергическими  проявлениями.  Поражается  желудочно-кишечный  тракт,

кожа, опорно–двигательный аппарат и другие органы [225].

Бактериальная  чума  –  острое  инфекционное  природноочаговое

заболевание.  Вызывает  её  микроб  чумы  (Y. pestis),  который  сохраняется  в

популяциях  некоторых  видов  грызунов  –  постоянных  носителей  инфекции

(сурков,  сусликов, песчанок,  крыс),  обитающих в определённых природных

очагах  чумы  во  всех частях  света,  кроме  Австралии  и  Антарктиды.

Возбудитель  чумы  патогенен  для  человека,  грызунов,  зайцеобразных,

хищников, парнокопытных, приматов и лабораторных животных. Природные

очаги,  где  он персистирует, расположены в основном в зонах с  жаркими и

засушливыми  летом,  в  пустынной,  гористой  местности  и  на  побережьях

морей, изобилующих поселениями людей. В России природные очаги чумы

расположены  на  Северном  и  Центральном  Кавказе,  в  Калмыкских  степях,

Среднем и Нижнем Поволжье, на территории Волго-Уральского междуречья,

Горного  Алтая,  Тувы,  Предбайкалья  и  Забайкалья  [173]. В  популяциях

различных по чувствительности диких грызунов её возбудитель циркулирует

годами. Заражение происходит, в основном, через укус инфицированных блох,

иногда  клещей,  при  непосредственном  контакте  больных  животных,

некрофагии,  поедании  заражённых  блох  и  др.  Человек  инфицируется  при

укусе переносчиками, при непосредственном контакте с заразным материалом

и  аэрозольно.  В  зависимости  от  пути  распространения  инфекции,

формируется бубон, чумной сепсис, первичная или вторичная пневмония. У

диких  грызунов  чума  регистрируется  в  виде  спорадических  случаев,

мелкоочаговых вспышек или разлитых эпизоотий, периодически затухающих

и  вспыхивающих  вновь.  Среди  людей  бывают  спорадические  заболевания,
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вспышки,  эпидемии  и  пандемии.  Передача  воздушно-капельным  путем

способствует  быстрому  эпидемическму  распространению  инфекции  с

высоким  уровнем  летальности.  До  сих  пор  чума  остается  серьезной

проблемой для  человечества [278] из-за активных перемещений населения и

распространения  штаммов  с  множественной  лекарственной  устойчивостью

возбудителя [58, 70, 228, 253, 266, 300].

Y. pseudotuberculosis –  грамотрицательная  палочковидная  бактерия,  не

образующая спор [167].  Сосуществует  с  бактериями почвы или кишечника

теплокровных,  приспосабливаясь  к  разным  условиям  [29].  Хорошо

размножается при низкой температуре (4 –10 оС), но может и при 36 –40о С.

Оптимум  –  при  26 –30 оС.  Метаболизм  микроба  и  фенотип  термозависим.

Ниже  30 оС  бактерий  образуют  жгутики  и  становятся  подвижными  [29].

Микроб способен размножаться в почве,  при этом сохраняет вирулентность

[167, 226, 330].  Инвазин, участвующий в проникновении инфекции  in vivo,

продуцируется при +4о С, а при +37о С ингибируется [60]. 

Возбудитель  чумы  –  короткие  грамотрицательные  палочки,  не

образующие спор. В мазках из органов и бульонных культур окрашиваются

биполярно. Могут  проявлять полиморфизм. В мазках из бубонов и органов,

трупов  обнаруживаются  шары,  нити,  тени  и  др.  Микроб  не  подвижен.  В

организме  теплокровных и  in vitro при  37о С образует  видоспецифическую

капсулу. Может расти при 40 о С, оптимум роста –28-30о С, но размножается и

при  более  низкой  температуре  [59]. Однако имеются  наблюдения,  что  при

низких  температурах  Y. pestis может  переходить  в  некультивируемое

состояние [303].

Y. pseudotuberculosis при низких температурах – прототроф. Отмечен рост

на голодных синтетических  средах  и даже в  дистиллированной воде  [163].

При  повышении  температуры  –  некоторые  штаммы  проявляют

ауксотрофность [29].  Y. pestis – хемогетеротроф независимо от температуры.

Хорошо размножается только на полноценных питательных средах при рН 5,8

-  8,0.  Природный ауксотроф  –  возбудитель  чумы –  не  растёт  на  голодных
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средах: ему необходимы определённые аминокислоты и витамины. Штаммы,

выделенные  из  разных  очагов,  иногда  отличаются  по  питательным

потребностям [55, 125, 177, 181]. При температуре выше 30оС у всех штаммов

расширяется потребность в факторах роста [9].

Типичные  бактерии  Y. pseudotuberculosis ферментируют  L-рамнозу  и

арабинозу, мочевину, глицерин, активны в денитрификации. Бактерии Y. pestis

не ферментируют, как правило, сахарозу, лактозу, мелибиозу и рамнозу и в

большинстве  случаев  мочевину.  Есть  неактивная  β-галактозидаза.  Среди

штаммов  Y. pestis зарегистрированы  ферментирующие  глицерин  (Glp+)  и

обладающие  денитрифицирующей  (Nap+)  активностью,  и  не  способные  к

этому [57]. 

Y. pseudotuberculosis при  пониженной  температуре  растёт  в  гладкой  S-

форме.  Выше  28оС  активно  переходит  в  шероховатую  R-форму  или

промежуточные  ОR,  ОS.  Колонии  полиморфны  по  размеру, форме,  цвету.

Микроб устойчив во внешней среде. До года отмечено его сохранение в почве.

Y. pestis на агаровых средах образует видоспецифический рост в виде «битого

стекла»  и  «кружевных  платочков»,  а  затем  -  колоний  с  мелкозернистым

центром и «кружевной» каймой (в  R-форме независимо от температуры). На

выраженность  каймы  влияет  состав  питательной  среды.  Для  роста  малых

посевных доз требуется добавление стимуляторов роста [57, 111].

Y. pseudotuberculosis температурозависимо  синтезирует  О-антиген  [32,

328]. Вариабельность структуры боковых цепей О- и жгутиковых Н-антигенов

обусловила появление более 21 сероварианта [52, 288, 336]. По признакам и

клиническим  проявлениям  инфекции  представители  вида

Y. pseudotuberculosis в разных зонах отличаются друг от друга иногда даже

больше, чем от чумного микроба [199]. Вид Y. pestis не обладает О-антигеном

[328].  Основным диагностическим маркером для него является  капсульный

антиген F1. Он оценивается как серологически однотипный для всех штаммов

Y. pestis [214],  хотя  возможны  мутационные  изменения  структуры  F1  и

иммунологической специфичности [3, 191, 275].
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Исторически сложилось, что стабильные вариации фенотипов позволили

разделить вид Y. pestis на: а) подвиды Rha-  subsp. pestis и Rha+  subsp. microtus

[118,  142],  а  также  б)  биоварианты,  отличающиеся  по  способности  к

денитрификации и ферментации глицерина: antique (Glp+, Nap+), mediaevalis

(Glp+,  Nap-),  orientalis (Glp-,  Nap+)  [237].  Cуществующие  возможности

сиквенса  геномов,  определения  их  сходства  и  различий  создало  основу

разделения  вида  Y. pestis на  отдельные  клоновые  и  кластерные  группы,

отражающие подвидовую и очаговую принадлежность штаммов, а также их

эволюционную связь и индивидуальные особенности [208].

Биовары чумного микроба оцениваются по особенностям фенотипа [237].

К биовару antiqua относят штаммы Y. pestis subsp. pestis с фенотипом (Nap+) и

(Glp+),  характерным  и  для  Y. pseudotuberculosis.  Фенотип  (Nap–,  Glp+)  –

маркер биовара  medievalis Y. pestis subsp. pestis,  а фенотип (Nap+,  Glp) – для

биовара  orientalis Y. pestis subsp. pestis.  Они  же  ещё  называются,

соответственно,  биовар  -  античный,  средневековый  и  океанический,  или

разновидность (по основным носителям) – сурчиный, сусликовый-песчаночий

и крысиный. Индивидуальная вариабельность возбудителя чумы, связаная с

мутационными  изменениями  отдельных  признаков  фенотипа  и  структуры

генома,  приводит  в  каждой  таксономической  группе  к  образованию

атипичных  штаммов  и  трудностям  их  идентификации.  Особенно  при

фенотипе, близком к Y. pseudotuberculosis. 

У  разных  штаммов  Y. pseudotuberculosis обнаружено  более  десятка

различных плазмид размером от 2 до 135 МД [154, 156, 198, 200, 201, 202].

Основные плазмиды - pYV 42-48 MД и pVM 82 MД [201, 249, 251, 252]. Для

типичных штаммов Y. pestis характерны две видоспецифичные плазмиды 60-

80  МД  (pFra)  и  6-8  МД  (pPst),  а  также  общая  для  патогенных  иерсиний

плазмида  46-47  МД  (pCad)  [262].  Редко  выявляются  дополнительные

криптические плазмиды от 4 до 120 МД [13, 73, 81, 239, 283].

Близкое  родство  этих  микробов  доказывается  морфологическими,

микробиологическими,  биохимическими  и  молекулярно-генетическими  ме-
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тодами  [6,  186,  217,  224,  328].  Общность  многих  антигенов  [145,  282],

сходство  нуклеинового  состава  ДНК  [19]  и  геномов  у  возбудителей

псевдотуберкулеза  и  чумы  [217,  226],  16S-структуры  рибосомальной  ДНК

[269]  и  значительное  сходство  нуклеотидных  последовательностей

большинства  генов  [284]  подтверждают  это  положение.  Методом

секвенирования  ДНК подтвердили  их  родство.  Анализ  секвенсов  привёл  к

выводу о наибольшем сходстве геномов Y. pestis subsp. pestis и серовара О:1b

Y. pseudotuberculosis,  который  преобладает  в  таких  районах  с  суровыми

зимами, как Сибирь, Дальний Восток,  Монголия и даже в Канаде [133,167,

251, 252, 310, 335]. Полагают, что именно от него отщепился клон  Prepestis,

родоначальник  бактерий,  вызывающих  чуму  [208,  328,  341]. Клон  этот

претерпел изменения в результате приобретения от других видов микробов

автономных  репликонов  pFra и  pPst,  профагов  [234,  258] фрагментов  их

хромосом и за счёт амплификации мобильных инсерционных элементов [172,

173,  192,  223,  226,  341,  347,  349]. Происходили  и  внутрихромосомные

перестройки  с  делециями,  транслокациями,  единичными  заменами

нуклеиновых  оснований  и  возникновением  «псевдогенов»,  или  иначе

«молчащих» генов [226].

1.1.2.  Характеристика  основных  фенотипических  признаков  для

идентификации возбудителя эпидемической чумы (Y. pestis subsp. pestis)

и дифференциации от Y. рseudotuberculosis

Главное внимание противоэпидемических служб при охране здоровья

людей  и  контроле  над  природными  очагами  привлекают  бактерии

эпидемически опасного подвида  Y. pestis subsp. pestis. Именно он вызывает

распространение  классической  чумы  людей  во  всём  многообразии  её

клинических  форм,  как  типичных,  так  и  атипично  молниеносных  или

замедленных.
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Выделенные от больных людей типичные штаммы Y. pestis subsp. pestis

обладают одинаковыми свойствами, многие из которых есть у большинства

представителей всего вида  Y. pestis, но отсутствуют у типичных вариантов

Y. pseudotuberculosis.  Критериями  идентификации  и  отличия  от

Y. pseudotuberculosis определены  типичная  R-форма  колоний

грамнегативных  бактерий,  лизис  их фагами (чумными диагностическими,

Покровской  и  Лариной  (Л-413«С»)  и  псевдотуберкулёзным),  образование

при 37 оС капсулы, отсутствие жгутиков, подвижности и роста на голодных

средах.  Показателями  типичных  бактерий  Y. pestis subsp. pestis признана

неспособность ферментировать  рамнозу,  мелибиозу,  мочевину  [7,  111],

высокая  вирулентность  при  всех  методах  заражения  для  белых  мышей  и

морских  свинок,  а  также  для  указанных  выше  естественных  носителей

инфекции  в  природных  очагах  чумы.  Обязательно  наличие  двух

видоспецифических  плазмид  (pFra и  pPst)  и  одной  общей  плазмиды

кальцийзависимости  (pCad)  [307].  Активная  антифагоцитарная  функция у

Y. pestis позволяет  при  идентификации  использовать  ИЗФ  (индекс

завершённости  фагоцитоза)  [28,  151].  Очень  важной  является  также

продукция основного видоспецифического антигена F1 [213] под контролем

pFra.  Разработаны  и  широко  используются  серологические  реакции  с

видоспецифическими  антигенными  и  антительными  диагностикумами  на

капсульный  F1  антиген  Y. pestis. Для  тестирования  F1  используются

поликлональные  и  моноклональные  антительные  диагностические

препараты [18, 49, 162, 180]. Плазмида  pFra отвечает также за продукцию

«мышиного» токсина  c функцией фосфолипазы  D [257, 317].  Этот токсин

способствует быстрой гибели организмов некоторых природных носителей

возбудителя чумы [221] и помогает выживанию его в блохах-переносчиках

[265]. Его детерминанта тоже диагностическая. 

Гены на плазмиде pCad в значительной степени определяют высокую

вирулентность [242, 296, 297, 326]. В их числе гены, ответственные за Са2+-

зависимость  размножения  бактерий,  за  синтез  V-антигена  (lcrV)  и
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эффекторных  белков  внешней  мембраны  (Yop),  которые  разрушают

иммуноактивные клетки макроорганизма и подавляют фагоцитоз [233, 311,

318].  Важно  наличие  видоспецифического  по  структуре  V-антигена.

Плазмида pPst, также используется при диагностике, обеспечивает чумному

микробу  синтез  пестицина  1 (Pst), белка  иммунности  к  пестицину  и

активатора плазминогена (Pla) [92, 93, 103, 146, 147, 216, 315]. Суммарно эти

критерии перечислены в практических руководствах [111].

1.1.3. Дополнительне тесты дифференциации иерсиний по 

фенотипическим признакам

В  качестве  дополнительных  тестов  при  исследованиях  и

дифференциации  типичных  штаммов  двух  обсуждаемых  иерсиний  могут

использоваться  иммунологические  тесты  на  основе  авторских

флюоресцирующих антител к различным антигенам [18, 48, 116],  наборов

авторских моноклональных антител к специфическому для Y. pestis антигену

F1, ЛПС [189, 190] и к мажорному белку антигена FV [18, 22, 87]. Показана

возможность  дифференциации по соматическому антигену  [64].  Отмечена

перспективность испытания диагностикумов на основе мембранных белков

[203] антигенного комплекса  FV и антител к нему [23] при идентификации

штаммов Fra– штаммов Y. pestis.

Основываясь  на  зависимости  патогенных  свойств  у  бактерий  псев-

дотуберкулёза и чумы, которые зависят от различий в структуре липида А,

вполне возможно, что исследование этого липида может оказаться полезным

при решении проблемы дифференциации этих  иерсиний [333]. Предложен

также дифференциальный метод, основанный на различном отношении этих

микробов к макрофагам, который поможет различать вирулентные штаммы

[28]. Сообщается, что при 37 оС у типичных штаммов  Y. pestis subsp. pestis

нарушается синтез изолейцина и валина, а у  Y. pseudotuberculosis этого не

происходит [9].
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Установлено,  что чумной микроб в процессе  эволюции приобрел для

белкового  обмена  реакции  переаминирования  [137]  и  в  отличие  от

псевдотуберкулезного – лишен γ-глутаматтрансаминазы [57, 217]. Показано,

что  изоцитратлиазная  активность,  как  правило,  отсутствует  у

псевдотуберкулезного  микроба,  но  характерна  для  штаммов  Y. pestis

subsp. pestis [42]. Есть исключения у обеих иерсиний, а потому данный тест

оценивается  как  дополнительный.  Желательна  широкая  апробация  на

атипичных штаммах теста, определяющего функциональность детерминант

оксидаз  β-фенилаланина  и  L-триптофана  [38].  Обнаружено отсутствие  N-

ацетил-β-D-глюкозамидазной активности у возбудителя чумы и наличие её у

контрольных штаммов возбудителя псевдотуберкулеза [131]. 

Установлена  активность  галактокиназы  для  псевдотуберкулезного

микроба  и  её  отсутствие  у  исследованных  штаммов  Y. pestis [16].

Опубликована  работа  о  росте  бактерий  псевдотуберкулёза  на  дрожжевой

среде с  гуанозином в виде колоний с чёрными вкраплениями, а бактерии

чумы к этому не способны [197].  Исследованы различия ферментативной

активности  у  классических  вариантов  возбудителей  чумы  и

псевдотуберкулёза по отношению к нетрадиционным для дифференциации

субстратам. Так, микроб чумы не превращает экзогенный аденин в гуанин

НК, а псевдотуберкулезный - осуществляет это в реакции дезаминирования

аденина [121]. Предложен изотопный метод – дифференцировать  Y. pestis и

Y. pseudotuberculosis по  усвоению  альдегидов  [95]. Решить  вопрос  о

возможности и целесообразности использования всех различий в качестве

тестов межвидовой дифференциации – дело будущего. Потребность в этом

может возникнуть, если принятые в практике тесты будут признаны как не

обеспечивающие  надёжной  идентификации  появляющихся  атипичных,

изменённых форм иерсиний.

1.1.4.  Молекулярно-биологические  методы  дифференциации

иерсиний чумы и псевдотуберкулёза. Полимеразная цепная реакция
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В настоящее  время эффективными признаны приёмы, основанные на

анализе  генной  и  геномной  структуры  бактерий.  Первичное  выявление

микроба чумы этими методами доступно микробиологам. Более детальная

характеристика  геномов  возбудителей  чумы  и  псевдотуберкулёза  требует

специальной квалификации [210].

Молекулярно-биологические  тесты  позволяют  избежать  ошибок  при

оценке  видовой  принадлежности  по  фенотипу  микробов.  Среди

особенностей  генной  структуры  есть  специфические  для  вида,  подвида,

групп и отдельных штаммов. Знание их обеспечивает возможность быстро

опознавать  видовую  принадлежность  возбудителей  и  повысить  качество

эпиднадзора за чумой с учётом всех вариаций фенотипа возбудителя. Вопрос

о  связи  фенотипических  особенностей  со  структурой  генома  описан

подробно [222, 287].

В геноме  бактерий,  кроме генов с  конкретной функцией,  могут быть

проанализированы  последовательности  нуклеотидов  иного  типа.  Анализ

осуществляется  с  помощью полимеразной  цепной  реакции  (ПЦР,  PCR)  с

одним  или  многими  праймерами,  которые  комплементарны  исследуемым

фрагментам  ДНК.  Эти  праймеры  можно  разделить  на  типы:

(1) видоспецифические,  (2) специфически  реагирующие  только  с  ДНК

определённых групп внутри вида или (3) с ДНК отдельных оригинальных

штаммов.  Определение  вариабельного  числа  повторов  (VNTR)  требует

программной  и  статистической  обработки.  Для  установления  наличия  и

интактности определённого гена нужен набор праймеров на разные участки

гена, а результат может быть оценен визуально по наличию или отсутствию

ампликонов  определённого  размера.  Однако  при  маркерных  точковых

мутациях  (замена,  делеции,  вставки  н.о.)  требуется  секвенирование

ампликонов [71, 106].

ПЦР  позволяет  осуществлять  поиски  и  предварительную

идентификацию возбудителей  непосредственно в первичном материале  до

31



выделения культуры бактерий. Объектами исследования могут быть органы

животных, насекомые-переносчики, кровь, моча, почва, вода, испражнения и

др. Метод сокращает время предварительного анализа и позволяет получить

положительный  ответ  в  день  обработки  материала  во  всех  образцах,  за

исключением содержащих 101-102 м.к. и менее. ПЦР является сигнальным

тестом,  определяющим  целенаправленный  бактериологический  поиск

возбудителя.

На  первом  этапе  обследования  инфекционных  и  природных  очагов

исследуется  большое  количество  проб.  При  этом  существует  дефицит

времени и необходимость экономного расходования препаратов.  В связи с

чем  молекулярно-биологические  исследования  можно  разделить  на  два

этапа: (1) предварительный скрининг штаммов, максимально охватывающий

все существующие фено- и генотипы вида возбудителя, а затем (2) детальное

выявление  общих  и  индивидуальных  особенностей  геномной  структуры

штаммов с целью их внутривидовой и индивидуальной маркировки. Однако

детальному изучению генома должна предшествовать точная, лаконичная, не

вызывающая сомнений, идентификация видовой принадлежности штамма с

помощью  ПЦР  и  праймеров,  полностью  гарантирующих  правильность

ответа.

На  наш  взгляд,  эти  два  этапа  целесообразнее  распределить  между

специалистами практических и научных учреждений. В этом случае, задачей

практических  учреждений  будет  широкомасштабный  скрининг  всех

штаммов вида  Y. pestis, в том числе и атипичных. Это позволит на первом

этапе  выполнить  бóльший  объём  работы  с  минимальными  затратами.  И

только  позитивные  выборки  штаммов  передавать  для  детального

исследования  их  геномов  сложными современными методами.  На  первом

этапе  тесты  должны  быть  не  сложными  в  исполнении,  малочисленны,  а

ответы  на  них  гарантированно  точны,  чтобы  не  пропустить  ни  одного

штамма Y. pestis. Эти подходы необходимы в случае экстренной детекции и

быстрой  идентификации  вида  Y. pestis по  принципу  «да»  -  «нет»,  при
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обследовании  природных  очагов,  в  научных  исследованиях  имеющихся

коллекций и в рамках черезвычайных ситуаций [342].

Для постановки ПЦР описаны разные праймеры, в различной степени

апробированные  на  практике,  в  том  числе  и  при  поиске  бактерий  с

изменённым фенотипом, и даже находящихся в «некультивируемой» форме

[68]. Большинство из них проверено только на малых выборках штаммов и

требует более широкой апробации. Есть много вариантов ПЦР с праймерами

на  плазмидные  и  хромосомные  гены  Y. pestis.  Помехой  для  плазмидных

праймеров является спонтанная сегрегация тестируемых плазмид. Поэтому

бόльшего  внимания  для  видовой  идентификации  заслуживают

консервативные  и  высокоспецифичные  фрагменты  ДНК,  стабильно

сохраняющиеся в составе геномов всех штаммов вида [288].

В задачи  ПЦР-анализа  входит не  только видовая  идентификация или

межвидовая  дифференциация.  Эта  методология  с  использованием  данных

секвенса геномной ДНК позволяет исследовать наличие и структуру генов,

проверять  степень  их  интактности  и  штаммовую  или  групповую

вариабельность,  контролировать  перемещение  генов  между  различными

бактериями, использовать данные полно секвенса, как типовые, стандартные

[71, 160, 235].

В  этой  связи  в  качестве  мишеней  привлекают  внимание  известные

дефекты видоспецифических фрагментов ДНК Y. pestis, которые возникли за

счёт внедрения IS-элементов [20, 132] при формировании «молчащих» генов

[102, 227]. Так, специфическими для Y. pestis дефектными «псевдогенами»

стали хромосомные гены  Y. pseudotubercolosis (rfa и  rfb), контролирующие

синтез S-липополисахарида (ЛПС). Их дефектность определяет характерный

R-фенотип, иногда встречающийся и у псевдотуберкулёзного микроба [198].

Дефект  O-ag–кластера,  позволил  предложить  разные  дифференцирующие

праймеры на wzz и wbyJ гены Y. pseudotuberculosis и Y. pestis [219].

Обнаруженная  в  ure-опероне  Y. pestis [348]  вставка  дополнительного

нуклеотида (G) в ген ureD прекратила синтез уреазы. Эта вставка – маркер
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штамма и один из возможных ориентиров при межвидовой дифференциации

[320],  помимо  ферментативного  теста  [12].  Ген  napA есть  у  Y. pestis и

Y. pseudotuberculosis.  Однако у каждого вида могут обнаруживаться в нём

замены  н.о.,  которые  формируют  stop-кодон  или  снижают  активность

соответствующего  белка  [350].  Этот  факт  использован  при  составлении

набора праймеров на гены  glpD,  araC,  napА для внутривидовой градации

Y. pestis [105].  Типичная  для  Y. pestis subsp. рestis неспособность

ферментировать  рамнозу,  по  мнению  некоторых  авторов,  обусловлена

заменой  н.о.  в  одной  позиции  у  гена rhaS [104]. Амплификация  в  ПЦР

соответствующих  фрагментов  этих  генов  поможет  дифференцировать

типичные штаммы  Y. pestis subsp. pestis от  возбудителя  псевдотуберкулёза

после секвенирования ампликонов и программного анализа данных. 

Значительная часть  вариантов ПЦР-диагностики иерсиний основана на

выявлении  генов  вирулентности,  имеющих  плазмидную  (virF,  yadA,

yopN/lcrE, yopT) и/или хромосомную локализацию (ail,  inv,  yst) [1, 37, 248].

Но они идентифицируют патогенные штаммы и не охватывают разнообразия

всех составляющих вида.

Присутствие  у  большинства  штаммов  Y. pestis плазмид pFra и  pPst

позволяет  использовать  для  идентификации  видов  иерсиний  ПЦР  с

праймерами на сaf1-оперон, гены ymt (синтез фосфолипазы D, «мышиного»

токсина),  pst и  pla. Имеющаяся  в  третьей  плазмиде,  pCad, у  Y. pestis

«маркирующая» точковая  мутация  в  гене  адгезина  YopA с  последующим

сдвигом  рамки  считывания,  отсутствует  у  Y. pseudotuberculosis.  С  учётом

этого предложены варианты ПЦР с родоспецифическими праймерами (Yers1

и  Yers2,  518  п.о.)  [327].  Также  используется  факт  отсутствия  у  Y. pestis

особой  вариабельной  нуклеотидной  последовательности  в  гене  lcrV,

обнаруженой  у  некоторых  штаммов  Y. pseudotuberculosis [293].  Однако  в

случае бесплазмидных или дефектных по отдельным плазмидам штаммов

перечисленные  выше  тесты  не  эффективны.  Кроме  того,  выявление

некоторых дефектов требует секвенса ампликонов.
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Полноценный  ген  inv имеется  у  вирулентных  штаммов  возбудителя

псевдотуберкулёза  [305],  а  у  Y. pestis он дефектный. Ген  inv «выключен»

вставкой  элемента  IS1541 [136,  324].  Праймеры  на  основе  разных

фрагментов хромосомного гена  inv (Inv1 и Inv2, 295 п.н.;  YP-3 и  YP-4, 440

н.п.) рекомендованы для уточнения видов иерсиний [111, 205, 295, 337].

Рекомендована к широкой апробации мультилокусная ПЦР с набором

праймеров на (1) wzz ген синтеза ЛПС, общий для двух видов иерсиний, (2)

специфический  для  Y. pestis ген  YPO2088  (предполагаемая

метилтрансфераза) и (3) плазмидный pla ген [288].

Описаны родоспецифические праймеры на recA ген, выявляющие ДНК

Y. pseudotuberculosis и  Y. pestis, но не  Y. enterocolitica [35]. На основе генов

16S и 23S рибосомальных РНК [62, 260] и генов неспецифических поринов

(ОmpF- подобных белков) разработана мультиплексная ПЦР для поэтапной

идентификации  трёх  основных  патогенных  видов  Yersinia.  Однако

нуклеотидная последовательность гена OmpF белка у иерсиний имеет как

консервативные,  так  и  вариабельные  участки,  которые  отражают

внутривидовую  неоднородность  и  могут  снижать  точность  видовой

идентификации по числу и размерам ампликонов [85, 171].

Для  дифференциации  штаммов  Y. pestis, принадлежащих  к  биовару

«antiqua»,  и  их  генотипирования  по  IS элементам  и  структуре  гена,

кодирующего  глицерол-3-фосфат-дегидрогеназу  (glpD),  эффективно

использовали праймеры группы «vlm».  Они оказались специфичными для

взятых в опыт штаммов  Y. pestis,  но не реагировали с ДНК контрольного

штамма  Y. pseudotuberculosis [294].  Недавно  предложена  ещё  одна  пара

праймеров  для  внутриродовой  градации  Yersinia на  основе  генов

ферментативной активности [50].

Идентификация типичных штаммов Y. pestis в ПЦР может быть иногда

осуществлена не только на основе плазмидных caf1, lcr и pla генов, но также

и хромосомного  hms локуса  [26,  83,  175].  Однако данный приём требует

получения нескольких ампликонов, гомологичных разным фрагментам  hms
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локуса  и  последующего  их  секвенирования.  Помехой  могут  быть  также

индивидуальные  штаммовые  мутационные  изменения  в  нём.  Предложена

видовая детекция, ориентированная на вирулентность бактерий  Y. pestis,  и

дифференциация от  Y. pseudotuberculosis с помощью набора праймеров на

гены с разной локализацией: хромосомные – «3а» (фрагмент профага), гены

irp2 (остров высокой патогенности)  и плазмидный  lcrV ген  pCad [101].  В

дополнение к этому набору рекомендованы праймеры TAN1-TAN2 (ген hutG

–  YPO1967).  Ген  N-формилглютамат-амидогидролазы  имеет  структурные

отличия  у  Y. pestis CO92,  Microtus и  других  иерсиний,  поэтому

дифференциацию  типичных  штаммов  иерсиний  можно  проводить  по

размерам  ампликонов  [25].  При  таком  тестировании  невыявленными

остаются  штаммы  с  дефектами  по  вирулентности.  Было  предложено

проводить  межвидовую  и  внутривидовую  дифференциацию  типичных

штаммов всех подвидов бактерий Y. pestis и псевдотуберкулёзного микроба с

помощью  мультилокусной  ПЦР  с  учётом  делеций  в  генах: terC -  синтез

белка резистентности к теллурию- ∆89 п.н. (subsp. pestis - ампликон-300 п.н.,

у  остальных  интактный  ампликон  -  389  п.н.); ilvN –  ген

ацетолактатсинтетазы  ∆45  п.н.  (subsp. pestis -  ампликон-515  п.н.,  у

остальных  интактный  ампликон  -  560  п.н.)  [140].  Дополнением  к  этим

праймерам  может  быть  ПЦР-анализ  генов  glpD (глицерол-3-фосфат-

дегидрогеназа)  inv (адгезин-инвазин) и fglJ (флагеллин), а также некоторых

межгенных  пространств. Метод  очень  трудоёмкий,  времязатратный.  Нет

сведений  о  проверке  его  на  модели  атипичных  вариантов  иерсиний,  а

выполнение метода трудно реализуемо в условиях проведения первичного

скрининга штаммов иерсиний при обследовании очагов. Хотя он может быть

эффективен  при  индивидуальной  характеристике  штаммов  после

ориентировочной идентификации. 

Совмещение  задач межвидовой  и  внутривидовой  дифференциации,  а

также  необходимость  маркировки  выделенных  штаммов  обусловливают

проведение  многопраймерного  VNTR-анализа  [71,  308].  Он  позволяет  (1)

36



отнести исследуемые штаммы к разным видам, (2) предположить исходный

природный очаг, (3) с учётом общности и различий в генотипе построить

филогенетическое  дерево  и  (4)  определить  возможное  географическое

происхождение.  Межвидовые  фенотипичесие  отличия  являются

ориентировочными, их желательно подтвердить другими тестами [127, 176,

245].

Способ  мультиспейсерного  секвенстипирования  штаммов  на  модели

VNTR областей  межгенных  пространств  и  вычитающий рестрикционный

фингерпринт  имеют  свои  преимущества.  Однако  они  дороги,  трудоёмки,

требует  больших  затрат  времени,  более  высокой  квалификации

исполнителей и значительного технического оснащения. 

Для  выявления  и  типирования  вариаций  в  структуре  геномов

используют также универсальные праймеры, например, тандемные повторы

фага  М13.  Тест  оценен  как  дополнительный  [160].  Апробирован  метод

мультилокусного  энзимотипирования.  Дифференциацию  видов  он  не

гарантирует,  но  может  быть  полезным  для  маркировки  штаммов  при

эпиданализе [33, 71], в том числе на предмет антибиотикоустойчивости [70].

В  нашей  лаборатории  при  идентификации  коллекции  природных

штаммов  Y. pestis разных подвидов и типовых  Y. pseudotuberculosis разных

сероваров (МЖК РостНИПЧИ) оказалась высокоэффективной монолокусная

ПЦР [184] с «хромосомными» праймерами «vlm12/IS216» [294] и «JS» [314],

соответственно.  Причём  праймеры  «vlm12/IS216»,  в  отличие  от

регламентированных  «3а»  [111]  реагировали  с  ДНК  всех  природных

штаммов  Y. pestis из коллекции. Недавно в китайском природном очаге от

монгольских песчанок так же были выделены атипичные штаммы Y. pestis,

которые,  подобно  обнаруженным нами,  не  идентифицировались  в  ПЦР с

помощью  «хромосомных»  праймеров  «3а»  [346],  что  подтверждает

актуальность  начатых  нами  поисков  более  надежных  «хромосомных»

праймеров  для  идентификации  вида  Y. pestis.  Продолжение  этих

исследований представлено в данной диссертации.
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Подводя  итог  разделу,  можно  заключить,  что  при  детекции  и

межвидовой  дифференциации  двух  близкородственных  иерсиний

используют  праймеры,  комплементарные  фрагментам  хромосомных  и

плазмидных  генов.  Исследование  ориентировано  на  типичные  штаммы

иерсиний с учётом их этиологической роли в инфекции, поэтому не всегда

учитывается  возможность  появления  природных  дефектов  в  исследуемых

генах.  Аттенуированные  и  изменённые  по  некоторым  диагностическим

признакам варианты бактерий,  по-прежнему составляющие вид  Y. pestis в

биологическом  и  таксономическом  отношении  и  отражающие  механизмы

выживания  чумного  микроба  в  очагах,  могут  остаться  за  пределами

исследований. В равной степени это относится к штаммам бесплазмидным, с

Рgm– и  Fra– фенотипом. Это  намного  снижает  эффективность  поиска

чумного  микроба  в  природных  очагах,  влияет  на  оценку  ареалов  его

распространения,  длительности  сохранения  в  природе  и  характера

биологической активности вида Y. pestis. Широкое активное внедрение ПЦР-

анализа  может  мешать  ориентировка  на  использование  мультилокусной,

многопраймерной  ПЦР,  требующей  заключительного  секвенирования

ампликонов,  программной  обработки  результатов,  значительного

инструментального и материального оснащения и высокой специализации

исполнителей.

Изложенное  выше  определяет  необходимость  разработки  типа  ПЦР-

анализа,  обладающего  наименьшей  сложностью  и  с  доступными,  но  в

высокой  степени  надёжными  праймерами.  Это  позволит  серийно

исследовать объёмные выборки проб и с высокой гарантией обнаруживать

при  первичном  скрининге  представителей  вида  Y. pestis,  независимо  от

степени отклонения их фенотипа от типичного и отрицательных результатов

бактериологического  и  биологического  исследования.  Тем  более  что  при

детекции  и  межвидовой  дифференциации  двух  склонных к  изменчивости

близкородственных  иерсиний  более  надёжными  оказываются  результаты

ПЦР-анализа хромосомной ДНК.

38



1.2. Факторы, осложняющие детекцию и идентификацию Y. pestis и 

Y. pseudotuberculosis

1.2.1.Смешанные культуры бактерий Y. pestis и Y. рseudotuberculosis

В  природных  очагах  чумы  её  возбудитель  может  циркулировать

одновременно с псевдотуберкулезным и другими микробами [14, 193]. Если

две  культуры  находятся  в  одном  организме  грызуна,  возможно  заражение

через  блох  [122]  и  выделение  смешанной  культуры.  При  пересевах  на

питательных средах (при низкой температуре культивирования) превалируют

бактерии псевдотуберкулеза, вытесняя в значительной степени микроб чумы.

А в организме биопроб чумной микроб доминирует над псевдотуберкулезным.

Но, как правило, полной элиминации одного или другого вида не происходит.

Сохранение  возбудителей  чумы и псевдотуберкулёза  в  блохах  обеспечивало

смешанную инфекцию грызунов обеими иерсиниями [17]. Известно, что сурки

и  другие  грызуны  из  числа  основных  носителей  Y. pestis болеют

псевдотуберкулезом.  Его  возбудителя  выделяли  из  их  организма  при

обследовании природных очагов чумы в Монголии [196] и в горах Средней

Азии [188, 119]. Бактерии чумы и псевдотуберкулёза при нахождении в почве

могут захватываться свободноживущими амёбами и в них размножаться. Тогда

амёбы и их цисты способны быть переносчиками этих инфекций. Внутри их

можно обнаружить до 5 микробных клеток. Зарегистрирована гибель амёб с

выходом активных бактерий во внешнюю среду. Этот феномен поддерживает

оба вида в очаге и циркуляцию смешанных культур в природе или в организме

теплокровных [134]. Поскольку бактерии чумы и псевдотуберкулёза способны

обитать  в  виде  смешанных  культур  в  организме  одного  носителя  [17],  а

псевдотуберкулёз, протекая в хронической форме [75], вызывать иммунитет к

чуме за счёт ряда общих антигенов [282], в сумме это снижает остроту чумной
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инфекции и переводит её также в более затяжную форму и возникновению

иммунной прослойки носителей.

На  различных  стадиях  эпизоотии  и  в  межэпизоотический  период

появляются  атипичные  штаммы  Y. pestis,  по  фенотипу  не  отличимые  от

Y. pseudotuberculosis [207].  Их  очень  важно,  но  трудно  точно

идентифицировать,  если  они  циркулируют  в  одном  очаге.  Такая

необходимость  возникает  также  при  поиске  бактерий  псевдотуберкулёза  у

грызунов, в обьектах окружающей среды и пищевых продуктах [166]. Ареалы

этих  близкородственных  иерсиний  могут  перекрываться,  как  например,  на

Кавказе, во Вьетнаме, Сибири и Средней Азии [133, 153, 188]. Известно, что

от одних и тех же грызунов могут выделяться оба микроорганизма [59, 88,

153, 194, 196]. Из большого числа разных штаммов, выделенных от грызунов

в прикаспийских и кавказских очагах, были отобраны 8 штаммов, имеющих

сходство с чумным микробом, 3 из них отнесены к О:3, а 5 к О:5 сероварам

возбудителя  псевдотуберкулёза  [66].  Мешает  диагностике  также

неоднородность  популяций  иерсиний,  особенно  характерная  для  штаммов,

склонных к диссоциации. Требуется предварительное клонирование исходной

культуры и последующее изучение большого числа клонов [130].

Приёмы идентифиации смешанных культур двух иерсиний недостаточно

разработаны.  Хотя  проблема  является  чрезвычайно  важной.  Именно в  этих

исследованиях  возможны  ошибочные  суждения,  особенно  когда  в  состав

смешанных культур входят атипичные бактерии. Для выдачи заключения об их

видовой принадлежности требуется повышенная ответственность. Необходима

отработка методов, дающих полностью гарантированный результат, который

подтверждает  (1)  наличие  смешанной культуры и видовую принадлежность

составляющих  его  иерсиний,  а  затем  (2)  позволяет  разделить  их  и  точно

идентифицировать.

1.2.2. Основные формы изменчивости Y. pestis. Атипичные штаммы
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С  отклонениями  от  классических  форм  у  бактерий  возбудителя  чумы

специалисты начали сталкиваться при поиске его в природных очагах среди

носителей,  переносчиков,  на  объектах  внешней  среды,  при  исследовании

свойств  бактерий  в  музейных  коллекциях  и  в  экспериментальных

исследованиях.  Особое  внимание  привлекают  вариации  фено-  и  генотипа,

которые затрудняют идентификацию возбудителя и диагностику чумы, а также

дифференциацию с возбудителем псевдотуберкулёза [41, 54, 76]. Обнаружение

этих  двух  иерсиний  в  формах,  неотличимых  по  фенотипическим  тестам,

возможно  и  в  настоящее  время.  Это  вызвало  даже в  определенный период

исследований  (при  отсутствии  надёжных  тестов  дифференциации)

предположение  об  очень  быстротечном  «в  ходе  одного  лабораторного

исследования»  превращении  Y. pestis в  Y. pseudotuberculosis и  наоборот.

Достижения  последних  десятилетий  позволяют  исключить  такую

возможность,  но  удивительное  фенотипическое  сходство  атипичных  форм

иерсиний  обусловливает  у  некоторых  исследователей  старой  школы

сохранение  сомнений  в  отношении  категоричности  такого  отрицания  [65].

Поэтому проблема совершенствования диагностики с использованием новых

методологических подходов остаётся актуальной.

Параллельно с поисками дифференцирующих признаков специалисты

находили и формы с отклонениями по этим признакам. Так, кроме типичных

R-колоний  уже  известны  штаммы  Y. pestis,  формирующие  OR,  OS и  S

формы,  а  у  Y. pseudotuberculosis –  R и  OR колонии.  Это  затрудняет

первичный  отбор  культур,  так  как  колонии  в  R-форме,  похожие  на

возбудителя  чумы  обычно  выделяются  от  крыс,  больных

псевдотуберкулёзом.  А  эти  грызуны  являются  основным  носителем

океанического  биовара  Y. pestis.  Поэтому  точная  идентификация  в  этом

случае  приобретает  особую  актуальность.  Фаговую  диагностику  широко

используют  в  поисках  микроба  чумы  [316].  Так,  колонии  с  нетипичной

формой  не  редко  состоят  из бактерий,  устойчивых  к  диагностическим

бактериофагам.  Однако давно  известны не только случаи  устойчивости  к
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диагностическим фагам, но и факт недостаточной специфичности чумного и

псевдотуберкулёзного бактериофагов Покровской, Д’Эрелля и Таля [8, 40],

поэтому чувствительность  или устойчивость  к  ним не  всегда  могут быть

использованы в качестве гарантированного критерия для дифференциации.

Более  надёжный  в  этом  плане  фаг  Л-413С  не  активен  по  отношению  к

бактериям псевдотуберкулёза. Но он, также как фаг «Н» [135] не лизирует и

некоторые атипичные бактерии Y. pestis c «неустойчивой» формой колоний,

приближающейся к типу «S», вызывая ошибки диагностики [44, 112, 116]. В

связи  с  фагоустойчивостью  вариантов  Y. pestis необходимо  учитывать

нарушение  фаговых  рецепторов,  связанных  с  изменением  ЛПС  бактерий

[273, 244] и тенденцию к их плейотропной изменчивости по ряду признаков,

важных для дифференциации с возбудителем псевдотуберкулёза. Среди них

(1)  изменение  формы  бактерий  и  колоний,  (2)  появление

рамнозопозитивности, (3) склонность к утрате видоспецифических плазмид,

(4)  слабый  рост  на  питательных  средах  и  высокая  чувствительность  к

генцианвиолету, который  тормозит рост  вторичной флоры,  (5)  утрата  или

существенное  ослабление  способности  синтезировать  антиген  F1,  (6)

снижение  антифагоцитарной  активности,  (7)  уменьшение  на  несколько

порядков  степени  вирулентности  для  лабораторных  животных  и  (8)

регистрация гибели биопроб при отсутствии роста возбудителя в посевах.

Однако  доказана  способность  некоторых  фагоустойчивых  штаммов

реверсировать к фагочувствительному полноценному фенотипу, как in vitro,

in vivo,  так и после пребывания в макрофагах [44]. Без учёта всего этого

может  быть  неправильной  видовая  идентификация  двух  иерсиний,  что

может грозить неприятными последствиями.

Cпособность  ферментировать  рамнозу  (Rha+)  и  мелибиозу  (Mel+),

ранее  причислялась  к  типичным  признакам  Y. pseudotuberculosis,  но  не

Y. pestis. Позже выяснилось, что среди штаммов основного подвида Y. pestis

обнаружены  отдельные  атипичные  Rha+  и  Mel+  штаммы  и  клоны.  Они

обычно  обладают  пониженной  вирулентностью  [57,  82,  161,  238].
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Способность Rha+ штаммов Y. pestis subsp. pestis реверсировать к исходному

вирулентному  классическому  Rha– фенотипу  исследована  явно

недостаточно,  чтобы  делать  выводы  об  их  безопасности.

Рамнозопозитивность так же характерна для «полёвочьих» штаммов [118],

как  для  бактерий  псевдотуберкулёза.  Эти  «полёвочьи»  штаммы

эпидемически  не  опасны,  а  некоторые  даже не  вирулентны для  людей,  в

отличие от основного подвида Y. pestis subsp. pestis [7, 37, 91, 102, 125, 141,

182, 240, 243, 349].

Ure– фенотип  чумного  микроба  в  настоящее  время  точно  также  не

абсолютный  показатель.  Иногда  штаммы  основного  подвида  могут

формировать  клоны,  продуцирующие  уреазу.  В  природных  очагах  чумы

обнаруживаются Ure+ варианты Y. pestis subsp. pestis, особенно в отсутствии

острых эпизоотий [58, 116, 144, 187, 291].

При специфической для  Y. pestis ауксотрофности показана селекция её

прототрофных клонов в лабораторных условиях и выделение прототрофных

вариантов  в  природных  очагах  [89,  124].  Это  снижает  практическую

значимость дифференциальных голодных сред [125].

Плазмидный  состав  также  не  может  быть  использован  с  гарантией

правильной  дифференциации  основного  подвида  Y. pestis и

псевдотуберкулёзного  микроба.  Среди  штаммов  обоих  видов

микроорганизмов  встречаются  с  одной  плазмидой  или  полностью

бесплазмидные [81]. А в природе могут быть обнаружены штаммы других

микробов,  имеющие  плазмиды  по  числу,  размеру  и  функции

соответствующие чумным [99].

Давно  известны  штаммы  Y. pestis (фенотип  Fra-,  Fra±),  у  которых

отсутствует  или  снижена  в  значительной  мере  продукция  основного

диагностического  антигена  F1,  основа  которого  -  белок  Caf1.  Это

существенно затрудняет их идентификацию, особенно при наличии других

вариаций видоспецифического Caf-фенотипа [61, 191]. Штаммы могут быть

(1)  авирулентные,  (2)  со  сниженной  избирательной  вирулентностью  и
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хроническим  течением  инфекции,  а  также  (3)  высоковирулентные.

Существование  последних  предположительно  объясняется  интактностью

локализованных  на  этой  плазмиде  других  детерминант  вирулентности,

соседних с caf-опероном [338].

С нашей точки зрения, Fra– штаммы представляют собой опасную форму

чумного микроба:

-  потому  что  могут  вызывать  заболевание  у  людей  и,  к  тому  же,  с

атипичной клинической картиной;

-  во  многих  случаях  могут  реверсировать  в  полноценную  форму

возбудителя, особенно, если ранее были в L-форме или некультивируемой;

- способны преодолевать специфический противочумный иммунитет;

- в различной степени вирулентны для разных природных носителей и

влияют на ход эпизоотий;

- могут долго и скрыто сохраняться в природе, являясь источниками ДНК

в пробах.

Методика  выделения  типичных  форм  чумного  микроба  из  биопроб,

получение культур и их идентификация стандартны и известны. 

Чтобы выявить  Fra–  бактерии,  нужно очень  хорошо знать  особенности

патогенеза,  представлять,  как  они  проявляют  себя  в  организме  разных

носителей. А так как они обычно вызвают атипичную форму чумы у морских

свинок и изменённую у белых мышей, то нужно знать, как и откуда «извлечь»

возбудителя,  а  не  сказать,  что  Y. pestis нет.  Мыши  и  свинки  недостаточно

эффективная модель для скрининга «бесфракционных» вариантов возбудителя

чумы через  биопробы в силу увеличения у них длительности  заболевания,

различной  индивидуальной  чувствительности  животных  и  отсутствия

гарантий выделения культуры возбудителя даже от павших, в поздние сроки

после заражения. Поэтому эти биомодели могут быть информативными при

анализе особенностей механизма патогенности  Fra– форм чумного микроба.

Нужна более эффективная модель, которая помогла бы выявить эти формы во

всех случаях с выделением культуры возбудителя и в более краткие сроки.
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Нарушение  продукции  F1  антигена  может  иметь  место  при  утрате

плазмиды  pFra, при интеграции её с хромосомой и в случае повреждений

генов  caf-оперона:  регуляторного  (cafR),  вспомогательных  (caf1M,  caf1A)

или структурного (caf1) (Рисунок 1).

Рисунок 1 - Схема расположения генов caf-оперона на плазмиде pFra

Y. pestis [302]. caf1R – регуляторный ген; caf1M – ген –шаперона; caf1A

– ген – ашера; caf1 – структурный ген субъединицы Caf-белка

Методами молекулярной биологии с  использованием  клонирования  и

кассетных  вставок  исследовались  функции  каждого  гена  и  их  роль  в

экспрессии  патогенности  [86,  285].  Штаммы  с  дефектами  caf1 обладают

высокой степенью аутоаггрегации, менее эффективно вызывают бубонную

чуму, а при обсеменении организма преимущественно «оседают» в печени и

селезёнке  [321].  Сообщается  об  участии  ашера  (cafA ген)  в  адгезии  к

макроклеткам  и  макрофагам  [263].  Доказан  высокий  аффинитет  ашера  к

человеческим интерлейкинам (IL) 1α и 1β. Белок  Caf1 является маркером.

Он соединён липидной связью с ашером, который его переносит [272]. Сам

Caf1 не влияет на вирулентность [4, 5]. Ашер может замещать Caf1 (ложная

субъединица) или самостоятельно связываться с IL, препятствуя иммунному

ответу и активации МФ [343,  345].  Функции вспомогательного cafM гена

описаны  [230].  Нарушение  гена  и  утрата  шаперона  CafM может

сопровождаться снижением вирулентности [338]. 

Однако  естественные  механизмы  повреждения  caf-оперона  у

природных  Fra–,±  штаммов  и  условия  их  реверсии  к  Fra+ фенотипу  не

исследованы. 
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Описанные «бесфракционные» штаммы возбудителя чумы возникают в

организме  иммунных  животных,  в  заражённых  блохах  и  клещах.  Так

известно,  что  в  природном  Средне-Азиатском  очаге  при  исследовании

клещей  (где  возбудитель  чумы  может  сохраняться  от  3  до  5  лет)  при

отрицательных  результатах  бактериологического,  иммунологического

анализа и ПЦР-теста на caf1 ген положительного результата поиска достигли

с помощью ПЦР на другие интактные гены плазмид и хромосомы [172].В

этих же условиях могут формироваться фильтрующиеся формы и L-формы

Y. pestis [108] и даже штаммы с изменённым отношением к фагам. У всех

этих  форм  микроба,  кстати,  во  многих  случаях  реверсибельных,  могут

встречаться  сходные  вариации  Fra-фенотипа.  Сложность  их  диагностики

также в том, что они нуждаются в особых подходах при культивировании,

точно так же, как известные «некультивируемые» формы [11, 53, 116, 123,

157,  246,  329,  342]. При  исследовании  L-форм на  различных  стадиях  их

формирования  в  разных  экологических  условиях  обнаружены следующие

признаки:  (1)  потребность  L-форм  в  особых  средах  выращивания;  (2)

отсутствие «кружевной» каймы у колоний; (3) искажённая форма бактерий

(шары,  агломераты,  нити);  (4)  снижение  продукции  Pla-протеазы  и  F1

антигена;
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Таблица  1  – Основные дифференциальные  признаки  Y. pestis и  Y. pseudotuberculosis,  указанные  в  различных инструктивных  документах
(суммированые данные всего обзора литературы диссертации)

№
пп Дифференциальный признак

Варианты иерсиний с признаками
Типичный

основной подвид
Y. pestis

Атипичные штамммы
основного подвида

Y. pestis

Атипичные штаммы
вида

Y. pseudotuberculosis

Типичный вид 
Y. pseudotuberculosis 

1. R- колонии есть есть/нет есть/нет нет
2 S, RS,OS-колонии нет есть/нет есть/нет есть
3 «прозрачный» рост в бульоне есть есть/нет есть/нет нет
4 «мутный» рост в бульоне нет есть/нет есть/нет есть
5. Лизис фагом Покровской есть есть/нет нет/есть нет
6. Лизис фагом Лариной «Л-413» есть есть/нет нет/есть нет
7. Лизис псевдотуберкулёзным фагом есть есть/нет есть/нет есть
8. Ферментация рамнозы и мелибиозы нет есть/нет есть/нет есть
9. Гидролиз мочевины нет есть/нет есть/нет есть
10. Подвижность (18оС) нет нет есть/нет есть
11. Антиген F1 есть нет/есть Нет нет
12 Антиген FV есть есть нет/есть нет
13 Ауксотрофность есть есть/нет нет/есть нет
14 3 видоспецифические плазмиды Y. pestis есть есть/нет Нет нет

15. Продукция пестицина 1 есть есть/нет Нет нет
16 Продукция Pla-протеазы есть есть/нет Нет нет
17 Продукция «мышиного» токсина есть есть/нет Нет нет
18. Высокая  вирулентность,  характерная  для

возбудителя чумы
есть (характерная) есть (характерная)/нет Нет нет

19. Хронические проявления инфекции нет есть Есть есть



(5)  изменение  чувствительности  к  фагам;  (6)  отсутствие  характерной

ферментативной  активности,  иногда  экспрессия  нетипичной  для  Y. pestis

лактозо-  и  сахарозопозитивности;  (7)  гибель  заражённых  животных  с

проявлением только токсинемии при невыявлении культуры; (8) склонность к

утрате  плазмиды  pCad [11,  63,  80,  109,  113,  116].  До достижения конечных

стадий развития  L-формы могут реверсировать и дать рост как полноценным

клонам  Y. pestis, так  и  атипичным  вариантам,  которые  трудно  отличить  от

Y. pseudotuberculosis. 

Описано  много  случаев,  когда  видовая  принадлежность  штаммов

иерсиний определялась с большим трудом или даже ошибочно. Так, штаммы

Y. pseudotuberculosis на Аляске от грызунов были зарегистрированы ВОЗ как

Y. pestis.  Долгие споры вызывали «иолотанские» штаммы из Туркмении,  по

фенотипу относимые то к псевдотуберкулёзному микробу, то к Y. pseudopestis

turkmenica,  то к  атипичной Y. pestis [2,  39,  125,  149,  150].  Причиной таких

разногласий  была  неоднородность  популяций  и  неполноценность

используемых в то время тестов. Затруднения в идентификации нестабильных

атипичных штаммов иерсиний были на Кавказе [74]. В такой ситуации вполне

допустимо  предположение  о  встрече  со  смешанными  культурами  двух

иерсиний. По этой причине изучение атипичных штаммов Y. pestis и их чёткая

дифференциация  от  Y. pseudotuberculosis важны  (1)  при  обнаружении

патогенетически  высоко  активного  возбудителя,  (2)  при  получении

доказательств  наличия  чумного  микроба  с  изменённым  фенотипом  в

неактивном природном очаге и (3) при выявлении очагов, где циркулируют оба

вида иерсиний.

Широкое  распространение  атипичных штаммов иерсиний в  природных

очагах в разные периоды эпизоотий требует решения вопросов, связанных со

способностью  вызывать  инфекционный  процесс,  как  в  типичных,  так  и  в

изменённых формах. Последние крайне осложняют клиническую диагностику,

особенно при затяжных и не резко выраженных формах чумы.
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При изменении фенотипа бактерий чумы со снижением патогенности до

критического  уровня,  важно  своевременно  обнаружить  такие  формы

возбудителя и выяснить способность возврата их в исходный дикий фенотип.

Решение  этой  проблемы  требует  объёмных  скрининговых  исследований.

Крайне  затруднительно  выполнять  их  без  легко  доступных  для  любых

лабораторий  и  минимально  трудоёмких  надёжных  приёмов  идентификации

возбудителя  чумы,  который  находится  в  любой  известной  и  даже

малодоступной для идентификации форме изменчивости. Это требует много

материальных и высокопрофессиональных трудозатрат. 

1.2.3. «Плазмидные» рекомбинанты Y. pseudotuberculosis

При  длительном  сосуществовании  двух  иерсиний  в  одном

макроорганизме,  в  эктопаразитах-переносчиках  или  на  объектах  внешней

среды  возможен  обмен  плазмидами  и  формирование  клонов

Y. pseudotuberculosis c pFra Y. pestis, важной для детекции и дифференциации

иерсиний  [97].  В  эксперименте  такая  передача  маркированной  pFra была

показана не только между иерсиниями [78, 79, 148], но и другим видам сем.

Enterobacteriaceae [97, 98, 100, 114, 115]. Клонированные caf гены [27, 325] в

векторной  плазмиде  у  рекомбинантных  клонов  гетерологичных  штаммов,

обеспечивали продукцию полноценного антигена F1. Причём рекомбинантный

F1 индуцировал образование антител. При появлении рекомбинантных клонов

в  природе,  их  сохранение  во  многом  зависит  от  уровня  патогенетической

активности, стабильности плазмид и степени выживаемости бактерий в среде

обитания  исходных  штаммов.  Известно,  что  гетерогенные  плазмиды  могут

влиять  на  свойства  псевдотуберкулёзного  реципиента.  Так,  присутствие

векторной  плазмиды  с  caf-опероном  снижает  воспроизводимость

псевдотуберкулёзных  трансформантов  при  37 оС  и  их  устойчивость  к

стрессовым факторам  in vitro,  хотя параллельно усиливает колонизирующую

способность  при  инфицировании  биопроб  [27,  36].  Предлагается  получить
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живую  противочумную  вакцину  из  плазмидного  Fra+  рекомбинанта

Y. pseudotuberculosis,  способного  длительное  время  находиться  в

макроорганизме  биопроб  без  патологии  [236].  Как  поведут  себя  у  людей

рекомбинанты,  и  как  распространятся  в  мире  -  не  известно.  Нужен

безошибочный  идентификационный  тест  для  слежения  за  ними.  Проблема

«плазмидных»  рекомбинантов  Y. pseudotuberculosis интересна  не  только  в

плане  ошибок  диагностики  и  контроля  над  ними.  Она  важна  в  связи  с

проблемами  экологии  возбудителей,  при  выяснении  путей  эволюционной

изменчивости  микробов  и  при  решении  проблем  эпизоотологии.  Этапы

эволюционной  перестройки  возбудителя  псевдотуберкулёза  серовара  О:1b в

вид  Y. pеstis в  основном  подтверждены.  Хотя  отдельные  исследователи

придерживаются иного мнения, не представляя убедительных доводов [172]. А

потому  разработка  методов,  (1)  облегчающих  широкомасштабный  скрининг

атипичных штаммов двух видов иерсиний, (2) упрощающий дифференциацию

двух  видов  и  их  рекомбинантов  и  (3)  демонстрирующих  их  близость,

представляется нам актуальной.

В  итоге  обзора  литературы,  можно  заключить,  что  основное  внимание

исследователей  возбудителя  чумы  в  обсуждаемом  аспекте  направлено  на

типичные  высоковирулентные  эпидемически  опасные  штаммы,  их

диагностическую характеристику и обусловленную эволюцией внутривидовую

таксономическую позицию. Однако сохранение возбудителя чумы в природе

связано  с  его  приспособительной  изменчивостью,  которая  может  быть

многоплановой  и  определять  различные  фенотипы,  уклоняющиеся  от

диагностики  или  затрудняющие  её,  да  к  тому  же  недостаточно  изученные.

Потенциал  изменчивости  фенотипических  признаков  варьирует  в  довольно

значительной степени, но ни один из признаков не может считаться абсолютно

обязательным для вида Y. pestis полностью надежным и видоспецифичным и в

достаточной  степени  изученным.  Известная  информативность  молекулярно-

биологических  методов  диагностики  обеспечивает  высокую  эффективность

анализов.  Однако  отдельные  фрагменты  генома  также  могут  подвергаться
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перестройкам. Поэтому его анализ, эффективный у типичных штаммов, может

давать  ошибочный  ответ  при  вариациях  структуры  ДНК  хромосомы  и

нарушениях или утрате ДНК плазмид у атипичных вариантов. Молекулярно-

биологические  методы  дают  надежные  ответы  в  тех  случаях,  когда  при

тестировании  исследователи  ориентируются  на  консервативные

видоспецифические  нуклеиновые  последовательности  ДНК,  сохраняющие

интактную  структуру  вне  зависимости  от  изменения  других  свойств.

Исследования  в  этом  направлении  актуальны  и  могут  быть  очень

продуктивными и  полезными при  наблюдении  за  возбудителем  чумы и  его

изучении.
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СОБСТВЕННЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Глава 2. ОБЪЕКТЫ, МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

2.1. Бактериальные штаммы

Объектами  исследования  явились  352  музейных  штаммов  из  разных

очагов, принадлежащие к видам Y. pestis и Y. pseudotuberculosis, отобранные по

принципу случайности  и  155 клоновых культур некоторых штаммов.  Среди

них  природные  штаммы, клонированные  варианты  некоторых  из  них  и

экспериментальные штаммы, сконструированные in vitro. На различных этапах

исследований  объектами  были  штаммы,  разные  в  соответствии  с  типом их

изменчивости.  Их  характеристика  дана  в  начале  каждого  раздела.  Полный

перечень  штаммов  и  обнаруженные  отклонения  фенотипа  даны  в  на  25

страницах «Приложении» к диссертации (Таблицы 1, 2, 3).

2.2. Среды культивирования

Основными питательными средами были плотный и мягкий агар и бульон

Хоттингера,  агар  и  бульон  LB (Luria-Bertrani,  USA).  Ферментативную

активность определяли, используя известные жидкие среды: Гисса с сахарами

и Маслена с мочевиной. Плотные дифференциальные среды содержали сахара

в  стандартной  концентрации  и  комплексный  индикатор  {смесь:  100мл

индикатора  Андреде  (Россия)  и  0,4г.  бромтимолового  синего  (Fluka)}.

Экспрессию  пигментсорбции  и  кальцийзависимости  проверяли  на  среде

Хоттингера, содержащей 0,01 % красителя «Congo-red» [332] и дефицитной по

ионам Ca2+ среде Хигучи-Смита, соответственно. Другие стандартные особые

среды упомянуты в соответствующих разделах.

2.3. Методы изучения фенотипических культуральных свойств
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Культуральные, морфологические и биохимические свойства определяли,

как принято [186]. Все манипуляции с посевами выполняли так, как описано в

инструктивных документах [128].

Чувствительность  к  диагностическим  бактериофагам  чумным

(Покровской, Л-413 «С», Н4), псевдотуберкулёзному Д’Эрелля, коли-фагу  Mu

cts62  [155]  проверяли  методом  «пятна».  Ограничение  бактериями  фагов

выявляли по двуслойному методу Грациа.

Продукцию специфического для Y. pestis пестицина 1 определяли методом

отсроченного антагонизма [247], используя в качестве индикатора штамм №377

Y. pestis subsp.  microtus,  var. caucasica. Активность  Рla-протеазы проверяли с

помощью плазмы (Difco) согласно [111].

Питательные потребности определяли на глюкозо-минеральной среде М9

Ледерберга  модифицированной  для  выращивания  чумного  микроба  и

обогащённой аминокислотами в различном наборе [177].

2.4. Выявление плазмид

Скрининг плазмид проводили, как описано [271].

2.5. Иммунологические тесты

Продукцию  специфического  чумного  F1-антигена  выявляли  в  РПГА и

РАО, используя,  соответственно,  коммерческий антительный диагностикум и

F1-специфический  диагностикум  чумной  иммуноглобулиновый  полимерный

сухой для РАО (сконструирован в РостНИПЧИ).

Манипуляции  со  всеми  диагностикумами  выполняли  согласно

прилагаемым  инструкциям.  Поиски  антигена  F1  проводили  у  культур,

выращенных при 37оС в течение 2 сут.
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С  целью  идентификации  штаммов,  отрицательно  реагирующих  с

антительными  диагностикумами  к  F1-антигену,  бактерии  штаммов,

выращенные  при  28 оС,  тестировали  на  продукцию  видоспецифического

антигенного комплекса «фракция V» чумного микроба (FV) [21]. Его синтез не

связан  с  плазмидами.  Для  этого  в  РКоА  использовали  экспериментальный

диагностикум,  позитивно  реагирующий  с  бактериями  Y. pestis,  лишёнными

плазмидных  детерминант.  Диагностикум  получен  Н.В.  Божко  с  соавторами

(РостНИПЧИ)  по  разработанной  ими  методике  [22,  96].  Антительный

диагностикум на мембранные белки возбудителя псевдотуберкулёза серовара

O:1b для  реакции  агглютинации  был  сконструирован  Лысовой  Л.К.

(РостНИПЧИ) на основе специфических IgG-глобулинов.

НИМФ  с  МКА,  полученными  в  лаборатории  гибридом  РостНИПЧИ  и

специфичными для антигенов F1, выполняли согласно авторским инструкциям

[18]. Мазки готовили из взвесей бактерий 2-х суточных культур, выращенных

при 28 о и 37 оС. Концентрация взвесей достигала (по стандарту мутности) - 105

м.к./мл или 109  м.к./мл для  анализа  популяции «бесфракционных» штаммов

Y. pestis. На тщательно обезжиренное предметное стекло наносили две капли

взвесей, распределяя их по центру мазка диаметром 1-1,5 см. После высыхания

при  комнатной  температуре  мазок  фиксировали  30-60  мин  в  96о этиловом

спирте,  высушивая  после  этого  без  обжигания.  Разведенные  в  PBS 1:10

препараты  МКА  наносили  на  фиксированный  мазок  в  объёме  1-2  капель  и

помещали его, во избежание высыхания, во влажную камеру при 37 оС на 30

мин для связывания МКА и бактерий. После чего мазок опускали два раза в

PBS (3-4 сек) и на 2 сек в дистиллированную воду. Высушивали 20-30 мин при

комнатной  температуре  и  наносили  1-2  капли  ФИТЦ  против  мышиных

глобулинов  (разведение  1:8  –  1:10  в  PBS).  Через  30  мин  нахождения  во

влажной камере при 37 оС мазок снова промывали дважды в PBS по 3-5 сек и 2

сек  в  дистиллированной  воде.  На  высушенный  в  течение  20-30  мин  при

комнатной температуре мазок  наносили нелюминесцирующее иммерсионное
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масло  или  диметилфталат  и  просматривали  в  люминесцентном  микроскопе

при увеличении в 1000 раз (иммерсионный объектив 100х; окуляр 10х).

Результаты яркости свечения  оценивали,  как принято,  по 4-х крестовой

системе. Сверкающая или яркая флюоресценция оболочки микробной клетки с

тёмным телом оценивалась, соответственно, на 4+ и 3+. Согласно инструкциям

она считается положительной диагностической. Иногда наблюдаемое слабое и

очень  слабое  свечение  на  2+  и  1+  не  оценивали  как  «положительный

результат»,  а  считали  сомнительным.  Полное  отсутствие  свечения

регистрировали как «отрицательный».

2.6.  Определение  биологической  активности  штаммов  на  модели

животных и макрофагов

Вирулентность  и  иммуногенность  определяли  на  модели  беспородных

белых мышей (Mus albus officinarum) 25-30 г (самки) и морских свинок (Cavia

porcellus) 180±20 г (самки) или монгольских песчанок (Meriones unguiculatus)

150±20  г.  (самки).  Их  содержали  на  стандартном  рационе  вивария  и  в

соответствии с требованиями Федерального закона от 01.01.1997 г. «О защите

животных от жестокого обращения» и предписаниями Женевской конвенции

«International Guiding Pinciples for Biomedica Research Involving Animals»

(Geneva,  1990).  Учёт  результатов  вели  по  числу  выживших  и  павших.

Выживших забивали, усыпляя хлороформом. Всех вскрывали, исследуя органы

на наличие бактерий исследуемых штаммов.

Вирулентность штаммов  Y. pestis c пониженной продукцией  F1 или при

полном  её  отсутствии  проверяли  на  морских  свинках,  белых  мышах  и

монгольских песчанках. Белых мышей заражали подкожно выращенными при

28 оС бактериями «бесфракционных» штаммов Y. pestis в дозах 103 и 106 м.к., а

морских  свинок  –  103 и  108 м.к.  (по  стандарту  мутности).  Длительность

наблюдения была 30 сут. Выживших животных забивали и вскрывали так же,
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как  павших,  регистрируя животных,  от  которых  удалось  получить  культуру

чумного микроба, и визуально фиксируя изменения во внутренних органах.

Летальный  эффект  рекомбинантных  штаммов  Y. pseudotuberculosis c

плазмидами  чумного  микроба  проверяли  на  белых  мышах  при

внутрибрюшинном  введении  бактерий  исследуемых  штаммов  в  дозах,

указанных в таблице, а у морских свинок – при подкожном введении. Культуры

бактерий выращивали при 28 оС.  Наблюдали  за  животными 14 сут. Павших

животных вскрывали. Материал из ткани селезёнок исследовали посевами на

агар Хоттингера, в иммунологическом тесте и ПЦР. Посевы выращивали 5 сут

при 28 оС под наблюдением.

Протективность  рекомбинантов  Y. pseudotuberculosis c плазмидами

чумного  микроба  выявляли  на  модели  выживших  после  введения

рекомбинантов  животных,  перезаражая  их подкожно 200  DCL вирулентного

штамма  Y. pestis 231  (2000  м.к.  по  стандарту  мутности).  Штаммы  для

первичного инфицирования выращивали 18 ч при 28 оС на агаре Хоттингера. 

Антимакрофагальную активность  оценивали  по  индексу  завершённости

фагоцитоза  (ИЗФ)  через  6  ч  контакта  бактерий  с  перитонеальными

макрофагами (МФ) белых мышей и морских свинок по известной методике при

нагрузке 50 м.к. на МФ [151].

У  забитых  инфицированных  мышей  забирали  фрагмент  селезёнки.

Половину фрагмента суспендировали в 0,5 мл физиологического раствора,  и

взвесь  клеток  отбирали  для  иммунологического  и  ПЦР-анализа.  Другой

фрагмент использовали для посева. Ещё один фрагмент селезёнки сохраняли в

чашке Петри при +4оС  до получения результатов ПЦР и первичного посева.

Посевы отпечатков селезёнок или их эмульсий выращивали при 28 оС 1-5 сут.

Детекцию  антигена  F1  во  взвеси  ткани  селезёнок  животных,

инфицированных «бесфракционными» штаммами Y. pestis и рекомбинантными

штаммами  Y. pseudotuberculosis проводили  с  помощью  РАО и  антительного

диагностикума (РостНИПЧИ) по инструкции, а также анализировали ДНК с

помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР).
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2.7. Варианты ПЦР с бактериальными культурами и материалом от

животных

ДНК  исследовали  с  помощью  классической  ПЦР.  Перечень

использованных праймеров приведен в Таблице 2. Среди использованных была

одна  пара  специфических  праймеров  (IS1–IS2),  ранее  предложенная  для

выявления как Y. pestis, так и Y. pseudotuberculosis О1b серовара. Эти праймеры

направляют  синтез  последовательности  в  составе  IS100  элемента

протяжённостью  1200  п.н.,  который  содержится  в  геноме  обеих  иерсиний

[143]. Из «хромосомных» праймеров на первом этапе мы использовали пару

праймеров  «3а»,  предложенных  зарубежными  авторами  [313]  (позже

введённую  в  набор  «ГенПест»),  а  также  пару  праймеров  «vlm12/IS216»  из

группы «vlm/IS», превосходящую по эффективности, согласно нашим данным,

праймеры  «3а»  и  сравнительно  недавно  описанную  в  составе  набора,

позволившего  типировать  по  биоварам  группу  штаммов  Y. pestis [294].

Выбранную  нами  пару  праймеров  (сокр.  «vlm12/IS216»),  позволивших  их

автору  в  ПЦР  отличить  штаммы  чумного  микроба  биовара  antiqua от

возбудителя  псевдотуберкулёза,  принадлежащего  к  тому  же  биовару,

дополнили парой праймеров  «JSfor/JSrev» (сокр. «JS») [314].  По заключению

автора  праймеры  группы  «JS»  взаимодействовали  с  ДНК  исследованной

группы штаммов Y. pseudotuberculosis, но не реагировали с ДНК контрольного

штамма Y. pestis.  Обе пары обеспечивают синтез ампликонов,  специфичных,

соответственно, для Y. pestis –390 п.н. и для Y. pseudotuberculosis – 223 п.н.

При работе со смешанными культурами иерсиний ПЦР классического типа

выполняли, используя в пробе смесь двух эксперементальных пар праймеров:

одна  пара  видоспецифическая  для  Y. pestis -  «vlm12/IS216»,  другая  -

реагирующая только с ДНК Y. pseudotuberculosis – «JS» [313]. При постановке

классической  ПЦР  в работе  использован  термостат,  программируемый  для

проведения  ПЦР-анализа,  четырёхканальный  ТП4-ПЦР-01-  «Терцик»  (ЗАО
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НПФ ДНК-технология, Россия). К реакционной смеси {Tris НCl, pH 8,6 0,05M;

KCl 0,05M; MgCl 2 2,5 mM; 0,1 % Tween 20; праймеры 1, 2 (Литех, Москва) по

0,1 μM; dNTP’s 200µM (Fermentas, Литва);  Taq-полимераза (Fermentas, Литва)

0,5  U}  в  объеме  20  μl добавляли  исследуемую  ДНК  -5  мкл  и  проводили

исследование. В контрольную пробирку вносили все основные ингредиенты,

специфические праймеры на ДНК фага Т7 по 0,1 μM, ДНК фага Т7 1 μg и

исследуемую пробу – 5 мкл. Температурный режим проведения ПЦР со всеми

использованными праймерами был следующим: 94 оС – 2 мин, затем 30 циклов

(94 оС -30 сек, 65 оС – 30 сек, 72 оС – 60 сек) и в конце – 72 оС, 3 мин. Реакцию

учитывали в 2 % агарозном геле (Bio Rad,  USA) после электрофоретического

разделения  амплифицированной  ДНК,  окрашенной  EtBr.  Результаты  ПЦР

относительно  каждой  пары  праймеров  оценивали  как  положительные  при

наличии соответствующих ампликонов указанного выше размера. ПЦР считали

отрицательной  при  отсутствии  ампликонов  или  при  наличии  ампликонов  с

нехарактерными размерами. В контрольной пробе с праймерами Т7 реакцию

считали успешной, если происходила амплификация фрагмента ДНК длиной

1000 пар нуклеотидов.

ПЦР для  детекции плазмиды  pFra на  первом этапе  выполняли с  парой

праймеров «F1»  Neubauer, направляющих синтез ампликонов размером около

290 п.н., по методике, рекомендованной авторами [298].

Условия  постановки  полимеразной  цепной  реакции  во  всех  случаях

соответствовали предложенными авторами.

Наличие «бесфракционных» бактерий возбудителя чумы и рекомбинантов

возбудителя псевдотуберкулёза в органах биопроб и видовую принадлежность

инфицирующих  бактерий  в  большинстве  случаев  контролировали  также  с

помощью ПЦР, используя апробированные нами в начале этой работы пары

праймеров «vlm12/IS216» и «контрольных», утвержденных в инструкции «3а»,

направляющих синтез  ампликонов,  соответственно,  390  и  276  п.н.,  а  также

специфичную для  Y. pseudotuberculosis пару праймеров «JS», индуцирующую

синтез ампликонов размером 223 п.н. Видоспецифичность эксперементальных
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праймеров  «vlm12/IS216»  и  «JS»  для  каждой  из  иерсиний,  высокая

эффективность  и  надёжность  были  нами  доказаны  здесь  и  в  других

разработках.

С  целью  поиска  поврежденных  генных  локусов  сaf-оперона  у  Fra-

штаммов  использовали   эксперементальные  праймеры  для  ПЦР-детекции

генов  саf1,  cafR, саfM и  cafA,  которые были сконструированы в ходе наших

исследований на основе известных данных секвенса caf-оперона (Таблица 2).

ПЦР  выполняли  в  классическом  варианте.  Протяженность  направляемых

праймерами ампликонов была, соответственно, 267, 192, 311 и 250 п.н. Реакция

проходила в  V=25 мкл реакционной смеси, содержащей 60 мМ трис  HCl, рН

8,5, 25 мМ  MgCl2, по 200мкМ каждого  dNTP, 0,1 % Тритон Х-100;100мМ 2-

меркаптоэтанола,  1  ед  Taq-полимеразы  и  по  5  ρмолей  каждого  праймера.

Температура  отжига  указана  в  Таблице  2.  Реакцию  проводили  в

программируемом  термостате  «Терцик».  Условия  амплифиации  включали

стадии  денатурации,  отжига  и  элонгации.  Продукты  амплификации

анализировали  с  помощью электрофореза  в  2 % агарозном геле.  В  качестве

отрицательного  контроля  использовали  5  мкл  дистиллированной  воды;

положительного – ДНК штамма Y. pestis EV76 с плазмидой pFra.

Из  взвеси  клеток  селезёнки,  предположительно  содержащих  бактерии

исследуемых  штаммов,  или  из  не  идентифицированной  бактериальной

культуры,  снятой  с  поверхности  питательного  агара,  выделяли  ДНК  и

обеззараживали  её,  как  принято  [129]  и  исследовали  в  ПЦР.  Условия

постановки  ПЦР  соответствовали  описанным  выше.  При  необходимости

статистической  обработки  результатов  пользовались  соответствующими

руководствами [10, 24].
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2.8. Методы выделения и изучения антигенного комплекса FV

Метод выделения антигена   FV 

По аналогии с методом выделения F1 антигена [214, 215] к 100 мл взвеси

нативных бактерий  Y. pestis 556/106  Otten,  в  физиологическом растворе (рН

7,2)  (1010 м.к./мл  по  оптическому  стандарту)  добавляли  ДОХ  в  конечной

концентрации  0,005 %. Шуттелировали  при  комнатной  температуре  3  ч  и

центрифугировали  10.000 об/мин при 4-8оС в течение  30 мин.  Супернатант

сливали, оставляя для дальнейшей проработки осадок. Обработку повторяли 4

раза  при  наращивании  концентрации  ДОХ:  0,02 %,  0,08 %,  0,32 %,  1,28 %.

Надосадочная  жидкость  после  5-го  фракционирования  –  это  раствор,

содержащий «V фракцию».

Для осаждения  V фракции к 100 мл супернатанта добавляли 5 объёмов

(500мл) охлажденного до –20 оС ацетона и оставляли смесь в рефрижераторе

на 18-20 ч для формирования осадка. Затем смесь центрифугировали 30 мин

при  4 оС  и  10.000  об/мин  и  удаляли  надосадочную  жидкость.  Осадок  –

(фракция V) – растворяли в 50 мл физиологического раствора и диализовали

против дистиллированной воды 7 сут. Раствор «фракции V» разливали по 1 мл

в пробирки Eppendorf и замораживали при –20 оС для последующего изучения

свойств.  При  длительном  хранении  антигена  целесообразна  лиофильная

сушка.

Исследование иммунологической активности.

Антигенную  активность  FV определяли  в  реакции  диффузионной

преципитации (РДП) по методу [299] с различными разведениями кроличьей

анти-FV-сыворотки  с  титром  1:160,  а  в  качестве  антигена  использовали

препарат  FV-антигена  и  взвеси  бактерий,  как  штамма  продуцента,  так  и

использованных ранее при получении МКА  Fra– бесплазмидного атипичного

штамма  Y. pestis Yawa и  вакцинного  Fra+ EV76  Контрольными  были
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«антигенные»  лунки  с  препаратом  FV и  бактериями  псевдотуберкулёзного

штамма Y. pseudotuberculois 1986.

Иммуноблоттинг  выполняли,  как  описано  [255],  с  полученными  ранее

поликлональными мышиными антителами, специфичными к лизату бактерий-

продуцента Y. pestis 556/106 и к препарату FV-антигена. В отдельных опытах

антителами служили специфичные к комоненту антигена  FV мышиные МК-

IgM (Е6/Н8). Для переноса белков с форезного геля использовали мембраны

(Amersham Hybond-P), которые обрабатывали по инструкции производителя.

Перенос  вели  в  режиме  постоянного  тока  150  мА  в  течение  1 часа  с

использованием блоттера для полусухого переноса на платформе Multiphor-II

(GE Healthcare Life Sciences,  EC) в буферном растворе (рН 8,3), содержащем

25mМ Трис, 192 mМ глицина, 20 % этанола и 0,1 % ДСН. Блокировку мембран

проводили в растворе 1 % БСА в 10mМ фосфатно-солевом буфере с Твином-20

(ФСБТ) в течение 18 ч при 6 оС. После этого мембрану помещали в раствор

(1:2000) МКА Е6/Н8 и инкубировали в течение 2 ч при 37 оС на термокачалке

со  скоростью  вращения  60  об/мин  и  промывали  ФСБТ. Для  визуализации

полос инкубировали при тех же условиях с раствором (1:4000) антимышиных

антител, конъюгированных с пероксидазой хрена. Промытые ФСБТ мембраны

погружали на 3-4 мин в раствор субстрата, 3,3-диаминобензидина-Н2О2-NiCl2.

Развитие цветной реакции останавливали, промывая деионизированной водой.

В  случаях  использования  кроличьих  антител  для  визуализации  применяли

антикроличьи иммуноглобулины, меченные аналогично.

Изучение структуры   FV   антиген.

В  последующих  опытах  по  изучению  антигена  FV применяли

двухмерный гельэлектрофорез,  иммуноблоттинг  с  МКА и изоэлектрическое

фокусирование в соответствии с известными рекомендациями [139, 209, 220,

286,  325].  Приготовление  растворов  и  гелей  описано  ниже.  В  завершение

проводили масс-спектрометрический анализ.

Приготовление 12.5     % разделяющего геля. 
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В химический стакан ёмкостью 100 мл, наливали 20 мл 30 % раствора

акриламида/бисакриламида, 12,5 мл 1,5М буферного раствора трис-НС1, рН

8,8;  16,75  мл  деионизированной  воды  и  0.5  мл  10 %  раствора  ДСН,

перемешивали и дегазировали под вакуумом. Затем добавляли 250 мкл 10 %

раствора персульфата аммония, 25 мкл  TEMED, перемешивали и заливали в

полость  между  стёклами  электрофоретической  ячейки,  наслаивали  0,15  мл

насыщенного водой н-бутанола. Полимеризация геля продолжалась в течение

30-40 мин при температуре 18-20 оС и сопровождалась нагревом и появлением

границы  между  гелем  и  водой.  В  течение  указанного  времени  гель  не

перемещали.

Приготовление 3,5     % концентрирующего геля.

По окончании полимеризации готовили поверхность разделяющего геля

для  заливки  концентрирующего  геля.  Для  этого  водно-бутаноловый  слой

удаляли,  промывали  водой  и  подсушивали  фильтровальной  бумагой.  В

химический  стакан,  объёмом  50  мл  наливали  1,3  мл  30 %  растворов

акриламида/бисакриламида; 2,5 мл 0,5 М буферного раствора трис-НС1, рН

6,8;  6,1  мл  деионизированной  воды  и  0,1  мл  раствора  ДСН.  Смесь

перемешивали,  дегазировали  и  затем  добавляли  50  мкл  10 %  раствора

персульфата аммония и 10 мкл  TEMED, перемешивали и сразу же заливали

полученный раствор концентрирующего геля непосредственно на поверхность

разделяющего геля. В раствор концентрирующего геля вводили гребёнку, не

допуская  при  этом  захвата  воздушных  пузырьков.  Полимеризация  геля

происходила  в  течение  30-40  мин  при  температуре  18–20 оС.  После

завершения  полимеризации  гребёнку  удаляли  и  промывали  образовавшиеся

луни электродным буферным раствором.

Приготовление градиентного разделяющего геля.

«Лёгкий»  компонент  геля,  объёмом  35  мл  готовили,  смешивая15,4  мл

воды,10,5  мл  30 %  раствора  акриламида/бисакриламида;  8,75  мл  1,5М

буферноо раствора трис-НС1, рН 8,8,  и 0,35 мл 10 % раствора ДСН. Перед

дегазацией  добавляли  80  мкл  10 %  раствора  персульфата  аммония.  В
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«тяжёлом» компоненте,  объёмом 35 мл, содержалось 18,7 мл 30 % раствора

акриламида/бисакриламида,  деионизированной  воды  3,75  мл;  50  мкл  10 %

раствора персульфата аммония и дополнительно – 3,5 мл глицерина. Раствор

дегазировали  под  вакуумом,  добавляли  по  15  мкл  TEMED и  заливали  в

формирователь  градиента  «Bio-Rad,  модель  485»,  выход  которого,

соединённый  с  перистальтическим  насосом,  направлял  формирующийся

градиентный  гель  в  заливочный  модуль.  Модуль  содержал  2  пары  стёкол

(0,15×16×18 см).  Скорость  потока  составляла  15  мл/мин.  Заливку

останавливали по истечению раствора. Затем на гели наслаивали по 300 мкл

насыщенного  водой  н-бутанола  и  оставляли  на  2,5 часа  для  завершения

полимеризации линейного градиента (8-16 %) акриламида.

Условия электрофореза.

Антигеннные  образцы  смешивали  в  соотношении  1:1  с  буферным

раствором,  чтобы  приготовить  образцы  для  проведения  электрофореза  в

редуцирующих условиях, кипятили в течение 5 мин, охлаждали и наносили в

лунки (N=18)  концентрирующего  геля  под слой  однократного электродного

буфера.  Разделение  проводили  в  мини-гелях  (0,1х 10х 10,5)  см  в

электрофорезной  камере  «MiniVE»  (GE Healthcare)  при  комнатной

температуре в режиме постоянного тока с силой 10 мА на один столбик геля

при прохождении фронта  красителя  через  концентрирующий гель  и  20  мА

через разделяющий гель. Напряжение ограничивали пределом, составлявшим

250  V.  Цепь  отключали  при  достижении  нижней  границы  стёкол  фронтом

красителя.

Окраска полиакриламидного геля.  В кювету для окрашивания помещали

25 мл раствора Кумаси ярко-голубого G–250. После чего чистым пластиковым

шпателем  «ровняли»  гель  со  стеклянной  пластины  в  раствор  Кумасси.

Продолжительность  окрашивания  составляла  1 час. После  этого  раствор

сливали и заменяли на обесцвечивающий раствор, его меняли 3 раза и в нём

хранили  отмытый гель.  Окрашивание  и  отмывку проводили  на  качалке,  со
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скоростью вращения 60 об/мин. Раствор Кумасси для окраски использовали

только один раз. Работу проводили в перчатках.

Цифровые  изображения  электрофореграммы. Использовали  устройство

для  гель–документации  (Vilber–Lourmat)  после  удаления  воздушных

пузырьков  между  гелем  и  стеклянной  подложкой,  суммировали  размеры

изображения  и  регулировали  освещённость  геля  диафрагмой.  Цифровое

изображение  геля  записывали  на  съёмный  носитель,  после  чего  файлы

цифровых изображений переносили на персональный компьютер.

Разделение  белков    FV  -антигена  и  идентификация  белка,

специфически реагирующего с МКА (Е6/Н8).

а)  Изоэлектрическое фокусирование в капиллярах в неравновесном

градиенте рН (  NEPHGE  ). 

В  микропробирке,  содержащей  600  мкл  деионизированной  воды,

растворяли 1 г. мочевины, 260 мл 30 % раствора акриламида/бисакриламида,

75 мкл амфолинов (5-8), 40 мкл амфолинов (3-0) и 120 мкл смеси 30 % CHAPS

c 10 % NP-40. Раствор тщательно перемешивали, дегазировали под вакуумом,

вносили 4 мкл 10 % раствора персульфата аммония и 2 мкл  TEMED. После

чего вносили его в капилляры с внутренним диаметром 0,15 см до высоты

12 см.  На  гели  наслаивали  по  20  мкл  деионизированной  воды  и

полимеризовали в течение 2 часов. Затем воду удаляли, вносили исследуемые

образцы в объёме 10–30 мкл. Трубки крепили в камере Protean II xi (Bio-Rad),

заливали электродные буферные растворы (50 мМ  NaOH и 20 мМ  H3PO4) и

включали  ток.  Изоэлектрическое  фокусирование  начинали  в  режиме

нарастания напряжения от 100v до 500v течение 1 часа, 600v – 1 час, 700v –

18 часов и 900v – 0,5 часов.  Гели извлекали из трубок и помещали на 2,5 часа

в  уравновешивающий  буфер,  содержащий  6M мочевину,  30 %  глицерин

(объём/объём),  0,125M трис-HCl (pH 6,8),  2 %  додецилсульфат  натрия

(вес/объём),  15мМ  дитиотрейтола,  0,02 %  бромфенолового  синего.

Уравновешенные  гели  наслаивали  на  градиенный  разделяющий  гель

(линейный  градиент  8-16 %  акриламида).  Фиксировали  их  положение
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расплавленной 1 % агарозой, приготовленной на буфере, содержащем 125 мМ

трис-НС1 рН 6,8 и 0,1 % ДСН и проводили электрофоретическое разделение в

режиме постоянного тока 50 мА на один столбик геля.

Получение проб для двухмерного гельэлектрофореза. Взвеси культур с

чашек  Петри  с  концентрацией  не  менее  109 КОЕ/мл  разливали  по  1  мл,

добавляли  250  мкл  *) %  (вес/объём)  раствора  трихлоруксусной  кислоты,

перемешивали и инкубировали 10 мин при 4 оС. Пробирки центрифугировали

при  14000xg в  течение  5  мин  и  удаляли  надосадочную часть.Осадки

промывали  трёхкратно  1  мл  холодного  ацетона,  содержащего  10 % воды  с

промежуточным центрифугированием суспезий при тех же условиях. Пробы

хранили  в  ацетоновом  растворе  при  –20 оС.  Перед  проведением  этапа

изоэлектрического  фокусирования  ацетон  удаляли,  осадки  растворяли  в

буферном  растворе,  содержащем  8М  мочевину,  2М  тиомочевину  20М

дитиотрейтол,  5 %  (объём/объём)  амфолитов  3-10  (Bio-Rad),  18 %

(объём/объём) смеси, содержащей 30 % CHAPS и 10 % NP-40.

Масс–спектрометрия  выбранных  белков.  Выбранный  по  результатам

иммуноблотта  белок  с  наибольшей  интенсивностью  окраски после

взаимодействия с МКА  E6/H8 и визуализации антимышиными антителами с

пероксидазой  хрена  отделяли,  подвергли  протеолитическому  расщеплению

трипсином с последующей элюцией и масспектрометрическому анализу при

помощи  4700  Proteomics Analyzer (Applied Biosystems).  Результаты

обрабатывали  с  использованием  баз  данных  NCBInr и  программного

обеспечения Mascotsearchingengine v.2.1 (Matrix Science, London, UK).

Все  эксперименты  выполняли,  соблюдая  требования  режима  работы  с

возбудителями I-IV группы патогенности (Y. pestis –Y. psеudotuberculosis I – III)

в  зависимости  от  видовой  принадлежности  и  характеристике  патогенных

свойств  [169].  Атипичные  «спорные»  штаммы,  подозрительные  на

принадлежность к Y. pestis относили к I группе патогенности до окончательной

идентификации  и  получения  полной  диагностической  характеристики

вариантов.
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Таблица 2 – Использованные в работе праймеры

№
п
п

Наименование
пары

праймеров
Нуклеотидная последовательность

ТоС отжига
праймеров

Размер
фрагментов,

п.о.

Ссылка на
автора

1. 3а for -5’TGTAGCCGCTAAGCACTACCATCC-3’
rev -5’GGCAACAGCTCAACACCTTTGG-3’ 65 276

[349]

2. vlm12for/IS216rev for -5’TATCGTCCGCTATTGCCTGT-3’
rev -5’GCTCAGATTTTGCCTGCAAA-3’ 65 390

[293]

3. vlm33rev/IS1754for for -5’GGTGATGCAGCACTGACCTC-3’
rev -5’GAGCTTTTCAGCTTCTTCATCAG-3’ 65 399

[293]

3. JSfor/JSrev for -5’GCAGCTTAGGCTGTCATCG-3’
rev -5’CTATCGCCTGATTGGAGAG-3’ 65 223

[253]

4. F1 for -5’CCCTTTAAGCTTTTGGTTAGATACGGT-3’
rev -5’CCCTTTCCCATGTAGTTAACATTT-3’ 62,5 290

[251]

5. IS1/IS2 for -5’CAAAATCTGAGCCGCCAAAATAT-3’
rev -5’GTCATACTCTTCGAACGTTTT-3’ 50 1200

[143]

6. сaf1(alt) for -5’ACAATTATGGACAATGGAAACATCG-3’
rev -5’AATTGAGCGAACAAAGAAATCCTG-3’ 57 267

Данная
работа

7. cafR(alt) for -5’CCTCAACGCTGTGAAATCCAA-3’
rev -5’GTTACGATGTGGAGGTCATAAAA-3’ 55 192

Данная
работа

8. cafM(alt) for -5’GTCGATATGAAATGATGGGGA-3’
rev -5’CGGCTTTCATTATGATCCTACTC-3’ 53 311

Данная
работа

9. cafA(alt) for -5’TCCAGAGTCTACCTTTCGACCATT-3’
rev -5’GGGAGGGTTGGATCGTTTGTA-3’ 57 250

Данная
работа
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Глава  3.  СРАВНЕНИЕ  ЭФФЕКТИВНОСТИ

РЕГЛАМЕНТИРОВАННЫХ  ТЕСТОВ  ДЛЯ  ДИФФЕРЕНЦИАЦИИ

ШТАММОВ Y. PESTIS И Y. PSEUDOTUBERCULOSIS

В  этой  главе  на  модели  типичных  и  атипичных  штаммов

продемонстрирована  степень  надёжности  официально  рекомендуемых  тестов

идентификации и дифференциации  Y. pestis от  Y. pseudotuberculosis [91, 110] и

апробирован  дополнительно  для  повышения  точности  и  надёжности

дифференциации иммунологический тест коагглютинации бактерий штаммов с

диагностикумом на антиген  FV и ПЦР с парами хромосомных праймеров, из

группы  «vlm»  («vlm12/IS216»,  «vlm33/IS1754»),  видоспецифических  для

Y. pestis, и JS – для Y. рseudotuberculosis.

3.1.  Вариабельность  диагностических  признаков,  затрудняющая

идентификацию штаммов иерсиний, и выбор наиболее надёжных тестов,

определяющих видовую принадлежность

Отбор  атипичных  по  разным признакам  штаммов  проводили,  используя

коллекцию  из  270  штаммов  Y. pestis (subsp. pestis), выделенных  в  разных

природных  не  «полёвочьих»  очагах  (Кавказа  и  Закавказья,  Средней  Азии

Центральной Азии, Алтая, Забайкалья, Поволжья, а также в странах Ближнего и

Дальнего  Зарубежья)  указаны  в  Приложении  (Таблицы  1,  2,  3).  Штаммы,

полученные  из  разных  источников  и  выделеные  от  разных  носителей,

хранились  в  музее  живых  культур  РостНИПЧИ  в  лиофилизированном

состоянии различное время. Кроме того, исследовали также субкультуры этих

штаммов, сохранявшиеся в лаборатории микробиологии чумы и других 



иерсиниозов  РостНИПЧИ  на  агаровых  косяках  в  рефрижераторах,

лиофилизированные  экспериментальные  штаммы  Y. pestis;  60  штаммов

Y. pseudotuberculosis, включая природные штаммы из Северо-Западных районов

и  Дальнего  Востока  России;  а  также  коллекцию  из  20  типовых  штаммов

Y. pseudotuberculosis 16 сероваров [336],  полученную из института им. Макса

фон Петтенкофера (Мюнхен, Германия).

При изучении штаммов учитывали признаки,  отличающие бактерии чумы от

возбудителя псевдотуберкулёза [170]. Перечень и результаты указаны в Таблица

3.

R-колонии у  большинства штаммов,  представляющих вид  Y. pestis, были

типичны  и  безошибочно  распознавались  в  посевах.  Типичные  для

Y. pseudotuberculosis S-колонии  значительно  отличались  от  R-форм  Y. pestis,

способствуя дифференциации этих видов. Однако некоторые штаммы чумного

микроба  росли в виде относительно гладких колоний, а бактерии обоих видов

при диссоциации образовывали формы, промежуточные между R и S, (от 2 до

10 %),  которые  не  могут  быть  надёжным  ориентиром.  К  тому  же,  колонии

Y. pestis при  росте  на  питательных  средах  с  гемолизированной  кровью и  на

агаре  LB (Difco),  в  отличие  от агара  Хоттингера,  иногда  были гладкими,  без

характерных особенностей. 

При  определении  ферментации  рамнозы  у  штаммов  Y. pestis основного

подвида  обнаружено  5 %  нетипичных  Rha+  штаммов,  но  подавляющее

большинство  были  типичными  Rha–.  Однако  среди  штаммов

Y. pseudotuberculosis также  обнаружены  единичные  Rha– варианты.

Аналогичные  данные  получены  и  в  отношении  ферментации  мелибиозы.

Нехарактерная  для  чумного  микроба  способность  ферментировать  мочевину

(Ure+)  обнаружена у 7 исследованных штаммов  Y. pestis (2,5 %).  Напротив,  6

штаммов  Y. pseudotuberculosis (7,5 %), оказались не способны ферментировать

мочевину (Ure–), так же, как чумной микроб.
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Таблица 3 – Доля штаммов с нетипичными для вида признаками

Признаки
Доля штаммов коллекции атипичных

по признаку, % ±*)
Y. pestis Y. pseudotuberculosis

Форма колоний (О,OS) 2±1,4 (ОR, R)→10 ± 6

Фаг Покровской, чувствительность (–) 3,2 ± 1,7 (+) 12 ± 6

Фаг псевдотуберкулёзный, чувствительность (–) 3 ± 1,7 (–) 8 ± 5,5

Ауксотрофность (–) 0,4 **) (+) 9 ± 5,8

Ферментация рамнозы (+) 5 ± 2,5 (–) 6 ± 4,8

Ферментация мочевины (+) 2,5 ± 1,4 (–) 7,5 ± 5,1

Наличие плазмид (–) 3 ± 1,7 (–) 15 ± 7,2

Плазмиды 65-100 МД (–) 6,3 ± 2,7 (+) 20 ± 8

Плазмиды 6-8 МД (–) 4 ± 2,0 (+) 3**)

Плазмиды 30, 16, 4 МД (+) 7 ± 2,6 (+) 10 ± 6

Фаг Л-413 «С», чувствительность (–) 5 ±2,5 (+) 0

Подвижность (+) 0 (–) 6 ± 4,8

F1-антиген (–) 14,3 ± 3,6 (+) 0

FV-антиген (–) 0 (+) 2**)

ПЦР (vlm12/IS216) (–) 0 (+)0

ПЦР (vlm33/IS1754) (–) 0 (+) 0

ПЦР (JS) (+) 0 (–) 0

*) – Предел, которого ошибка не превышает в 19 случаях из 20;

 **) – предел ошибки превышает сам показатель [24].

При идентификации  Y. pestis и дифференциации  от  Y. pseudotuberculosis,

для практического использования рекомендуют фаги – чумной диагностический

(Покровской), псевдотуберкулёзный диагностический, чумной диагностический

Л-413С (Лариной), известные фаги Н и Mu. В наших опытах 9 (3,2 %) штаммов

чумного микроба проявляли устойчивость к фагу Покровской,  а 14 (5 %) -  к

фагам  Л413  «С»,  Mu cts 62  и  Н4,  или  существенно  их  ограничивали.  Пять

69



штаммов  Y. pseudotuberculosis из числа типовых и 4 штамма чумного микроба

были  резистентны  к  псевдотуберкулёзному  фагу. Наличие  фагоустойчивости

снижало степень гарантии правильности оценки вида. 

Ни один из исследованных в этом разделе  работы штаммов  Y. pestis,  ни

типичный,  ни  диссоциирующий  или  изменённый  по  разным  признакам,  в

отличие от Y. pseudotuberculosis, не проявлял подвижности. Однако в коллекции

Y. pseudotuberculosis обнаружено 9 штаммов (10 %), бактерии которых подобно

Y. pestis были  не  способны  активно  передвигаться  в  висячей  капле  и

распространяться в толще агара (Рисунок 2).

Рисунок 2 - Результаты теста на подвижность в мягком агаре при 18оС

1 – Y. pestis EV76. 2 – 4 – Y. pseudotuberculosis 463, H141/84, 322

(атипичные). 5 – Y. pseudotuberculosis 882.

Все  штаммы  Y. pestis subsp. pestis требовали  для  роста  определённых

аминокислот,  типичных  для  этого  микроба  в  каждом  конкретном  очаге.  Но

среди  исследованных  штаммов Y. pseudotuberculosis, как  природных,  так  и

типовых,  обнаружено  7  (9 %)  ауксотрофных,  подобно  Y. pestis.  Эти

ауксотрофные  штаммы  Y. pseudotuberculosis не  росли  на  голодно-кислой  и

беспептонной среде Бессоновой, и этот тест был для них неэффективным. 
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Проверка  способности  продуцировать  пестицин  1  (Pst1)  и  Рla-протеазу

показала  её  отсутствие  не  только  у  всех  штаммов  псевдотуберкулёзного

микроба, но также у 8 штаммов Y. pestis subsp. pestis (3 %).  Последние были в

единичном числе среди штаммов из природных очагов Средней Азии, Вьетнама,

Поволжья,  Монголии.  Подтвердить  их  принадлежность  к  виду  Y. pestis и

отличить их от Y. pseudotuberculosis, которая исходно Pst1– и Рla–, на основании

данного признака было нельзя. 

Выше указано, что продукция  F1-антигена,  Pst1 и Рla определяется двумя

специфическими для возбудителя чумы плазмидами (pFra, 65-100 МД и pPst, 6-8

МД)  в  дополнение  к  третьей  общей  для  иерсиний  плазмиде

кальцийзависимости (pCad, 47 МД). Указанная триада плазмид определённого

размера  была  характерна  для  большинства  исследованных  штаммов чумного

микроба.  Это  подтверждало  их  видовую  принадлежность.  Но,  как  известно,

существуют  штаммы,  утратившие  одну,  две  и  даже  все  три  плазмиды

(бесплазмидные). В нашей коллекции их оказалось 10 %. Для штаммов обоих

видов  иерсиний,  дефектных  по  плазмидному  составу  (Рисунок  3),  скрининг

плазмид  был  малоинформативным  и  при  отрицательных  результатах  не

позволял сделать точные выводы о видовой принадлежности.

Рисунок 3 - Гельэлектрофореграмма  образцов плазмидного профиля

различных штаммов Y. pestis (1-4, 7), Y. pseudotuberculosis (5, 6). 

Окраска EtBr. Электрофорез проводили в 0,75 % агарозном геле
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Помехой были также криптические плазмиды (30 МД, 15 МД, 4 МД и др.),

обнаруженные у отдельных штаммов (Рисунок 4).

A                           B                                  C 

Рисунок 4 - Образцы дополнительных криптических плазмид у различных

штаммов Y. pestis

Типичные плазмиды – 65 МД, 47 МД, 6 МД; A – 30 МД; В – 15 МД; С - 4 МД.

Электрофорез в 0,7 % геле. Окраска EtBr

Среди природных встречались  штаммы  Y. pseudotuberculosis с  мажорной

плазмидой размером около 80 МД, которую на гельэлектрофореграмме можно

было  спутать  с  pFra.  Особенно  при  наличии  у  этих  штаммов  общей  для

иерсиний pCad и выявлении штаммов Y. pestis без минорной плазмиды pPst. На

следующем  этапе  исследований  использовали  иммунодиагностикумы:

антительный диагностикум для РАО, специфичный к капсульному антигену F1,

и авторский КоА-диагностикум, специфичный к антигену чумного микроба FV,

продукция которого не зависит от плазмид. У большинства штаммов  Y. pestis

subsp. pestis содержащих плазмиду pFra,  F1-антиген обнаруживали в титре 104-

105 м.к.  Все  изученные  штаммы  Y. pseudotuberculosis,  как  природные,  так  и

типовые,  не  продуцировали  специфичный для  Y. pestis антиген  F1.  Однако и
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среди штаммов возбудителя чумы (лабораторных и природных от грызунов, их

блох  и  людей)  было  выявлено  22,  а  с  учётом  дополнительных  клоновых

субкультур  40  (14 %)  F1-негативных  вариантов.  Антиген  F1  у  них  или  не

выявлялся, или результаты были сомнительные (так называемые Fra±).

При  тестировании  изолятов  Y. pseudotuberculosis слабо   положительная

реакция  была  отмечена  только  у  5  штаммов,  включая  2  из  числа  типовых

(Рисунок  5),  а  три  –  в  последующем  были  идентифицированы  как

диссоциирующие  штаммы  Y. pestis.  На  фоне  100 %  позитивности  тестов  с

Y. pestis отрицательная  реакция  чётко  свидетельствовала  о  принадлежности

штаммов  к  виду  Y. pseudotuberculosis. Это  подтверждало  возможность  и

перспективность использования КоА-диагностикума на FV для идентификации

Y. pestis и  свидетельствовало  о  его  дифференцирующей  активности  в

отношении атипичных вариантов Y. pestis, особенно выращенных при 28 оС.

А                                                    В                                         С

Рисунок 5 - Коагглютинация на стекле с диагностикумом к V фракции

А – штамм Y. pseudotuberculosis 847. B – штамм Y. pestis EV76

С - штамм Y. pseudotuberculosis 322

В  итоге  в  коллекции  нами  были  обнаружены  штаммы  с  атипичными

проявлениями  одновременно  по  3-6  диагностическим  признакам.  Среди  них

штаммы  Y. pestis (одновременно:  Fra–,  без  pFra и  pPst плазмид,  Rha+,  Ure+,

фагоустойчивые)  и  Y. pseudotuberculosis (одновременно:  Mob–,  Ure–,

ауксотрофные, чувствительные к чумному фагу Покровской).
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На заключительном этапе, используя четыре видоспецифических праймера

(«JS», «vlm12/IS216», «vlm33/IS1754», и «3a»), провели ПЦР-тестирование всех

штаммов двух видов иерсиний с типичным и атипичным фенотипом, видовая

принадлежность  которых,  определённая с помощью других тестов,  требовала

проверки.  С  помощью ПЦР видовая  принадлежность  этих  штаммов  во  всех

случаях была точно установлена. Праймеры JS реагировали только с ДНК всех

штаммов  псевдотуберкулёзного  микроба.  Однако  при  тестировании  Y. pestis

обнаружены  отличия.  Если  праймеры  из  группы  «vlm»  специфически

реагировали  с  ДНК  всех  штаммов  чумного  микроба,  то  праймеры  «3а»  не

выявляли  ДНК двух  штаммов (А559,  А556),  которые  были без  антигена  F1,

тогда как ампликоны с праймерами из группы «vlm» синтезировались регулярно

(Рисунок 6А и 6В). 

                   А                                                                В

Рисунок 6А - ПЦР анализ ДНК Y. pseudotuberculosis и Y. pestis. 

Окраска EtBr. Электрофорез проводили в 2 % агарозном геле.

 Праймеры «JS» (2, 3) и «vlm12/IS216» (4, 5), «vlm33/IS1754» (6, 7). 1 - Маркеры

М.м.; 2 - Y. pseudotuberculosis 1923 O:5 (типовой штамм); 3 - Y. pseudotuberculosis

322 (атипичный Mob–, Ure–, ауксотроф); 4, 6 - Y. pestis EV76 (типичный штамм);

 5, 7 – Y. pestis Yawa (атипичный, бесплазмидный)

Рисунок 6В - ПЦР анализ ДНК:

Праймеры: «vlm12/IS216» - 1, 2; «3а» - 3, 4. Y. pestis EV (НИИЭГ) - 2, 4; 

Y. pestis A-559 - 1, 3.

Это  свидетельствовало  о  преимуществе  испытанных  праймеров  группы

«vlm» перед «3а». Поскольку мы не обнаружили различий в результативности
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двух  использованных  праймеров  из  группы  «vlm»  в  дальнейшем  мы

использовали только одну пару – «vlm12/IS216».

Таким  образом,  с  полной  гарантией  во  всех  случаях  правильно

идентифицировать  штаммы  Y. pestis и  Y. pseudotuberculosis удалось  только  с

учётом результатов ПЦР с каждым из использованных праймеров группы «vlm»

и  благодаря  положительной  реакции  коагглютинации  с  диагностикумом  на

антиген  FV у  Y. pestis.  Общие  итоги  проверки  штаммов  с  помощью  тестов

обобщены в Таблице 4 и в Приложении.

Штаммы  чумного  микроба,  выделенные  в  острый  период  инфекции  от

больных  людей  и  чувствительных  животных  (в  основном  грызунов),  как

правило,  характеризуются  видоспецифичным  фенотипом,  и  большинство

признаков может быть без отклонений охарактеризовано принятыми тестами.

Сложности  возникают  при  выделении  «бесфракционных»  штаммов  Y.

pestis, при исследовании длительно хранящихся музейных штаммов этого вида

или скрининге штаммов в межэпизоотический период среди эктопаразитов и

нехарактерных  носителей  возбудителя  чумы.  А  у  бактерий  возбудителя

псевдотуберкулёза  вариабельность  обнаруживается  при  обследовании  крыс  и

объектов  внешней  среды,  а  также  в  ходе  исследований  изменчивости  под

воздействием различных факторов. 

Учитывая  полученные  нами  доказательства  эффективности

межвидовой  дифференциации  двух  иерсиний  необычного  фенотипа  с

помощью пары «хромосомных» праймеров из группы «vlm», мы исследовали

некоторые музейные, так называемые «новообразованные» штаммы. Среди

них широко известный штамм (Y. pestis ЖВR-25),  селектированный много

лет  назад  в  г.  Одессе  из  лабораторного  штамма  «Х»  длительным

выращиванием  в  препарате  чумного  фага,  и  группа  штаммов  (№№1860-

1863), отнесенных к виду  Y. pseudotuberculosis после селекции из штаммов

Y. pestis (50/74,  173,  52/80,  46/68  ин-т  «Микроб»,  Саратов)  в  период

существования  предположений  о  возможности  перехода  Y. pestis

←→Y. pseudotuberculosis при селекции по дифференциальным признакам в
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лабораторных условиях. В качестве контрольного использовали вакцинный

штамм  Y. pestis EV76,  и  два  бесплазмидных  штамма  TRU и  Yawa.

Бесплазмидный штамм Y. pestis ЖВR-25 по результатам современных тестов

и,  судя  по  появлению  в  ПЦР  с  праймерами  «JS»  (но  не  «vlm12/IS216»)

специфических ампликонов из 223 п.о., определён нами как представитель

вида Y. pseudotuberculosis. 

Относительно  штаммов  №№  1860-1863  (Y. pseudotuberculosis?)

следует  заметить,  что  их  ДНК  реагирует  с  праймерами  «JS»,  а  не

«vlm12/IS216».  По  многим  тестам  их  фенотип  соответствует

Y. pseudotuberculosis. Однако решение вопроса об их происхождении требует

дополнительных исследований генома. 

Итак,  была  отобрана  коллекция  атипичных  штаммов Y. pestis и

Y. pseudotuberculosis. На их модели классифицирован по степени надёжности

набор  признаков,  принятых  в  практике  для  идентификации  и

дифференциации  этих  иерсиний,  и  показана  способность  теста  на  FV

антиген чумного микроба и ПЦР с «хромосомными» праймерами из группы

«vlm»  и  «JS»,  специфически  реагирующими  с  ДНК  любых  по  фенотипу

штаммов  Y. pestis и  Y. pseudotuberculosis,  соответственно,  повышать

эффективность диагностики. 
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Таблица 4 - Результаты тестирования штаммов по дифференциальным признакам:

№
п/п Признаки

Y .pestis Y. pseudotuberculosis
Типичные
штаммы 

Атипичные
штаммы

Атипичные
штаммы

Типичные
штаммы

  1 Ферментация рамнозы + – +
  2 – « – мелибиозы – + – +
  3 Гидролиз мочевины + – +
  4 Чувствительность к фагу Покровской + – + -
  5                           псевдотуберкулёзному + – – +
  6                          Л-413С + – – –

  7 Подвижность – – +/– +

  8 Ауксотрофность + – + –
  9 Реакция КоА на фракцию V + + –/+ед. –
 10 Продукция F1-антигена + –/+* – –
 11 Пестицина 1 +/ –/+* – –
 12 Pla-протеазы +/ –/+* – –
 13 ПЦР с праймерами: F1 и на caf1 и cafR гены + –/+* – –
 14 «3а», специфический для Y. pestis + +/–** – –
 15 «vlm12/IS216»,специфический для Y. pestis + + – –
 16 «vlm33/IS1754»,специфический для Y. pestis + + – –
 17 «JS», специфические для Y.pseudotuberculosis – + +

Примечания: 

2 * «+» у некоторых штаммов при условии атипичности по другим  признакам

2 ** «–»у штаммов из отдельных очагов Африки
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3.2.  Подходы  к  идентификации  атипичных  диссоциирующих

штаммов  чумного  микроба  и  дифференциации  их  от  бактерий

псевдотуберкулёза

Специалистам  известны  несколько атипичных  штаммов  иерсиний,

выделенных от крыс в очаге, где возбудитель чумы ранее не обнаруживался

(зона  порта  г.  Санкт-Петербурга).  Штамы  первоначально  были

идентифицированы  как  Y. pseudotuberculosis.  Вирулентность  их  для

лабораторных животных была очень слабой. Штаммы диссоциировали по

форме колоний и имели признаки поражения бактериофагом [168]. Позже

при изучении их популяций из них были выделены  R- и  S- диссоцианты

[126,  152]. У  субкультур  в  R-форме  по  мере  совершенствования

диагностических  приёмов  обнаруживались  свойства,  характерные  для

близкородственного  вида  Y. pestis.  За  прошедшие  годы  отношение  к

штаммам  было  разным.  Одни  считали  их  представителями  возбудителя

псевдотуберкулёза  [76]  другие  относили  их  к  неизвестному

промежуточному виду [207]. Допускалась возможность превращения одного

вида в  другой  в  процессе  лабораторных пересевов  [94].  И,  наконец,  при

совершенствовании диагностики по результатам ряда тестов  эти штаммы

считали близкими к виду Y. pestis с неясным происхождением [12, 45, 181].

Совершенствование приёмов идентификации возбудителя чумы и открытие

антигена  F1 позволило получить дополнительные данные [45, 126, 184] и

характеризовать  штаммы  как  относительно  стабильные,  идентичные

Y. pestis. Однако при культивировании в разных условиях в популяциях этих

бактерий постоянно обнаруживали клоны, по результатам практикуемых в

каждый  конкретный  промежуток  времени  микробиологических  тестов,

неотличимые от возбудителя псевдотуберкулёза [126]. Было не ясно, связано

ли  это  «расщепление»  штаммов  с  диссоциацией  или  это  смешанные

культуры  чумного  и  псевдотуберкулёзного  микробов.  Допущение

существования  смеси  требовало  изоляции  двух  видов  клонов  и
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последующей их убедительной идентификацией. В случае диссоциативной

изменчивости была необходима проверка правильности проведенной ранее

идентификации,  а  также  оценка  достоверности  использованных  приёмов

дифференциации, которые, в основном, рассчитаны на фенотипы типичных

представителей видов иерсиний.

В  данном  разделе  диссертации  была  выполнена  работа:  (1)  по

уточнению видовой принадлежности «спорных» штаммов иерсиний и их

«диссоциантов»,  (2)  по  определению  границ  вариабельности

дифференциальных  признаков  у  различных  клонов  в  популяциях  этих

диссоциирующих  культур  возбудителя  чумы  и  (3)  по  оценке

диагностической  значимости  этих  признаков  для  анализа  генетически

нестабильных  бесплазмидных  и  дефектных  по  капсульному  антигену

штаммов чумного микроба в чистых и смешанных культурах.

Объектом исследования были упомянутые выше исходные «спорные»

штаммы  Y. pseudotuberculosis 2393, 5761, 5764, 5765 выделенные от крыс,

их R- и S- «диссоцианты» и отдельные клоны, штамм 489 в S- и R-форме от

морской  свинки.  В  качестве  контрольных  штаммов  использовали

вакцинные  –  Y. pestis EV76  (линия  НИИЭГ),  1/1092,  17/1093  и  типовой

штамм  Y. pseudotuberculosis 847  серовара  O:1b.  Свойства  перечисленных

штаммов,  указанные  в  паспортах  и  первых  публикациях,  приведены  в

Таблице 5.

Предварительная  проверка  подтвердила  соответствие  свойств

исследуемых  штаммов  тем,  которые  указанны  в  паспортах  и  в  первой

публикации  [168].  Все  исследованные  варианты  штаммов,  похожие  на

возбудителя чумы или бактерии псевдотуберкулёза,  соответственно,  были

однотипны в своих группах, поэтому в таблицах мы их объединили. Затем

проверили больший набор признаков, описанных в современной литературе

как  диагностические.  Все  исходные  «спорные»  штаммы

Y. pseudotuberculosis,  похожие  на  возбудителяя  чумы,  тоже  не  разлагали

рамнозу, мочевину, мелибиозу и проявляли такую же, как у чумного
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Таблица 5 - Характеристика штаммов, использованных в разделе 3.2

Перечень признаков

Y. pseudotuberculosis Y. pestis Fra+ (контроль)

Fra+

(исход-
ные)
5761,
5764,
5765,
489R,
2393

Fra–

(дис-
соци-
анты)
5764S,
5765S,
5765R,
489S

847
O:1b
Fra–

(кон-
троль)

EV76
1/

1092
17/

1093

Ферментация: рамнозы
- + + – – –

глицерина
+ + + – + +

мочевины
- + + – – –

Восстановление
метиленовой синьки - + + – – –

Чувствительность к фагу
чумному Покровской + – – + + +

Чувствительность к фагу
псевдотуберкулезному + + + + + +

Рост на беспептонном
агаре (степень двукрат-
ного разведения из 109

м.к.)

1 8 8 1 1 1

Агглютинация с проти-
вочумной сывороткой (в

титре 1/640)
+ – – + + +

Примечание:  перечень  признаков –  согласно  паспортам;  результаты –  по

итогам нашей проверки.

микроба чувствительность  к бактериофагам  Mu cts 62 и Л-413 «С».  Они

были также неподвижны при 18оС в 0,4 % агаре, проявляли ауксотрофность

по двум аминокислотам (фенилаланину и метионину). Они содержали три

характерные  для  Y. pestis плазмиды  (М.м.  65  МД,  47  МД,  6  MД),

экспрессировали  специфичные  для  чумного  микроба  плазмидные

детерминанты.  Продуцировали  F1-антиген  (в  РАО  титр  104-105 м.к.),
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пестицин 1 и были Сad+. Кроме того по результатам РКоА продуцировали

специфический для возбудителя чумы независимый от плазмид антигенный

комплекс  FV.  S-диссоцианты  и  штамм  Y. pseudotuberculosis 847  O:1b

обладали альтернативными свойствами.

Следовательно,  суммарные  результаты  используемых  в  настоящее

время дополнительных тестов свидетельствовали в пользу принадлежности

исследованных атипичных штаммов Fra+ и Fra– фенотипов к разным видам

иерсиний, соответственно Y. pestis и Y. pseudotuberculosis. Исследование мы

продолжили  с  помощью  ПЦР. В  реакции  с  парой  праймеров  на  основе

фрагмента из  IS100 положительные результаты были получены со всеми

Fra–«диссоциантами»,  Fra+  «спорными»  и  контрольными  штаммами  двух

видов иерсиний (Рисунок 7). 

Рисунок 7 - ПЦР-анализ ДНК исследованных штаммов Y. pestis и

Y. pseudotuberculosis с праймерами «IS1» и «IS2».

Штаммы: 1, 2, 3 – Y. pestis EV76, 1, 17, соответственно, (контроль);

4 – Y. pseudotuberculosis 847 O:1 (контроль); 5-7 - Y. pseudotuberculosis (Fra+)

5764, 5765, 489R; 8- 10 – бесплазмидные диссоцианты Y. pseudotuberculosis

5764S, 5765S, 489S; 11 – Маркеры (п.н.); Окраска EtBr. Электрофорез

проводили в 2 % агарозном геле
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Это свидетельствовало в пользу принадлежности всех исследованных

штаммов  к  роду  Yersinia и,  конкретно,  к  видам  Y. pestis и

Y. pseudotuberculosis O:1b, для которых характерно наличие IS100-элемента.

В ПЦР с видоспецифичными для Y. pestis праймерами «3а», «vlm12/IS216»

и  «JS»  -  для  Y. pseudotuberculosis получены  также  чёткие  результаты.

Праймеры  «3а»  и  «vlm12/IS216»  взаимодействовали  только  с  ДНК  Fra+

исследуемых  «спорных»  и  контрольных  штаммов  чумного  микроба,  а

праймеры «JS» - только с ДНК  S-«диссоциантов» и контрольного штамма

1989 O1b возбудителя псевдотуберкулёза (Рисунок 8).

         А                                                                        В

Рисунок 8 - ПЦР-анализ ДНК исследованных штаммов Y. pestis и

Y. pseudotuberculosis  с праймерами

А - Видоспецифические праймеры «JS» для Y. pseudotuberculosis

В - Видоспецифические праймеры «3a» для Y. pestis;

Штаммы: 1, 2, 3 – coответственно, Y. pestis EV76, 1, 17, (контроль); 

4 – Y. pseudotuberculosis 847 O1 (контроль); 5, 6, 7 – бесплазмидные Fra-

диссоцианты Y. pseudotuberculosis 5765S, 5765S, 5765R;

8, 9, 10 – Y. pseudotuberculosis (Y. pestis?) (Fra+) исх.5765, 5765, 489R; 

11 – Маркеры (п.н.). 

Окраска EtBr. Электрофорез проводили в 2 % агарозном геле

Таким  образом,  результаты  исследования  высокоспецифичных

структурных  компонентов  геномов  штаммов  с  помощью  ПЦР  и

дополнительное  использование  КоА-диагностикума  на  антигенный

комплекс  FV окончательно  подвели  итоги  многолетней  идентификации
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«спорных» штаммов, определив их как  Y. pestis. Бесплазмидные,  Fra– S- и

R-«диссоцианты» по сумме результатов чётко могут быть отнесены к виду

Y. pseudotuberculosis, а все варианты, содержащие плазмиды и являющиеся

Fra+ - к виду Y. pestis.

На данном этапе мы не могли объяснить происхождение «спорных» R-

и  S-«диссоциантов»,  похожих  на  возбудителей  псевдотуберкулёза  и  чумы.

Обнаруженная  ситуация  возможна  в  случае,  если  исходные  штаммы

представляли  собой  культуры,  содержащие  бактерии  обоих  видов.  Для

доказательства  мы  провели  клонирование  трёх  «спорных»  штаммов,

идентифицированных  нами  окончательно  как  Y. pestis (5761,  5764,  5765).

Выращивая культуры в разных условиях, разное время отобрали колонии OS-

и  OR-формы,  не  характерные  для  возбудителя  чумы.  Среди  них  по

результатам  гельэлектрофореза  плазмидной  ДНК  выбрали  клоны,

бесплазмидные, содержащие все три плазмиды и дефицитные по одной-двум

плазмидам  чумного  микроба. Частота  сегрегации  плазмид  у  клонов,

формирующих  атипичные  колонии,  была  на  уровне  5-10 %.  Такая

неоднородность  популяции  «спорных»  Fra+  исходных  штаммов  по

дефицитности плазмид наблюдалась на разных средах, в культурах, выросших

при 12 оС , 28 оС и 37 о С, а также хранившихся от 1,5 до 2 лет на питательных

средах  без  пересевов.  Отобрали  15 клонов с  полным набором плазмид,  87

клонов, дефицитных по 1-2 плазмидам, и 3 - бесплазмидных. Последние по

признаку отсутствия плазмид были аналогичны S-«диссоциантам». Отобрали

также 43 клона S-«диссоциантов» (Y. pseudotuberculosis). 

У всех клонов были проверены те же дифференциальные признаки,

которые  изучали  у  культур  до  клонирования.  Поскольку  исследуемые

штаммы  по  своим  свойствам  были  однотипны,  результаты  дальнейшего

анализа  клонов  приведены  нами  в  сумме  по  всем  штаммам.  Значимость

использованных признаков для дифференциации клонов двух исследуемых

видов оказалась разной. 
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При  тестировании  первой  группы  признаков,  которая  включала

неподвижность  при  18 о С,  ауксотрофность,  наличие  плазмид  и

специфического антигенного комплекса  FV, все  клоны с одной, двумя или

тремя плазмидами,  также как  их исходные  «спорные»  Fra+ штаммы,  были

одинаковы (Таблица 6).

Таблица 6 – Характеристика некоторых признаков у атипичных клоновых
культур «спорных» штаммов (5761, 5764, 5765) иерсиний и клонов их S и R-
диссоциантов (5764S, 5765S, 5765R)

Признак

Наличие (+) или отсутствие (–)признаков у 100 %
клонов в зависимости от их плазмидного состава

OR и OS клоны «спорных»
штаммов

Клоны
S-«диссоциантов»

3 плазми-
ды 

2 или 1
плазмида

Без
плазмид 

Без
плазмид

Без
плазмид

Продукция  FV-антигена
(Y.pestis)

+
+ + – –

Подвижность – – – + +

Прототрофность –** –** –** + +

Продукция антигена F1 + (+/–)* – – –
Продукция пестицина 1 + (+/–)* – – –
Реакция  с  анти-О:1  b
антителами
(псевдотуберкулез)

н/о н/о – + +

ПЦР с праймерами «IS1»,
«IS2»(Yersinia)

+ + + + +

ПЦР  с  праймерами  «3a»
(Y. pestis)

+ + + – –

ПЦР  с  праймерами
«vlm12/IS216» (Y. pestis)

+ + + – –

с  праймерами  «JS»
(Y. pseudotuberculosis)

– – – + +

ВСЕГО  исследовано
клонов

15 87 1 2 43

Примечание * - наличие  пестицина  1  или  антигена  F1  коррелировало  с
сохранностью  соответствующих  плазмид  в  клонах.  ** -  ауксотрофность  по
фенилаланину  и  метионину.  Показатели  признаков  в  каждой  графе  были
однотипными у всех исследованных клонов в соответствующей группе; н/о – не
определяли
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 Они продуцировали пестицин 1 и F1, строго в зависимости от наличия

соответствующих  плазмид,  и  по  этим  признакам  были  полностью

аналогичны  контрольным  штаммам  чумного  микроба.  Все  клоны

выделенных  ранее  «диссоциантов»  и  два  из  трёх  бесплазмидных  клонов

«спорного»  Fra+  штамма  5765,  также,  как  контрольный  штамм

Y. pseudotuberculosis 1989  О:1  характеризовались  противоположными

свойствами.  Более  того,  они  положительно  реагировали  с  антительным

диагностикумом  на  О:1b серовар  возбудителя  псевдотуберкулёза.

Исключений среди результатов видовой идентификации не наблюдали:  все

клоны,  лишённые  подвижности,  обладающие  ауксотрофностью,  имеющие

одну  или  все  три  «чумные»  плазмиды  и  позитивно  реагирующие  с

диагностикумом на FV антиген по результатам ПЦР c праймерами vlm12/IS и

3a можно было отнести к виду Y. pestis.

Диагностические  бактериофаги  – чумной  Покровской,  Л  413«С»,

колифаг  и  Mu cts 62  (вторая  группа  тестов)  выполняли  свою

дифференцирующую роль  точно  без  отклонений  в  отношении  OS-  и  OR-

клонов «спорных» штаммов, содержащих три «чумные» плазмиды (Таблица

7).  Псевдотуберкулёзный  фаг  лизировал  бактерии  S-диссоциантов.  Клоны

исходных  «спорных»  штаммов,  с  дефицитом  одной  или  двух  из  трёх

типичных плазмид, в большинстве своём были чувствительны к фагам, как

это  характерно  для  Y. pestis.  Но  в  единичных  случаях  –  оказались

резистентными так же, как Y. pseudotuberculosis.

По  признаку  ферментативной  активности  (третья  группа  тестов)

вариабельность в равной степени отмечена у клонов с дефицитом плазмид и

S-«диссоциантов» (Таблица 7). Но клоны с нехарактерным фенотипом были

в меньшинстве.  В то же время исходные штаммы до клонирования чётко

отличались по этим признакам. Вероятно, атипичных клонов в популяции

было недостаточно, чтобы выявить использованными методами.
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Таблица 7 - Характеристика вариабельных свойств у отличающихся по

плазмидному составу клонов «спорного» штамма 5765 Y. pseudotuberculosis

Признак

 % клонов, обладающих признаками, в зависимости от
их плазмидного состава

OR и OS клоны «спорных» штаммов
«S-
диссоциант
ы»

3
плазми-
ды
(Fra+)

2  или  1
плаз-
миды
(Fra+,
Fra–)

Без
плазмид
*

Без
плазмид
**

Без
плазмид

Ферментация:
рамнозы (+/–)

0 
100 ± 4,0

16 ± 7,5
84 ± 7,5

+ +
98 ± 4,5
2***

мелибиозы (+/–)
0
100 ± 4,0

19±8,4
81±8.4

+ +
86 ± 11
14 ± 11

мочевины (+/–)
0
100±4.0

13 ± 7,5
87 ± 7,5

– +\–
85 ± 11
15 ± 11

Чувствительность:
к фагу: 
Л-413 «С» (+\–)

0
100±4.0

97 ± 3,6
3***

– –
0
100±3,2

Mu cts 62 (+/–)
100±4.0
0

99 ± 2.1
1***

– –
0
100±3,2

Покровской (+/–)
100±4.0
0

98 ± 3
2***

– –
0
100 ±3.2

к
псевдотуберкулезному
(+/–)

100±4.0
0

100±2
0

– +
100 ± 3,2
0

Всего  получено  и
исследовано клонов

15 87 1 2 43

Пояснение: * ПЦР – Y. pestis; ** ПЦР – Y. pseudotuberculosis (см. рисунок 9)

*** – см. Таблицу 3 [24].
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Данные тестов первой группы могут свидетельствовать лишь в пользу

принадлежности  всех  бесплазмидных  клонов  S-«диссоциантов»  к  виду

Y. pseudotuberculosis,  а  содержащих  плазмиды  в  полном или  сокращённом

наборе и одного бесплазмидного – к виду  Y. pestis.  Отклонения в тестах с

бактериофагами  и  проявленная  в  этом  исследовании  в  разной  степени

недостаточная  надёжность  тестов  по  ферментативной  активности

потребовали  применения  дополнительных  критериев  для  определения

видовой принадлежности клонов. В качестве такового мы снова использовали

ПЦР  с  «хромосомными»  видоспецифическими  праймерами  «JS»  и

«vlm12/IS216» (Рисунок 9).

А                                                                     В

Рисунок 9 – ПЦР-анализ ДНК исследованных штаммов Y. pestis и

Y. pseudotuberculosis с праймерами:

А – праймеры, видоспецифические «JS» для Y. pseudotuberculosis(223п.н.)

Б – праймеры «vlm12/IS216», видоспецифические для Y. pestis(390 п.н.)

Штаммы: 1 – Y. pestis EV76 (контроль); 2 – Y. pseudotuberculosis 847

O:1 (контроль); 3, 4 – бесплазмидные клоны из исходного «спорного» Fra+

штамма Y. pseudotuberculosis 5765; 5-10 – клоны исходных «спорных» Fra+

Y. pseudotuberculosis  штаммов с дефицитом одной-двух плазмид,

cоответственно: 5 – 5764 (65, 6 МД); 6 –5764 (65 МД); 7 – 5764 (47 МД); 8 –

5765 (65, 6 МД); 9 – 5765 (бесплазмидный); 10 –5765 (6 МД).

В скобках приведена М.м. сохранившихся плазмид. Окраска EtBr.

Электрофорез проводили в 2 % агарозном геле.
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Чёткие результаты ПЦР-анализа  подтверждались  итогами определения

подвижности бактерий,  питательных потребностей и результатами реакции

КоА  на  FV-антиген  чумного  микроба.  За  редким  исключением,  им

соответствовали также данные о плазмидном составе и результаты тестов с

бактериофагами Покровской,  Л-413«С» и  Mu cts 62.  Таким образом,  нами

было  убедительно  установлено,  что  исследованные  S-«диссоцианты»

относятся  к  виду  Y. pseudotuberculosis.  Это  доказано,  кроме  результатов

микробиологических  и  иммунологических  исследований,  надёжными

молекулярно-биологическими дифференциальными тестами. Клоны с тремя

плазмидами  и  дефицитные  по  отдельным  плазмидам,  в  том  числе  и  по

плазмиде,  ответственной за  продукцию  F1-антигена,  напротив,  были чётко

идентифицированы как вид Y. pestis.

Особо следует отметить 3 OS-клона, выделенных из популяции штамма

5765  (Y. pestis)  Все  три  были  без  плазмид,  устойчивы  к  чумным  фагам,

ферментировали рамнозу, мелибиозу, один – мочевину. Два из них были

подвижны  (свойство  Y. pseudotuberculosis);  третий  –  продуцировал  FV-

антиген (свойство  Y. pestis).  Убедительно идентифицировать их удалось в

ПЦР  с  помощью  «хромосомных»  видоспецифических  праймеров  «JS»  и

«vlm12/IS216».  Появление  специфических  ампликонов  подтвердило

принадлежность первых двух клонов к виду Y. pseudotuberculosis, а третьего

– к Y. pestis.

Вариабельность  по  диагностической  ферментативной  активности  в

отношении  рамнозы,  мелибиозы  и  мочевины,  изменённая

фагочувствительность  и  дефектность  плазмидного  состава,  отмеченные  у

клоновых  культур,  лишенных  1  или  2,  и  даже  всех  плазмид,  ни  в  одном

случае по результатам ПЦР не «выводили» их за пределы собственного вида.

Фрагменты  хромосомы,  отличающие  их,  сохранялись,  обеспечивая

эффективность ПЦР. Давно известны природные штаммы чумного микроба,

способные  ферментировать  рамнозу, мелибиозу  и  мочевину  [7,  118,  125].

Кроме  того,  в  первом  разделе  диссеертации,  исследованные
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«бесфракционные»  и  фагоустойчивые  штаммы  по  результатам  ПЦР  с

праймерами «JS» и «vlm12/IS216» были идентифицированы как Y. pestis. 

В связи с выделением двух клонов Y. pseudotuberculosis из «спорного»

штамма 5765, идентифицированного как Y. pestis, было сделано заключение о

смешанной  культуре  с  минорной  примесью  бактерий  псевдотуберкулёза  в

популяции,  хотя  большинство  были  бактериями  вида  Y. pestis.

Изолированные  нами  клоны  могут  оцениваться  как  чистые  культуры,

соответственно,  Y. pestis и  Y. pseudotuberculosis,  а  выделенные  атипичные

клоны  чумного  микроба  являются  результатом  диссоциации,

сопровождающейся изменением фенотипа и сегрегацией плазмид. 

Не  удивительно,  что  нам  удалось,  хоть  и  с  большим  трудом,

изолировать из одного «спорного»  Fra+ штамма, идентифицированного как

Y. pestis, два  бесплазмидных  клона,  идентичных  S-«диссоциантам»

Y. pseudotuberculosis.  По-видимому,  частота встречаемости  последних  в

смешанной популяции очень мала. Существование таких смешанных культур

фенотипически  схожих  иерсиний  требует  особого  подхода  к  их  детекции,

разделению  и  идентификации.  В  обзоре  литературы  указывалось,  что

выделение чистых культур из смеси двух иерсиний задача не простая [122],

поэтому  для  решения  ряда  практически  важных  вопросов  необходимо  в

перспективе  выяснить  механизмы,  поддерживающие  такое  «содружество».

Более  чёткие  доказательства  смешанных  культур  двух  иерсиний  были

получены нами при изучении атипичного  Glp+ варианта вакцинного штамма

Y. pestis EV, привезенного из Китая в 1928 г. Различная скорость и степень

ферментации  у  отдельных  его  субкультур  побудила  нас  провести

поколонийный  анализ.  Данные  ПЦР  с  видоспецифическим  праймерами

показали принадлежность одной части клонов к виду Y. pestis (Glp–), а другой

– к виду  Y. pseudotuberculosis (Glp+). Дальнейший анализ этого и подобных

штаммов будет проводиться в рамках специальных исследований.
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Глава  4.  ПОДХОДЫ  К  ДЕТЕКЦИИ  И  ИДЕНТИФИКАЦИИ

СМЕШАННЫХ КУЛЬТУР  ВОЗБУДИТЕЛЕЙ  ЧУМЫ  И

ПСЕВДОТУБЕРКУЛЁЗА

4.1. Приём обнаружения смешанных культур возбудителей чумы и

псевдотуберкулёза

Основные  иммунологические  тесты  для  детекции  и  идентификации

Y. pestis основаны на использовании видоспецифичного F1-антигена (Fra) и

антител  к  нему.  Но  они  зачастую  не  эффективны  при  детекции  и

дифференциации  изменённых  штаммов  чумного  микроба  от  возбудителя

псевдотуберкулёза,  особенно  в  смешанных  культурах.  Выше  нами  была

показана  высокая  эффективность  приёма  дифференциации  типичных,

«бесфракционных», фагоустойчивых и бесплазмидных штаммов Y. pestis от

Y. pseudotuberculosis с помощью иммунологического теста на антиген  FV,

специфический  для  всех  штаммов  чумного  микроба,  и  ПЦР  с

видоспецифическими  «хромосомными»  праймерами  «vlm12/IS216»,

«vlm33/IS1754»  и  «JS».  Обнаруженный  нами  штамм,  представляющий

смесь  чумного  и  псевдотуберкулёзного  микробов,  а  также  возможность

персистенции  обеих  иерсиний в  одном очаге  и  даже  в  одном организме

носителя  и  переносчика  (обзор  литературы)  определяют  актуальность

совершенствования методов ускоренного обнаружения этих бактерий и их

идентификации.

Целью  данного  исследования  было  определить  эффективность

указанного  приёма,  совмещающего  ПЦР  с  использованием  в  пробе

одновременно двух пар праймеров («vlm12/IS» и «JS»), каждый из которых

специфичен  для  одного  из  этих  видов  иерсиний,  и  дополнительно

иммунологическую идентификацию по антигенам F1 и FV, при выполнении

90



экспресс-детекции, выделении и анализе смешанных культур возбудителей

псевдотуберкулёза и чумы с разным Fra-фенотипом.

В  экспериментах  использовали  штаммы  Y. pestis subsp. pestis EV76

(вакцина, Fra+), Yawa (Fra–) и Y. pseudotuberculosis 1923 (О:3)(Fra–).

При определении эффективности предлагаемого комплексного приёма

и его чувствительности из выросших культур каждого из штаммов Y. pestis

Yawa (Fra–) и Y. pseudotuberculosis 1923  (Fra–)  готовили  взвесь  в

концентрации  2×108  м.к.,  титровали  её  десятикратно  в  физиологическом

растворе,  смешивая  два  вида  иерсиний по  0,5  мл  каждой концентрации.

Тотальную ДНК из  каждого образца  исследовали  в  ПЦР со  смесью пар

праймеров «JS» и «vlm12/IS216».

Объектом  исследования  были  пять  проб  (Таблица  8).  Согласно

результатам ПЦР с праймерами «JS» и «vlm» проба № 1 содержала ДНК

бактерий только вида  Y. pseudotuberculosis.  В пробах № 2,  3,  4  выявлена

ДНК  бактерий  видов  Y. pestis и  Y. pseudotuberculosis.  В  пробе  №5

обнаружена  ДНК  бактерий  только  вида  Y. pestis.  Причём  вариации

испытанных  концентраций  не  влияли  на  позитивные  результаты  ПЦР, а

пробы с наименьшей из испытанных доз ДНК обеих иерсиний, адекватных

103 м.к. в смешанных культурах были чётко позитивны во всех опытах и их

повторах.  В  контрольной  пробе  специфические  праймеры  направляли

синтез фрагмента ДНК фага Т7 длиной 1000 п.н., что свидетельствовало об

отсутствии  ингибирования  реакции  компонентами  пробы.  Если  в  пробы

одновременно  с  праймерами  «JS»  (Y. pseudotuberculosis)  добавляли

праймеры  «3а»  (Y. pestis)  вместо  «vlm12/IS216»,  специфических

ампликонов  для  «3а»  для  не  обнаруживали.  Это  свидетельствовало  о

преимуществе праймеров «vlm 12/IS216».

ПЦР с двумя парами праймеров «JS» и «vlm12/IS216» одновременно в

одной пробе была испытана также при анализе (1) взесей из ткани 5 селезёнок

забитых белых мышей, за 3 сут до этого инфицированных внутрибрюшинно

бактериями обеих иерсиний (108 м.к. Y. pestis EV76 (Fra+) и 108 м.к. 
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Таблица 8 – Результаты ПЦР-тестирования смесей бактерий Y. pestis Yawa

(Fra–) и Y. pseudotuberculosis 1923

№

пробы

Наличие 

Y. pestis в

пробе в

концентра-

ции, м.к.

Наличие

Y. pseudotubercu

losis в  пробе  в

концентрации,

м.к.

Наличие в ПЦР ампликонов, 

характерных для праймеров*
Две пары

праймеров в

пробе (1)

Две пары

праймеров в

пробе (2)
vlm12/

IS216
JS 3а**) JS

1 – 1∙106 – + – +

2 1∙103 1∙105 + + – +

3 1∙104 1∙104 + + – +

4 1∙105 1∙103 + + – +

5 1∙106 – + – – –
Примечание – * «JS» = 223 п.н.; «vlm12/IS216» = 390 п.н.; «3а» = 276 п.н.,

**)  –  отдельный  контороль:  в  пробе  с  103 м.к.  Y. pestis и  одной  парой

праймеров «3а» выявлены специфические ампликоны.

Y. pseudotuberculosis 1923(Fra-),  и  (2)  первичных  культур  из  селезёнок,

полученных после выращивания «отпечатков» 2 сут при 280С на агаре LB. Во

всех случаях результаты ПЦР были положительные. Обнаружено по два типа

специфических  ампликонов,  характерных  для  обоих  праймеров  и,  значит

доказано  присутствие  в  исследуемом  материале  бактерий  двух  видов

иерсиний в концентрации, достаточной для детекции. Это свидетельствует о

перспективности дальнейшего использования подобного типа дипраймерной

ПЦР  для  детекции  и  идентификации  Y. pestis и  Y. pseudotuberculosis при

смешанных иерсиниозах (Рисунок 10).
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Рисунок 10 – ПЦР - анализ ДНК смешанных культур Y. pestis и

Y. pseudotuberculosis с праймерами «vlm12/IS216» (390 п.н.) и «JS» (223 п.н).

К – контроль с ДНК и праймерами фага Т7; М – маркеры мол. веса

(Fermentas, Литва); 1 – Y. pseudotuberculosis 1923; 2 – Y. pestis EV76 +

Y. pseudotuberculosis 1923 (взвесь клеток инфицированной селезёнки); 3 –

Y. pestis Yawa  + Y. pseudotuberculosis 1923 (посев смеси культур); 4 – Y. pestis

Yawa ; 5 – Y. pestis EV76. Окраска EtBr. Электрофорез проводили в 2 %

агарозном геле.

4.2. Подход к разделению и идентификации смешанных культур 

Y. pestis и Y. рseudotuberculosis

На  следующем  этапе  были  исследованы  2  культуры,  реагирующие  с

обеими парами праймеров: а) культура из первичного посева смеси (Y. pestis

Yawa Fra- и  Y. pseudotuberculosis 1923, 104 м.к.) и б) культура после посева

суспензий  клеток  селезёнки  от  мыши,  инфицированной  смесью  бактерий

иерсиний (Y. pestis EV76  Fra+ и  Y. pseudotuberculosis 1923, 108 м.к.).  После

ПЦР-типирования их взвеси высевали на пластинки двух дифференциальных

сред для получения изолированных колоний. На плотной среде  LB с 0,6 %

рамнозы  и  комплексного  бромтимолового  индикатора после  выращивания

при 28оС получали изолированные оранжевые (Y. pseudotuberculosis,  Rha+) и

зелёные  (Y. pestis subsp. pestis,  Rha-)  колонии. Ориентируясь  на  более
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типичную для каждой из двух иерсиний форму, окраску колоний и скорость

роста, отбирали по 3 однотипных клона. Второй средой была та же  LB, но

двуслойная.  Верхний  тонкий  слой  содержал  0,4 % агар  Хоттингера  с  1 %

2,3,5-трифенилтетразолхлорида.  Бактерии  засевали  в  его  толщу  для

получения  изолированных  колоний  и  выращивали  при  18оС.  Бактерии

псевдотуберкулёза, обладающие подвижностью, формировали колонии ввиде

расплывчатых  бляшек;  неподвижные  Y. pestis –  в  виде  мелких  точечных

колоний (Рисунок 11).

Рисунок 11 - Рост изолированных колоний смеси Y. pseudotuberculosis 1923

(крупные колонии) и Y. pestis Yawa (мелкие колонии) в слое полужидкого

0,4 % агара Хоттингера с 1 % ТТХ при 18оС

Колонии  рассевали  иглой,  инкубировали  при  28оС.  Отбирали  по  3

однотипных  клона.  Полученные  культуры  после  выращивания  при  28 о и

37 оС  тестировали  на  специфические  для  возбудителя  чумы  капсульный

антиген F1 и продуцируемый независимо от наличия капсулы и других форм

изменчивости антиген FV, соответственно, в реакции объёмной агломерации

(РОА)  и  коагглютинации  (КоА).  Позитивно  реагирующие  с  обоими

диагностикумами и только с парой праймеров «vlm12/IS216» оценивали как

субкультуры Y. pestis. Негативные в обоих иммунологических тестах клоны,
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но позитивные в ПЦР только с парой праймеров «JS»,  считали изолятами

Y. pseudotuberculosis. 

Клоны, позитивные в ПЦР только с парой праймеров «vlm12/IS216» и в

КоА-тесте  на  FV,  но  негативные  в  РОА  на  F1-антиген,  оценивали  как

потомство  Fra– штамма  Y. pestis Yawa.  Чистоту  культур  дополнительно

контролировали с помощью тех же пар видоспецифических «vlm12/IS216»

и«JS» праймеров, но раздельно. ПЦР проводили по стандартному методу.

В заключение видовая принадлежность полученных в итоге клонов была

подтверждена путём полной идентификации по официально утверждённой

схеме  [128,  170]. Использование  единичных  видоспецифических  пар

праймеров  и  единичных  локусов  для  детекции  бактерий  двух

близкородственных  видов  иерсиний,  находящихся  в  смеси  в  одной пробе,

значительно  упрощает  задачу  и  снижает  затраты  времени  и  средств  на

выполнение анализа. При этом точность ответа не страдает.

Известно, что возбудитель псевдотуберкулёза, циркулируя в природных

очагах чумы среди грызунов, может вызывать инфекцию хронического типа.

Обе  иерсинии,  в  силу  очень  близкого  родства,  имеют  целый  ряд  общих

антигенов  [282].  Это  создает  условия  для  появления  среди  грызунов-

носителей  Y. pseudotuberculosis определённой  иммунной  прослойки,  у

которых заболевание чумой не происходит или протекает менее остро [74,

179].  Именно в  организме  таких  умеренно  иммунных  носителей  могут

возникать изменённые, но реверсибельные формы Y. pestis, уклоняющиеся от

детекции,  Именно их  необходимо отличать  от  «соседствующих»  бактерий

псевдотуберкулёза. Использование пар праймеров «vlm12/IS216» и «JS», а в

дополнение к ним иммунодиагностикумов на антигены F1 и FV значительно

повысит эффективность поиска и доступность анализа смешанных культур,

даже в случае изменённых штаммов.
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Глава 5. ОСОБЕННОСТИ СВОЙСТВ И ДЕТЕКЦИИ ШТАММОВ

Y. PESTIS,  НЕ  ПРОДУЦИРУЮЩИХ  КАПСУЛЬНЫЙ  АНТИГЕН

«ФРАКЦИЯ 1»

Из  атипичных  штаммов  «бесфракционные»  являются  наиболее

потенциально  опасными.  Во-первых,  в  отсутствии  F1  антигена  становятся

практически  не  эффективными  основные  диагностические  приёмы.  Во-

вторых,  вызывая  атипичные  трудноузнаваемые  формы  инфекции  и

преодолевая  специфический  противочумный  иммунитет  Fra– штаммы

способны  сохранять  вирулентность  для  людей.  К  тому  же  патогенез  Fra–

штаммов  имеет  свои  особенности,  а  возбудитель  может  локализоваться  в

труднодоступных  местах  организма  носителей,  в  том  числе  в

инкапсулированных  абсцессах,  недоступных  исследователям  при  жизни

объекта.  Поэтому  попытки  выделить  культуру  возбудителя  инфекции  по

традиционной схеме даже при летальном исходе не всегда удачны.

Трудности  диагностики  заболевания  создают  условия  для  ошибок  в

лечении и оценке прогноза пациентов или определении активности природных

очагов.  К  тому  же часть  вариантов  Fra– штаммов  может  иногда  вызывать

сепсисные токсические проявления и внезапно реверсировать к Fra+ фенотипу,

вызывая закономерные эпидемические или эпизоотические последствия. Всё

это побудило нас более подробно исследовать «бесфракционные» штаммы и

проверить  предлагаемые  нами  приёмы  обнаружения  возбудителя  в  ходе

тестирования  материала  на  биопробах  с  учётом  особенностей  клиники  и

трудностей выявления возбудителя на отдельных этапах заболевания у разных

видов животных.

5.1. Некоторые свойства «бесфракционных» штаммов Y.pestis и 

подходы к их идентификации

В  этом  разделе  представлена  краткая  характеристика  биологических

свойств  исследованных  «бесфракционных»  штаммов  Y. pestis различного
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происхождения.  При  их  идентификации  проведена  апробация  основных

принятых  в  практике  тестов,  а  также  осуществлена  попытка  найти

биологическую модель более  чувствительную к  таким штаммам,  чем белые

мыши и морские свинки, способную повысить эффективность биологического

метода выявления этой атипичной формы возбудителя чумы.

В  работе  использована  группа  клонированных  культур,  а  также

природные и ранее полученные лабораторные штаммы основного подвида

Y. pestis из  МЖК и  рабочей  коллекции лаборатории микробиологии чумы

РостНИПЧИ.  Исходные  штаммы  были  выделены  из  разных  природных

очагов,  от  разных  источников,  в  том  числе  и  от  больных  людей  из

зарубежных  очагов.  Штаммы  не  продуцировали  антиген  F1  из-за:  а)

спонтанной  утраты  pFra плазмиды;  б)  спонтанно  возникшей  дефектности

генов  caf-оперона и в)  направленной на плазмиду  pFra IS-опосредованной

встройки  транспозона  Tn10/TcR [78]. В  общей  сложности  коллекцию

составляли  клоны  и  субкультуры  22  штаммов  подвида  «subsp. pestis»:  4

(Манчьжурия), 16К, 31а,  C-64,  P121B, 126, 139, 84, 942, 252, 363-1, 375,  C-

393, С-534, 923, 1166, 1209, 1330, 1450, 1592, 2442, 2232. Контрольным был

штамм Y. pestis 231 Fra+, (pFra)+.

Культуры исследуемых штаммов росли в виде типичных колоний. Все

они  содержали  плазмиды  кальцийзависимости,  пестициногенности  и

экспрессировали связанные с ними свойства, а также сорбировали пигмент

(конго-рот), хотя в популяциях многих штаммов содержались в значительном

меньшинстве  или  в  единичном  числе  Pgm– клоны.  Проявляли  различную

степень  чувствительности  к  чумному  диагностическому  фагу  Покровской.

При скрининге плазмид отсутствие определяющей F1-антиген плазмиды pFra

обнаружено у шести штаммов (№№ штаммов приведены ниже в таблице 10).

Визуально определяемых отличий размеров  pFra плазмид от типичных для

основного подвида у «бесфракционных» штаммов, не обнаружено.

ДНК всех  исследованных  штаммов позитивно  реагировала  в  ПЦР со

специфическими для возбудителя чумы праймерами «vlm12/IS216» и «3а». 
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У  всех  исследованных  штаммов  и  их  клонов  антиген  F1

иммунологически  достоверно не  определялся в титре 108 м.к.  Но все  они

позитивно реагировали в КоА на антиген FV, детерминируемый хромосомой.

В ПЦР с ДНК этих штаммов и парой праймеров «F1» на наличие  pFra

плазмиды  [298]  у большинства  штаммов  появлялись  ампликоны

соответствующего размера. Их не было в отдельных случаях (Рисунок 12), а

именно,  в  пробах  с  ДНК  штаммов,  которые  не  содержали  pFra и  двух

штаммов,  не  продуцирующих  F1-антиген,  но  сохраняющих  эту  плазмиду

(2442-11, 252-624).

А                                                                      В

Рисунок 12 - Результаты ПЦР-анализа ДНК штаммов Y. pestis с праймерами

F1(Neubauer)(A) и vlm12/IS216-(В):

1 - Маркеры М.м; 2 – 231 Fra+ (pFra)+; 3 – С-534 Fra± (pFra)+; 4 – 31а-3 Fra- (pFra)
+; 5 – 2442(11) Fra– (pFra)+; 6 – 252(624) Fra– (pFra)+. Электрофорез проводили в

2 % агарозном геле. Окраска EtBr

Часто в пробах появлялись также полосы неспецифических ампликонов.

Это  вынудило  нас  сконструировать  собственные  праймеры  на  caf-гены  и

провести  дополнительные исследования,  которые описаны ниже в  разделе

5.3.
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5.2. Эксперименты на биопробных животных, различающихся по 

чувствительности к Fra- штаммам Y. pestis, и идентификация 

выделенных от них культур

Биологический  метод  при  идентификации  бактерий  Y. pestis является

обязательным.  Данные  литературы  об  избирательной  вирулентности

«бесфракционных» бактерий  Y. pestis и возможных отклонениях в клинике

инфекции  (см.  обзор  литературы),  которые  могут  повлиять  на  ход

диагностики и исследования биопроб, побудили нас провести тестирование

16 атипичных коллекционных Fra– штаммов и их клонов на модели биопроб.

Для  этого  использовали  белых  мышей,  морских  свинок  и  ранее  не

испытанных монгольских песчанок.

После заражения (103-106 м.к.) часть белых мышей гибла через 8-11сут, в

единичных  случаях  –  через  15  сут.  Срок  жизни  мышей,  заражённых

контрольным  Fra+  штаммом  Y. pestis 231,  был  в  пределах  3-5  сут.  Шесть

вариантов оказались авирулентными для мышей (2442-630, 31а-3, 2442-626,

С-64, Р121В, 1592).

Восемь  из  исследованных  штаммов  вызывали  гибель  всех  белых

мышей,  при  обеих  заражающих  дозах.  Остальные  индуцировали  гибель

только части мышей без чёткой корреляции с заражающей дозой. От павших

мышей были выделены культуры. Их исследовали на наличие F1-антигена. 

У большинства из них результаты РАО на F1 в титре 108 м.к. оценивали как

недостоверные сомнительные (±)  при позитивной реакции у  контрольного

штамма в титре 104 -5 м.к.

Шестнадцать  Fra– вариантов,  пассированных  через  организм  белых

мышей, были использованы для последующего заражения морских свинок.

Морские свинки пали при заражении только бóльшей дозой бактерий (108

м.к.) 8 из 16 штаммов (2442-10, 252-624, 923-6 и 923-10, 16К-1-622 и 16К-4-

554, 31а-7, 4-908), а после заражения дозой 103 м.к. только в случае двух Fra–

штаммов (4-908 и 16К-1-622). Свинки гибли через 8-15 сут. А в опытах со
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штаммом  16К-1-622  от  меньшей  дозы  одна  свинка  пала  на  30  сут.

Воспалительный процесс был наиболее выражен в селезёнке, которая была

увеличена в 3 раза и содержала абсцедирующие некротические ядра, диаметр

которых  достигал  3-5  мм (Рисунок 13А).  Похожие изменения  в  селезёнке

описаны ранее  [69]. Лимфоузел  в  месте  введения  был также увеличен.  У

остальных павших свинок картина была менее выражена, но некротическиё

изменения в селезёнке были значительно бόльшими, чем после заражения

высоковирулентным Fra+ штаммом Y. pestis 231.

От всех павших морских свинок при посеве селезёнок была выделена

Fra– культура Y. pestis. В одном случае (морская свинка, павшая через 30 сут,

штамм  16К-1)  на  газоне  посева  выросла  сплошь  посторонняя  флора.

Проверка ДНК этого бактериального роста в ПЦР показала наличие в ней

примеси хромосомной ДНК чумного микроба. С учётом данных ПЦР были

проведены  дополнительные  пересевы  смешанной  культуры  с  агара  и  из

бульона методом изолированных колоний, а также повторного рассева ткани

селезёнки. В результате после 2-3 пересевов была получена чистая культура

Fra– штаммов  Y. pestis,  которую  мы  могли  бы  упустить  без  контроля  с

помощью  ПЦР  (Таблица  9).  Все  выделенные  Fra– культуры  Y. pestis

реагировали позитивно с КоA-диагностикумом на FV.

Выживших  морских  свинок  без  внешних  признаков  заболевания

забивали, усыпляя хлороформом, и вскрывали. Из органов делали высев на

агаровую  среду, а  фрагменты  селезёнки  использовали  для  приготовления

суспензий  её  клеток  в  физиологическом  растворе,  которую  высевали  в

бульон. Посевы на агар и в бульон контролировали на наличие роста чумного

микроба.  Суспезию  ткани  селезёнки  тестировали  серологически  на  F1

антиген и c помощью ПЦР (праймеры «vlm12/IS216» и «3а») на присутствие

хромосомной ДНК Y. pestis.

На  носительство  чумной  инфекции  были  исследованы  20  морских

свинок. У пяти были обнаружены выраженные в разной степени изменения в

селезёнке в виде увеличения её размера, усиления зернистости структуры и
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мелкие  некротические  абсцедирующие  очажки  (Рисунок  13В).  Лёгкие  и

печень,  как  правило,  были  без  изменений.  Чумную  инфекцию  удалось

подтвердить у трёх из этих животных. 

У одной их забитых свинок в первичном посеве на агаре и при высеве из

бульона  был  «подавляющий»  рост  вторичной  флоры.  ПЦР  (праймеры

«vlm12/IS216»  и  «3а»)  с  ДНК  из  бактериального  роста  в  бульоне  дала

положительный  результат.  Рассев  до  изолированных  колоний  бульонного

роста смеси бактерий позволил выделить культуру чумного микроба. Такой

же «загрязнённый» посев был после вскрытия второй свинки. В этом случае

специфические  ампликоны  были  обнаружены  в  ПЦР  с  праймерами

«vlm12/IS216» в материале из селезёнки. После вторичного посева бόльшего

количества  материала  из  селезёнки  и  последующего  двукратного  рассева

выделена  Fra– культура чумного микроба. В третьем случае при первичном

посеве  культура возбудителя  чумы не выделена,  однако после  проведения

ПЦР  специфические  для  Y. pestis ампликоны  обнаружены  в  пробах  с

материалом селезёнки и в бульонной пробе. Чистая культура выделена после

двукратного  рассева  первичного  агарового  роста.  В  посевах  селезёнки

свинок, павших в более короткие сроки, выделялась чистая культура Y. pestis,

позитивно реагирующая с КоА-диагностикумом на антиген  FV и в ПЦР с

парой  праймеров  «vlm12/IS216».  Таким  образом,  из  20  забитых  морских

свинок,  исследованных  через  30  суток  после  инъекции  вирулентных  для

мышей  Fra– штаммов  Y. pestis,  благодаря  сигнальным  результатам  ПЦР  с

праймерами  «vlm12/IS216»  и  дополнительным  микробиологическим

манипуляциям, у трёх свинок удалось обнаружить в организме и выделить 
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Таблица 9 - Характеристика летальности Fra- штаммов Y. pestis и эффективность их детекции в посевах и в ПЦР

Вид
живот-

ных

Исход
инфек-

ции

Срок
жизни,

сут.

Всего
иссле-
довано
живот-

ных

Культура
Y. pestis в

первичном
посеве «от-
печатков»
селезёнки

ПЦР с праймерами «vlm»*,
«3»a и с материалом:

Выделено  культур  Y. pestis из:
20 морских свинок

Всего
культур
Y. pestis

культу-
ра из

посевов
-«отпе-
чатков»

культу-
ра в

буль-
оне

ткань
селезён

ки

Вторич-
ный
рассев
роста  из
«отпечат-
ков» 

Вторич-
ный
рассев
роста  из
бульона

Повтор-
ный  пос-
ев селезё-
нки с рас-
севом  по
агару***

Мор-
ские

свинки

павшие
8 3 +3 + – + н/и н/и н/и 3

14-15 5 +5 + – + н/и н/и н/и 5
30 1 ±? и ВФ** – – + – – + 1

выжив-
шие

(заби-
тые)

30

17 – – – – – – – 0
1 ВФ – + – – + н/и 1
1 ВФ – – + + – н/и 1

1
интенсив-
ный рост

ВФ
– + + – – + 1

Монго-
льские
песчан

ки

павшие 3-4 24 +24 + н/и + н/и н/и н/и 24

Пояснения  –  «vlm*» =  vlm12/IS216;   н/и –  не  исследовали.  **  – ВФ – вторичная  флора;  *** – хранение при +4оС; ±?-

начальный рост подозрительных на Y. pestis отдельных колоний
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Рисунок 13 - Некротические узлы в селезёнке (фрагмент органа) морских

свинок, заражённых Fra–– штаммами Y. pestis.

(А) – павшая на 30 сут (№16К-1); (В) - забитая в тот же срок (№252 - 624).

Культуры Y. pestis выделены после повторного «отпечатка» селезёнки с

рассевом материала фрагментом селезёнки по поверхности агара.

сохранившиеся  бактерии  чумы  при  отсутствии  визуально  заметных

проявлений заболевания.

Учитывая,  что  монгольские  песчанки  оцениваются  как

высокочувствительные  к  чумному  микробу  основного  подвида,  и  не

располагая данными об их чувствительности к «бесфракционным» штаммам

чумного  микроба,  мы инфицировали  группу  из  24  монгольских  песчанок

теми  же  Fra– вариантами  штаммов,  которые  были  использованы  для

заражения морских свинок. Все песчанки пали в короткие сроки (3 – 5 сут)

без резких изменений внутренних органов, кроме гиперемии селезёнки, и от

всех заражающих доз. Культуры выделены из селезёнок всех песчанок. Во

всех пробах в ПЦР были обнаружены также ампликоны, свидетельствующие

о наличии в селезёнках чумного микроба. Таким образом, результаты опытов

показали  более  высокую  чувствительность  монгольских  песчанок  к

исследованным  нами  Fra– штаммам  по  сравнению  с  белыми  мышами  и
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морскими свинками. Это позволит совершенствовать биологический метод

детекции Y. pestis и облегчит её иммуно- и ПЦР-диагностику.

5.3. Возможные подходы для выяснения причин нарушения 

продукции антигена F1

Выше уже сообщалось, что природные механизмы нарушения продукции

F1-антигена  могут  быть  разными:  утрата  pFra или  нарушение функций  caf-

оперона за счёт повреждений составляющих его отдельных генов. 

ПЦР с ДНК всех штаммов и праймерами «vlm12/IS216»,  а  также КоА-

реакция с диагностикумом на дополнительный диагностический антиген  FV

давали  положительные  результаты,  что  доказывало  принадлежность

исследуемых  Fra– культур  к  виду Y. pestis,  несмотря  на  отутствие  у  них

основного диагностического антигена F1. Контрольные штаммы (2442 исх, 923

исх,  231  исх)  с  плазмидой  pFra продуцировали  F1–антиген,  а  в  ПЦР

формировались  специфические  ампликоны со всеми праймерами к  четырем

генам  caf-оперона. У опытных штаммов, не содержащих ДНК плазмиды pFra

(126, 942, 1450, 2232, 1450), результаты ПЦР с праймерами на все четыре гена

caf-оперона были отрицательны из-за отсутствия матричной плазмидной ДНК.

При нарушенном синтезе  F1 антигена в присутствии детерминирующей

его  плазмиды у части  штаммов не формировались некоторые специфические

ампликоны,  что  свидетельствовало  о  дефектах  в  разных  фрагментах  caf-

оперона,  комплементарных  праймерам.  Так,  у  штаммов  2442(630)-11,  16К-

4(554),  252(624),  84,  144 ампликоны не формировались  в  присутствии пары

праймеров на структурный  caf1 ген. У штамма 139 и того же 84 обнаружен

дефект  в  регуляторном  гене  cafR.  А  у  штаммов  1166,  1209  и  1330(555)

нарушения были во вспомогательном гене caf M, отвечающем за внеклеточное

состояние антигена. Дефект гена ашера (cafA), контролирующего первичную

модификацию субъединиц, выявлен только у последнего штамма, у которого

плазмида pFra в автономном состоянии не выявлялась, а в ПЦР с праймерами
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на caf1 и сafR гены обнаруживались специфические ампликоны. Это позволяло

предположить известную интеграцию этой плазмиды в хромосому бактерии с

нарушением некоторых функций во вспомогательных генах  cafA и  cafM, или,

что более вероятно,  неоднородность популяции с наличием малой доли  Fra+

клеток, недостаточной для скрининга плазмид.

Отрицательные  результаты  ПЦР  в  данном  случае  свидетельствовали  о

наличиии  дефекта,  тогда  как  позитивные,  основанные  на  наличии

специфических  ампликонов,  указывали  только  на  присутствие

соответствующих  генов,  интактных  или,  возможно,  имеющих  точковые

нарушения, заметно не снижающие комплементарность с праймерами. Тонкий

механизм  этих  нарушений  можно  определить  только  при  завершающем

секвенированиии  ампликонов.  Изложенное  относится  к  остальным  9

«бесфракционным» штаммам с позитивными результатами ПЦР (Таблица 10). 

На  данном  этапе  работы  можно  сделать  два  вывода:  один  –  о

существовании  различий  в  механизме  повреждений  caf-оперона  при

формировании  Fra– фенотипа  у  разных  штаммов;  другой  –  о  том,  что

позитивная  ПЦР  с caf-праймерами  свидетельствует  о  наличии  у  бактерий

специфической для  Y. pestis ДНК  pFra плазмиды, отвечающей за синтез  F1-

антигена,  несмотря на его отсутствие по данным иммунотестов.  Более того,

отсутствие  F1-антигена  при  дефекте  структурного сaf1-гена  (праймер  caf1

входит  в  диагностические  наборы)  в  совокупности  с  другими нарушениями

может вызвать сомнения в принадлежности бактерий к виду  Y. pestis. Однако

наличие ампликонов, специфических для других генов  caf-оперона, помогает

решить  эту  проблему  и  послужит  доказательством  его  наличия  и

принадлежности бактерий к виду Y. pestis. Поэтому при отрицательной ПЦР с

caf1-праймером эффективнее будет использовать набор праймеров, каждый из

которых на отдельный саf- ген. 

Из  6  исследованных  Fra– штаммов  Y. pestis subsp. pestis лишённых

плазмиды pFra, ДНК пяти штаммов не реагировала в ПЦР с парой праймеров

на структурный  caf1 ген. Исключение составил штамм  Y. pestis 1330(555). У
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него  можно  предположить  интеграцию  плазмиды  в  хромосому  [147] с

прекращением  синтеза  антигена  F1  или  выраженную  неоднородость

популяции  с  исключительно  малой  долей  клеток  (рFra)+.  На  данном  этапе

изучения  «бесфракционных»  штаммов  мы  пока  ограничились  изучением

клеточного  состава  популяции  в  НИМФ  с  помощью  МКА  к  эпитопам  F1

антигена.  В  итоге  в  мазках  были  обнаружены только единичные  клетки  со

специфическим  свечением  на  фоне  обильного  расположения  несветящихся

клеток  культуры  в  поле  зрения  (Рисунок  16). Положительные  результаты

НИМФ  с  МКА  к  F1  с  полноценным  свечением  у  других  штаммов  не

обнаружены.  В  то  время  как  с  диагностикумом  на  FV все  пробы  с

исследованными Fra– штаммами Y. pestis были положительны.

Полученные нами результаты ПЦР свидетельствуют о различных нарушениях

генной структуры caf-оперона у исследованных штаммов и об эффективности

предложенных праймеров «caf1(tal)», «cafR(tal)», «cafА(tal)» и  «cafМ(tal)» для

их выявления. Пока нет возможности полностью выяснить тонкие механизмы

природной  изменчивости  caf-оперона.  Но  результаты  показывают

перспективность  начатых  нами  исследований  относительно  особенностей

экспрессии  генов,  расположеных  на  рFra [338]. Выяснение  их  будет

способствовать  решению  проблем,  связанных  с  «бесфракционными»

атипичными  штаммами  Y. pestis.  Полезным  в  этом плане  будет  также

сопоставление  результатов ПЦР с  caf-праймерами и изменений  caf-оперона у

Fra– штаммов  с  опубликованными  итогами  эпитопного  МКА-анализа

изменённых генных продуктов [303].
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Таблица 10 - Результаты ПЦР-анализа некоторых Fra– штаммов Y. pestis

Штаммы РАО
на F1 pFra

* 
Праймеры

Серо-
логиче
ский
тест,
КоА
FV

Летальность
для морских

свинок«vlm
12/IS»

«caf
R
(tal)»

«caf1
(tal)»

«caf
A
(tal)»

«caf
M

(tal)»

2442-10 ± + + + + + + + ±
2442(626) ± + + + + + + + не опр
2442(630)- ± + + + – + + + не опр
4(908) – + + + + + + + +
16К4(554) ± + + + – + + + ±
16К1(622) – + + ± +сл + + + +
252(557) ± + + + + + + + не опр.
252(624) – + + + – + + + ±
252-2(628) ± + + + + + + + не опр.
31а 2/3 ± + + + + + + + не.опр.
923-10 (621) ± + + + + + + + ±

923-6(552) – + + ± + + + + ±

Р121В – + + + + + + + +
С64 – + + + + + + + не опр.
84 – + + – – + + + не опр.
139 ± + + – + + + + не опр.
144 – + + + – + + + не опр.
1166 ± + + + + + – + не опр.
1209 ± + + + + + – + не опр.
2442 исх 4+ + + + + + + + не опр.
923 исх 4+ + + + + + + + +
231 4+ + + + + + + + -
1330(555)** ± – + + + – – + хроника  ***
126 – – + – – – – + -
144 – – + – – – – +
942 – – + – – – –- ± не опр.
С-393 – – + – – – – + -
1450 – – + – – – – + -
И2232 – – + – – – – + -
Пояснение -  pFra* - наличие плазмиды в автономном состоянии;** - возможная
интеграция pFra с хромосомой; РАО: ± сомнительный результат в 108 м.к.; ПЦР ±
очень малое кол-во ампликонов; Летальность: ± пала только часть животных; +
пали все; «–» все выжили. ***– забита на 30 сут, выделена культура
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Рисунок 14 - Результаты ПЦР-анализа ДНК «бесфракционных» штаммов

Y. pestis c праймерами – «сafR(alt)» (размер ампликона 170 п.н.). Электрофорез

проводили в 2 % агарозном геле. Окраска EtBr. Маркеры М.м.;

1 –1330(555) (pFra)–; 2 – 252(624) (pFra)+; 3 – 2442 (630) (pFra)+;

4 – 139 (pFra)+; 5 – 126 (pFra)–; 6 – 84 (pFra)+; 7 – С-393 (pFra)–

Рисунок 15 - Результаты ПЦР-анализа ДНК «бесфракционных» штаммов

Y. pestis c праймерами – «сaf1(alt)» (размер ампликона 307 п.н.):

Электрофорез проводили в 2 % агарозном геле. Окраска EtBr.

1 – М.м., п.н.; 2 – 1330(555)(pFra)–*) интеграция в хромосому; 3 – 2442(626) (pFra)+;

4 – 144 (pFra)+; 5 – 16К(554) (pFra)+; 6 – 126 (pFra)–; 7 – 16К(622) (pFra)+;

8 – 1450 (pFra)–;
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Рисунок 16 - Единичные светящиеся клетки «бескапсульного»(±) штамма

Y. pestis 1330(555)(pFra)– в НИМФ с МКА к F1 на фоне несветящейся массы

клеток основной  части популяции (концентрация взвеси 1010 м.к./мл)

Результаты  наших  экспериментов  позволили  сформулировать  несколько

положений  об  исследованных  Fra– штаммах.  Штаммы,  которые  сохраняют

основные  детерминанты  вирулентности  по  Burrows,  кроме  «Fra»,  при

подкожном  заражении  белых  мышей  и  морских  свинок  могут  быть

авирулентными  или  в  различной  степени  вирулентными,  способными

вызывать  значительно  пролонгированное  заболевание  чумой  с  гибелью

единичных  животных,  зависимой  не  от  заражающей  дозы,  а  от

индивидуальной  чувствительности  животных.  Это  в  определённой  степени

согласуется  с  ранее  известными  фактами.  Однако,  как  показано  нами,  в

отличие  от  белых  мышей  и  морских  свинок,  монгольские  песчанки

высокочувствительны к возбудителю «бесфракционной» чумы при подкожном

заражении  и  в  100 % погибают  от  острой  чумы  в  сроки,  характерные  для

заражения полноценными штаммами возбудителя.  Поэтому эти грызуны,  на

наш взгляд,  будут полезны как объекты биопроб при диагностике и поиске

«бесфракционных» штаммов в природных очагах.
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Судя по данным исследования нашей коллекции, появление в природе Fra–

штаммов чаще связано с дефектами разных генов caf-оперона плазмиды pFra.

Поэтому в части случаев праймеры, комплементарные интактным фрагментам

этих  caf-генов,  в  совокупности  могут  помочь  выявить  плазмиду  pFra с

дефектами и способствовать идентификации «бесфракционных» штаммов. 

Fra– штаммы чумного микроба, даже при наличии отдельных отклонений

по другим признакам, могут быть достоверно идентифицированы с помощью

КоА диагностикума на FV антиген и ПЦР с праймерами «vlm12/IS216».

Редкие случаи выявления Fra– возбудителя у морских свинок, павших или

забитых  в  конце  срока  наблюдения  (30  сут),  обусловлены  низкой

концентрацией возбудителя в органах (с возможной его инкапсуляцией), что

требует  более  детального  бактериологического  исследования  при  наличии

положительного «сигнала» ПЦР, которая  имеет значительные преимущества

перед микробиологическими методами. Полученные нами данные позволяют

предположить, что при хроническом течении чумы имеет место значительное

ослабление  иммунного  статуса  носителя  и  активация  аутогенных

микроорганизмов.  Это  приводит  к  циркуляции  в  организме  смешанных

культур и трудностям выделения чистой культуры чумного микроба, которые

нам удалось преодолеть.

Патогенетические  изменения  при  затяжных  формах  чумы  во  многом

могут походить на возникающие при псевдотуберкулезе, поэтому при анализе

культур  и  биологического  материала  потребуется  исключить  возбудителя

псевдотуберкулёза и, прежде всего, целесообразно проверить материал в ПЦР

с хромосомными праймерами «JS».

Глава 6. ИССЛЕДОВАНИЯ РЕКОМБИНАНТОВ 
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Y. PSEUDOTUBERCULOSIS С ПЛАЗМИДАМИ ВОЗБУДИТЕЛЯ ЧУМЫ 

6.1.  Некоторые  свойства  рекомбинантных  вариантов  возбудителя

псевдотуберкулёза  с  плазмидой  pFra бактерий  чумы  и  подход  к  их

детекции

Считают, что одним из этапов эволюционного становления Y. pestis было

приобретение её предполагаемой предшественницей Y. pseudotuberculosis O:1b

[208], помимо собственной плазмиды Ca2+-зависимости двух дополнительных

гибридных плазмид pPst и pFra ставших видоспецифическими [208, 257, 302].

Возбудители  чумы  и  псевдотуберкулёза  одновременно  циркулируя  в  одном

природном  очаге  и  вызывая  смешанные  инфекции  [17,  40,  153], могут

попадать в условия, способствующие их обмену плазмидами и формированию

в  очаге  клонов  Y. pseudotuberculosis c видоспецифическими  плазмидами

Y. pestis.  Возникновение  таких  рекомбинантов  может  осложнять

идентификацию  двух  иерсиний.  Сохранение  рекомбинантных  клонов  в

природе во многом зависит от особенностей их патогенетической активности и

стабильности сохранения плазмид. Однако поиск природных рекомбинантов

целенаправленно  не  ведется  из-за  отсутствия  эффективных  приемов,  малой

изученности свойств и способности выживать в естественном биоценозе.

Необходимы методы контроля не только над рекомбининтами возбудителя

псевдотуберкулёза  в  природных  очагах  чумы.  Настораживают  сведения  об

экспериментах  по  получению противочумной  вакцины  путём  передачи  caf-

генов  pFra плазмиды  возбудителю  псевдотуберкулёза  [236,  270]  при

недостаточном  изучении  их  биологической  активности.  Представляет

опасность  намеренное  распространение  таких  рекомбинантов  с  неясной

патогенетической  активностю  и  способных  создать  трудности  для

бактериологов-диагностов. В общей сложности, для решения возникающих в

этих ситуациях проблем важно хорошо разбираться в последствиях введения
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caf-генов в бактерии псевдотуберкулёза  и иметь  надёжные диагностические

тесты, позволяющие быструю идентификацию таких рекомбинантов.

В  связи  с  этим  нам  представилось  целесообразным  определить

биологическую  активность  «плазмидных»  рекомбинантных  штаммов

Y. pseudotuberculosis и разработать подходы к их детекции. В большей степени

нас интересовала маркерная плазмида pFra, которая, как предполагается, после

получения  её  бактериями  Y. pseudotuberculosis от  неизвестного  донора,

возможно Salmonella – [172, 262, 309], участвовала в повышении патогенности

и превращении бактерий псевдотубереклёза в Y. pestis [208].

В экспериментах использовали штаммы, хранившиеся в коллекции нашей

лаборатории  микробиологии  чумы  и  других  иерсиниозов:  (1)  послуживший

ранее донором плазмид чумной вакцинный штамм EV76 (pFra::Tn5, pCad::Tn7,

pPst),  две  из  трёх  плазмид  которого  были  предварительно  маркированы

транспозонами;  (2)  вирулентный  штамм  Y. pestis 231(pFra::Тn5,  pCad::  Tn7,

pPst);  (3)  штаммы-реципиенты  Y. pseudotuberculosis 52,  100,  210.  296,  463  и

1923(493)(бесплазмидный); а также (4) их рекомбинантные варианты, которым

эти меченные транспозонами плазмиды были ранее переданы при трансдукции

фагом  P1cml clr 100ts pl,  с  помощью  конъюгации,  опосредованной

нестабильной  R-плазмидой  или  в  составе  коинтеграта  с  конъюгативной

плазмидой [78, 79].

Из  фенотипических  свойств  в  популяции  имеющихся  рекомбинантов

Y. pseudotuberculosis нами обнаружено почти половина клонов с нарушением

подвижности  и  с  дефектами  по  признаку  денитрификации.  Поскольку

рекомбинантам Y. pseudotuberculosis pFra плазмида была передана с помощью

разных методов (трансдукция, коперенос с конъюгативной плазмидой, перенос

в составе коинтеграта с конъюгативной векторной плазмидой) для объяснения

изменений фенотипа требуются дополнительные исследования их механизма и

причастности  к  этому  векторных  репликонов.  В  настоящий  момент  можно

лишь  констатировать  эти  результаты  и  принимать  их  во  внимание  при

видовой идентификации  и  при  конструировании

112



экспериментальных вакцинных  штаммов  Y. pseudotuberclosis с  pFra

плазмидой. 

Антиген  F1  в  культурах  донора  плазмид  и  штамма  Y. pestis 231  с

замещённой плазмидой рFra::Tn5 в РАО определялся в титре 0,25-0,5.105  м.к.

Для  рекомбинантных  штаммов  Y. pseudotuberculosis этот  показатель  был  на

порядок  ниже  (0,2-0,4.106 м.к.).  Реципиентные  штаммы  Y. pseudotuberculosis

его не продуцировали вообще. В ПЦР с праймерами «caf1» и «F1»(Neubauer)

специфические  ампликоны  регистрировали  в  пробах  с  ДНК  всех  штаммов,

использованных  в  опытах  иерсиний,  кроме  реципиентных,  не  содержащих

pFra.  Для  исследования  патогенетической  активности  и  иммуногенности

отобрали  рекомбинанты одного  бесплазмидного  штамма (1923),  полученные

при  трансдукции  и  не  содержащие  дополнительных  векторных  плазмид.

Летальный  эффект  определяли  у  плазмидных  рекомбинантов

Y. pseudotuberculosis 1923  с  одной  и  двумя  плазмидами  чумного  микроба

(Рисунок 17) на модели белых мышей при внутрибрюшинном введении 108 и

109 м.к. (Таблица 11). В присутствии одной плазмиды pFra::Tn5 он был заметен

лишь при заражающей дозе 109 м.к., а после дополнения pCad::Tn7 плазмидой,

аналогом  которой  обладают  многие  природные  штаммы  возбудителя

псевдотуберкулёза,  эффект стал  очевидным.  То есть  он был чётко выражен,

только при совмещении двух плазмид. Бактерии, ранее авирулентные, можно

было оценить при совмещении двух  плазмид как  слабовирулентные,  но и  с

большей патогенетической активностью, чем штамм противочумной вакцины

Y. pestis EV76. 

Одна  плазмида  pCad::Tn7  вирулентность  рекомбинантов  для  мышей  не

обеспечивала. При инфицировании обеими дозами бактерий летальный эффект

для мышей у рекомбинантов был выше, чем у донора плазмид, контрольного

штамма Y. pestis EV76 (pFra::Тn5, pCad::Tn7, pPst).
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Рисунок 17 - Плазмидный состав рекомбинантов Y. рseudotuberculosis1923 с

плазмидами Y. pestis EV76:

1 – 1923(pCad::Тn7); 2 - 1923(pFra::Тn5); 3 – 1923(реципиент)

4 - Y. pestis EV76 (донор); 5 – 1923(pFra::Тn5+ pCad::Тn7)

Таблица 11 – Летальный эффект рекомбинантов штамма Y. pseudotuberculosis

1923 с плазмидами Y. pestis (белые мыши, внутрибрюшинное заражение):

Штамм

Плазмиды
Y. pestis

Отношение числа заражённых мышей к
числу павших

109 м.к. 108 м.к.

абс.
числа

 % пав-
ших

абс.
числа

 % павших

Y. pestis
EV76 (донор)

pFra::Tn5,
pCad::Tn7,

pPst
12/3 25 12/0 0

Y.pseudotuberculosis
1923 (реципиент)

- 12/0 0 12/0 0

Y.pseudotuberculosis
1923R (р

комбинанты)

pCad::Tn7
12/0 0 12/0 0

pFra::Tn5
12/8 67 12/0 0

pFra::Tn5+
pCad::Tn7

12/12 100 12/11 92
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В  культурах  из  посевов  селезенок  от  павших  белых  мышей,

инфицированных  бактериями  Y. pestis EV76  и  рекомбинантами

Y. pseudotuberculosis,  в  РАО  обнаруживали  F1  антиген  в  диагностическом

титре. Однако в контрольных культурах из посевов штамма EV76 (pFra::Тn5,

pCad::Tn7, pPst) (донор плазмид) он был на 1-2 порядка выше.

Для  морских  свинок  бактерии  исследованных  рекомбинантов  при

подкожном заражении первоначально  использованной дозой (109 м.к.)  были

невирулентны, что дало возможность проверить их иммуногенность. Защита

от чумы всех морских свинок, предварительно инфицированных подкожно 109

м.к. штамма реципиента  Y. pseudotuberculosis 1923 и штамма донора  Y. pestis

EV76,  в  условиях  нашего  опыта  не  позволила  оценить  вклад  плазмид  в

иммуногенность рекомбинантов для этих животных. 

Иммуногенность  рекомбинантов  и  контрольного  штамма  Y. pestis

EV76(pFra::Тn5,  pCad::Tn7,  pPst)  для  белых мышей проверяли,  как  принято

для вакцины: при подкожном введении в дозе 104 м.к. (Таблица 12).

В этих условиях, когда штамм–реципиент  Y. pseudotuberculosis 1923 был

практически  не  протективен  в  отличие  от  донорного  вакцинного  штамма

Y. pestis EV76,  эффект  плазмид  оказался  наглядным.  Плазмида  pFra

значительно  повышала  протективность  бактерий  рекомбинантов,  а

совмещение  плазмид  делало  рекомбинанты  высокопротективными,

одинаковыми  в  этом  отношении  с  чумным  вакцинным  штаммом  EV76

(донором плазмид). Однако и в этом опыте одна плазмида pCad::Tn7 не была

активной. 

При  изучении  фагоцитоза  принято,  что  отрицательные  значения  ИЗФ

обратно  пропорциональны  способности  бактерий  размножаться  в  МФ.

Приближение  к  нулевому  значению  –  уменьшение  этой  способности,  а

положительные значения пропорционально их увеличению отражают степень

торможения  роста  бактерий  под  влиянием  бактерицидных  факторов  МФ.

Результаты  опытов  с  перитонеальными  МФ белых  мышей,  как  в  пробах  с

исходным реципиентным штаммом Y. pseudotuberculosis 1923, так и с 
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Таблица  12  - Протективность  по  отношению  к  чумной  инфекции  при  подкожном  введении  рекомбинантов
Y. pseudotuberculosis 1923 с плазмидами Y. pestis и их антимакрофагальная активность 

Штамм
Плазмиды
Y. pestis*/

Морские
свинки

(109м.к.)*

Белые мыши
(104 м.к.)*

ИЗФ6**/ бактерий выращенных при разных температурах

Заражено*/
выжило от в,

( %)

Перезаражено
выживших  от
исследуемых
штаммов /
выжило, ( %)

МФ морских свинок МФ белых мышей

37o C 28o C 37o C 28oC

Y. pestis EV76
(донор)

pFra::Tn5,
pCad::Tn7,
pPst

4/4
(100)

6/6
(100)

–(0,6±0,08) –(1,33±0,1) –(1,6±0,28) –(3,8±0,25)

Y. pseudotube-
rculosis 1923
(реципиент)

-
4/4

(100)
6/1
(17)

–(0,77±0,04) –(1,09±0,05) –(2,9±0,3) –(4,2±0,3)

Y. pseudotuber-
culosis 1923
(рекомбинанты)

pCad::Tn7
4/4

(100)
6/1
(17)

н/и н.и. н.и. н.и.

pFra::Tn5
4/4

(100)
6/5
(83)

+(0,34±0,06) –(0,18±0,04) –(0,28±0,02) –(1,0±0,2)

pFra::Tn5 +
 pCad::Tn7

4/4
(100)

6/6
(100)

+(0,25±0,02) –(0,21±0,05) –(0,39±0,08) –(0,65±0,08)

Примечание -1. *) иммунизирующая доза исследованных штаммов; 2 **/ - заражение подкожно 200 DCL (Y.pestis 231 –
DCL=100 м.к.) через 14 суток после первого инфицирования исследованными штаммами;
2  **/  -  индекс  завершённости  фагоцитоза  бактерий,  выращенных при  разных  температурах  через  6 часов  контакта  с
перитонеальными макрофагами (Σ:3; P ≤ 0,05; [10]; 3 – н.и. = не исследовано.
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рекомбинантами,  ИЗФ6  во  всех  случаях  имел  отрицательные  значения

(устойчивость  к  фагоцитозу)  вне  зависимости  от  температуры

предварительного  выращивания  бактерий.  Это  свидетельствовало  о  том,  что

МФ белых мышей были не способны противостоять бактериям этих штаммов.

Следует  лишь  отметить,  что  интенсивность  размножения  выращенных  при

37 оС рекомбинантов псевдотуберкулёзного штамма с плазмидой  pFra::Tn5 (с

одной или вместе с pCad::Tn7) в МФ белых мышей была несколько ниже, чем у

исходного  реципиента  Y. pseudotuberculosis 1923.  Выращенные  при  28оС

рекомбинанты  не  отличались  от  исходных  штаммов,  все  они  активно

размножались в МФ белых мышей. 

Результаты  определения  ИЗФ6  на  модели  перитонеальных  МФ  морских

свинок представлены в Таблице 12.  Судя по данным таблицы, приобретение

бактериями  псевдотуберкулёза  «чумных»  плазмид,  детерминирующих

отдельные  антифагоцитарные  компоненты  Y. pestis,  существенно  снижало

активность  собственных  антифагоцитарных  факторов  рекомбинантов

Y. pseudotuberculosis. Причём более резко это было выражено у рекомбинантов,

выращенных  при  37оС  и  слабее  после  28о С,  тогда  как  бактерии  донора  и

реципиента  после  инкубации  при  37оС  умеренно  размножались  в  МФ.

Выращенные при 28 оС – интенсивно нарастали по численности. В отличие от

опытов  с  белыми  мышами,  репрессия  проявлялась,  но  популяция

фагоцитированных  клеток  внутри  МФ  погибала  не  вся. Часть  её  сохраняла

способность к размножению и противостояла фагоцитозу, хотя и в значительно

меньшей степени,  чем  бактерии  исходных  штаммов донора  Y .pestis EV76 и

реципиента Y. pseudotuberculosis 1923. 

Дополнительные данные были получены через 24 ч контакта бактерий и МФ.

Более  чёткой  оказалась  разница  в  уровнях  корреляции  показателей  с

температурой  культивирования  бактерий  перед  фагоцитозом.  Выросшие  при

28оС бактерии исследованных штаммов обоих видов (донор и реципиент), через

24  ч,  активно  размножаясь,  обеспечивали  полную  гибель  МФ.  Параллельно

заегистрировано заметное размножение сохранившихся рекомбинантов.
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37 оС-бактерий донора Y. pestis EV76, умеренно размножавшихся в течение

первых  6  ч  наблюдения,  через  24  ч  в  МФ  не  обнаруживали,  что

свидетельствовало об истощении их антифагоцитарной активности,  гибели и

завершённости фагоцитоза. Близкие к «0», но отрицательные показатели ИЗФ6

у  28оС-рекомбинантов  штамма  Y. pseudotuberculosis 1923  позволяют

предполагать сохранение бактерий и медленное размножение к 24 ч периоду

устойчивой  к  фагоцитозу части популяции,  тогда  как  реципиентный вариант

Y. pseudotuberculosis 1923  сохранял  явную  способность  к  внутриклеточному

росту как через 6, так и 24 часа нахождения в МФ, вызывая их гибель. 

Иными  словами,  стойкую  антифагоцитарную  активность  бактерий

противочумной  вакцины  проявляли  только  после  выращивания  при  28 оС.

Активность  реципиентного  штамма  Y. pseudotuberculosis 1923  проявлялась  в

равной  степени  высоко  и  независимо  от  температуры  предварительного

выращивания бактерий, однако после приобретения плазмид чумного микроба,

а именно pFra,  у бактерий  Y. pseudotuberculosis 1923, выращенных при 37 оС

антифагоцитарная активность не проявлялась, как у чумного микроба, а после

инкубации при 28 оС была значительно,  но избирательно,  ингибирована.  Эти

данные  перекликаются  с  результатами  работы  [229],  где сообщается  о

способности  caf-оперона  чумного  микроба  подавлять  вирулентность

Salmonella.  Полученные  данные  свидетельствуют  о  сложных

взаимоотношениях двух иерсиний на уровне их детерминант вирулентности и о

целесообразности изучения особенностей патогенеза и подходов к диагностике

рекомбинантных форм близкородственных иерсиний in vivo.

Для  обнаружения  их  в  пробах  из  внешней  среды  и  в  биоматериале  была

использована ПЦР с праймерами «caf1» и «F1»(Neubauer) на  pFra плазмиду и

видоспецифическими  –  «JS»  и  «vlm12/IS216».  При  анализе  материала  из

селезёнок  и  культур-«отпечатков»  результаты  с  парой  праймеров  «caf1»  и

«F1»(Neubauer) были во всех пробах положительны, независимо от того, были в

пробе  только  рFra+ рекомбинанты  Y. pseudotuberculosis или  контрольные

штаммы  Y. pestis EV76  и  231.  Специфических  ампликонов  не  было  лишь  в
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пробе  с  ДНК  реципиентного  штамма  возбудителя  псевдотуберкулёза  и

рекомбинантов  с  одной плазмидой кальцийзависимости.  Синтез  ампликонов,

направленный парой видоспецифических для  Y. pseudotuberculosis праймеров

«JS», выявлен во всех пробах с материалом из селезёнок павших биопроб и в

выросших из них культурах, кроме проб с контрольными штаммами  Y. pestis,

которые  реагировали  со  специфической  для  Y. pestis парой  праймеров

«vlm12/IS216» (Рисунок 18).

Рисунок 18 – ПЦР-тестирование штаммов и проб из материала селезёнок,

содержащих: 1 – Y. pestis EV76 (донор); 2 – Y. pseudotuberculosis 1923

(реципиент); 3 – Y. pseudotuberculosis 1923 (pFra)+ (рекомбинант).

А – первичные культуры (одновременно две пары праймеров: («vlm12/IS» –

390 п.н. и «JS» – 223 п.н.); В – первичные культуры, пара праймеров

«F1»(Neubauer) – 290 п.н.; С – материал из селезёнок, содержащих

бактерии указанных штаммов, одновременно две пары праймеров

«vlm12» и «JS»; D – материал из селезёнки, содержащей бактерии

трансдуктанта Y. pseudotuberculosis 1923 (pFra)+: (31) – с парой

праймеpов «vlm12/IS216»; (32) – двумя парами праймеров

«vlm12/IS216» и «JS» (одновременно); (33) – отдельно c одной парой

праймеров «F1»(Neubauer)

В  посевах  ткани  селезёнок  мышей,  заражённых  рекомбинантами

Y. pseudotuberculosis, при положительных результатах ПЦР с праймерами «caf1»
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и «F1»(Neubauer)  и иммунологического теста  на антиген  F1,  не выявлено ни

одной  культуры,  специфически  реагирующей  с  праймерами  «vlm12/IS216»  и

подозрительной  на  принадлежность  к  чумному  микробу.  Это  подтверждает

способность рекомбинантов Y. pseudotuberculosis длительное время сохраняться

в теплокровном хозяине. Полученные результаты доказывают, что ПЦР с двумя

праймерами  («caf1»  и  «JS»)  эффективна  не  только  в  детекции  и

дифференциации бактерий двух видов иерсиний  in vitro,  in vivo и при анализе

смешанных культур.  Совместное  использование «caf1» и «JS» под контролем

отрицательных  результатов  с  праймерами  «vlm12/IS216»  открывает

возможность  поиска  рекомбинантов  Y. pseudotuberculosis с  pFra плазмидой

чумного  микроба  в  природе.  Подобные  рекомбинанты  могут  помешать

корректной интерпретации результатов иммунологических тестов на F1-антиген

и  ПЦР  только  со  специфическими  для  вида  Y. pestis «плазмидными»

праймерами. Использование в качестве основы «хромосомных» праймеров «JS»

и  «vlm12/IS216»,  направляющих  синтез  ампликонов  у  возбудителя

псевдотуберкулёза и чумы, соответственно, поможет избежать ошибок. 

Нужно также учитывать,  что возможность передачи «чумных» плазмид и

экспрессии  диагностических  плазмидных  генов  доказана  у  разных  видов

патогенных  и  условно  патогенных  бактерий  сем.  Enterobacteriaceae [115],

которые,  как  известно,  могут  циркулировать  в  природных  очагах  чумы  в

популяциях  грызунов  и  их  эктопаразитов,  и  иметь  изменённые  свойства,

затрудняющие  идентификацию  [193].  Не  исключено,  что  недостаточная

разработка адекватных приёмов скрининга может приводить к неоднозначной

интерпретации итогов исследования,  когда  при позитивных результатах ПЦР-

анализа  с  «caf»-праймерами  и  иммунологических  тестов  на  F1-антиген,

бактериологический  анализ  не  обнаруживает  типичных бактерий возбудителя

чумы. 

Вопрос  о  контакте  и  взаимоотношениях  возбудителей  чумы  и

псевдотуберкулёза  в  одном очаге  и  об  их  эволюционной  связи  в  настоящее

время нуждается в специальных исследованиях с использованием современных
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методов.  Усиление  летального  эффекта  рекомбинантов  и  стимуляция  ими

иммунной  системы  носителя,  не  переводит  их  в  ранг  вирулентных  в  той

степени,  какая  характерна  для  природных  штаммов  Y. pestis.  Эффект  не

стимулируется  одиночной  «плазмидой  вирулентности»   pCad.  Она  только

усиливает  действие  pFra,  что  свидетельствует  о  ведущей роли  pFra,  Но для

объяснения  такого  типа  синергидности  двух  плазмид нужны дополнитеьные

факты.  Достоверное  повышение  иммуногенности  рекомбинантов  для  белых

мышей в отношение Y. pestis ожидаемо. Эта способность природных штаммов

Y. pseudotuberculosis уже  описана  [56,  77].  Особый интерес  представляет

негативное  взаимодействие  с  МФ.  Оно  нуждается  в  специальных

исследованиях,  потому  что  свойством  бактерий  псевдотуберкулёза  является

способность  длительного скрытого их сосуществования с клетками РЭС при

хроническом  течении  псевдотуберкулёза  и  сложность  их  выделения  из

организма-носителя.

Представленные в диссертации данные могут быть полезным заделом при

решении проблемы рекомбинантных форм родственных иерсиний, появление и

использование  которых нам представляется  довольно  реальным.  А детальная

разработка алгоритма ПЦР-диагностики таких рекомбинантных форм иерсиний

будет способствовать их поиску в природе и контролю над ними. Такой контроль

будет  также   необходим  в  ходе  исследований  биологии  рекомбинантов,  при

конструировании противочумных вакцин и при намеренном террористическом

распространении.

ГЛАВА  7.  ХАРАКТЕРИСТИКА  АНТИГЕННОГО  КОМПЛЕКСА  FV

Y. PESTIS
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7.1. Первичная характеристика препаратов антигена FV

Результаты широкой апробации нами  авторского образца специфического

для Y. pestis антительного FV-КоА-диагностикума [21, 22] при идентифиации в

ходе  выполнения  диссертации  всевозможных  атипичных  штаммов  Y. pestis,

смешанных и рекомбинантных культур, представленные в предыдущих главах,

свидетельствуют  о  иммуноактивной  и  диагностической  ценности

составляющих  FV-антигена.  Стабильность  результатов  апробации

дигностикума  доказывает  консервативность  структуры  его  иммуноактивных

компонентов, поскольку они выявлены у всех исследованных штаммов Y. pestis

даже при существенном отклонении их фено- и генотипа от типичного. Далее

мы  приводим  дополнительные  характеристики  этого  антигена.  Это

подтверждается и данными литературы, изложенными выше. В более ранних

работах  антигенный  комплекс  «фракция  V (FV)»  охарактеризован  как

содержащий  несколько  мажорных  и  минорных  белков,  индивидуальная

иммуноактивность  которых  не  была  изучена.  Для  получения  пробных

авторских диагностикумов использовали кроме тотального FV поликлональную

кроличью  сыворотку  и  полученные  МКА  к  одному  из  эпитопов

неидентифицированного компонента FV. Учитывая положительные результаты

тестирования  полностью  бесплазмидных  штаммов  чумного  микроба  с

помощью РКоА и единственных МКА, мы отказались от дефектного  только по

pFra плазмиде  варианта  штамма  Y. pestis EV (НИИЭГ).  И  выбрали  для

экспериментов  два  других:  вакцинный  Otten 556/106  и  авирулентный

бесплазмидный штамм  Y. pestis TRU и авирулентный бесплазмидный штамм

Y. pestis TRU Отсутствие у  предлагаемого нами штамма-продуцента  Y. pestis

Otten 106/556 мажорной и средней по М.м. плазмид,  pFra и pCad исключило в

составе препарата  основных диагностических антигенов (F1 и  Vag),  которые

контролируются этими плазмидами. Полученный по описанной выше методике

препарат содержал белок в концентрации ≈900мкг/мл [286].
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Для  общей  характеристики  препарата  проведен  электрофорез  в

денатурирующих  условиях  [280]  в  полиакриламидном  геле  с  нанесением

фракции V в различных концентрациях на полиакриламидный гель, имеющий

концентрацию  12,5 %.  Результаты  электрофоретического  разделения  белков

представлены на Рисунке 19.

Рисунок 19 – Электрофоретическое разделение белков препарата

фракции V, выделенного из штамма Yersinia pestis 556 в полиакриламидном

геле концентрацией 12,5 % и содержанием ДСН 0,1 %. Окрашивание Кумасси

ярко-голубой G-250. Линия 1 – маркеры Novex, сверху вниз в kDa – 200, 100,

110, 80, 60, 50, 40, 30, 20, 15; линия 2 – маркеры LMW, сверху вниз в kDa – 97,

66, 30, 20, 14; линия 3 - 6 препарат фракции V; линии 3 – 0,5 мкл FV; линии 4 –

1,25 мкл FV; линии 5 – 2,5 мкл FV; линии 6 – 5 мкл FV

Таким образом, было установлено, что препарат фракции V содержит 

большое количество компонентов белковой природы, которые окрашиваются с 

помощью Кумасси ярко-голубой G-250 в полиакриламидном геле после 

электрофоретического разделения. Линии на форезе в геле имеют различную 

интенсивность окраски. Препарат содержит как мажорные, так и минорные 

фракции. Мажорные фракции препарата преимущественно находятся в зоне 

белков молекулярной массой от 30 до 60 и в зоне 15-17 kDa.
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Тотальный препарат антигенного комплекса FV при инъекции белым 

мышам в дозе от 50 мкг/мышь был нетоксичным. После иммунизации им 

получены две серии кроличьих IgG-анти-FV-антисывороток. Титр антител 

находился в пределах 1:512 – 1:1024. При взаимодействии антигена FV с 

лошадиной гипериммунной поливалентной чумной агглютинирующей 

сывороткой титр антител к FV антигену был выше, чем в кроличьей, и 

находился на уровне, определяемом для F1 антигена. Полученные кроличьи 

анти-FV-сыворотки агглютинировали выращенные при 28оС бактерии штамма-

продуцента Y. pestis 556/106, но не Y. pseudotuberculosis 1986 (Рисунок 20)

                                                              1                                                2

Рисунок 20 – Агглютинация на стекле с полученной кроличьей анти-FV-

сывороткой и бактериями штаммов: 1 – Y. pestis 556/106; 2 –

Y. pseudotuberculosis 1986.

124



Это  доказывает,  что  они  содержат  агглютинирующие  антитела  к

компонентам  FV.  При  определении  преципитирующего  титра  в  тесте

Ouchterlony испытали тотальный препарат FV и полученную поликлональную

кроличью  анти-FV-сыворотку  (IgG-антитела)  в  различных  разведениях.

Выявлена  одна  мажорная  линия,  которая  чётко разделялась  на  две  по  мере

разведения  сыворотки  от  1:10  до  1:80,  указывая  на  двукомпонентность

иммуноактивных составляющих антигена. Антитела к одному из компонентов

чётко  выявлялись  в  лошадиной  чумной  диагностической  гипериммунной

сыворотке.  В  смеси  кроличьих  типовых  сывороток  к  бактериальной  массе

штаммов  6-ти  основных  биоваров Y. pseudotuberculosis анти-FV-антител,

реагирующих c FV антигеном не выявлено (Рисунок 21).

Рисунок 21 - Диффузионная преципитация в 1 % агарозном геле. 1.

– нативная цельная анти-FV-сыворотка кролика; 2. – анти-FV-сыворотка

кролика 1:20; 3. - анти-FV-сыворотка кролика 1:40; 4. - анти-FV-

сыворотка кролика 1:80; 5. – фоновая сыворотка кролика до

иммунизации.

Тест  диффузионной  преципитации  ставили  также  с  использованием  в

качестве  антигена  взвеси  агаровой  культуры  (1010м.к.)  против  анти-FV-

кроличьей  сыворотки.  Во  всех  случаях  формировалась  зона  преципитата,

независимо от штамма-продуцента. Антиген визуально не выявлялся в лунке с
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бактериями  контрольного  штамма  Y. pseudotuberculosis 1986.  В  отличие  от

очищенного  антигена  секретируемые  цельными  бактериями  антигенные

компоненты образовывали размытые полосы преципитата (Рисунок 22.)

Рисунок 22 - Диффузионная преципитация анти-FV-кроличьей сыворотки

против взвеси бактерий штаммов: 1 – FV-антиген; 2 –Y. pestis 556/106;

3 – Y. pestis EV76; 4 – Y. pestis Yawa; 5 –Y. pseudotuberculosis 1986; 6 – кроличья

сыворотка против FV антигена.

Поликлональные  сыворотки,  полученные  ранее  от  мышей  BalbC,

иммунизированных  лизатом бактерий штамма-продуцента  Y. pestis 556/106  и

тотальным  препаратом  FV,  использовали  при  перекрёстной  постановке

иммуноблотта.  Показано,  что  поликлональные  мышиные  IgМ-антитела

(гибридома  Е6/Н8)  связываются  с  имеющимися  в  FV двумя  мажорными

белками с М.м. приблизительно  25 и 35 кД (Рисунок 23) 

                                      1        2      3      4              5

Рисунок 23 - Иммуноблотт лизата штамма–продуцента Y. pestis 556/106 и

антигена FV c различными специфичными сыворотками.

1 – лизат бактерий  Y. pestis 556/106 c поликлональной мышиной  сывороткой к

этому лизату; 2 – лизат бактерий  Y. pestis 556/106 c поликлональной мышиной

сывороткой  к  FV антигену;  3  –  FV антиген  c поликлональной  мышиной

сывороткой  к  лизату  бактерий  Y. pestis 556/106;  4  –  FV антиген  c

поликлональной мышиной  сывороткой к FV антигену; 5 – маркеры Мм, кД.
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Перечисленные  результаты  тестов,  а  также  обнаруженная  ранее

возможность  выделения  анти-FV-MKA доказывает,  что  полученный  нами

антигенный комплекс идентичен FV и обладает иммуноактивностью.

Дальнейшую идентификацию белка, индуцирующего синтез МКА IgM(C6/H8),

«сигнализирующих»  о  начале  инфекции,  проводили  с  помощью  некоторых

принятых в практике методов. 
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7.2. Выявление иммунологически активных компонентов FV.

Изучение компонентов «фракции V», имеющих значение для проявления

препаратом  своей  иммунологической  активности  проводилась  с  помощью

известных методических подходов, которые включают несколько этапов. А

именно:

а)  изучение компонентов  препарата  фракция  V с  помощью двумерного

электрофореза,  в  котором использовали изоэлектрическое  фокусирование в

неравновесном  градиенте  рН  и  электрофоретическое  разделения  белков  в

геле с линейным градиентом плотности акриламида (8–16 %);

б)  выявление  наиболее  иммунологически  активных  составляющих

препарата FV с помощью иммунной блот-гибридизации;

в) выделение обнаруженных в иммуноблоте компонентов FV; 

г)  масс-спектрометрический  анализ  выбранного  белка  с

предварительным протеолитическим расщеплением трипсином, при помощи

прибора Proteomics Analyzer4700, (Applied Biosystems);

д)  обработка  результатов  с  использованием  баз  данных  NCBInr  и

программного  обеспечения  Mascot  searching  engine  v.2.1  (Matrix  Science,

London, UK).

При  проведении  2D-электрофореза  препарата  FV изоэлектрическое

фокусирование  в  капиллярах  в  неравновесном  градиенте  рН  проводили  с

использованием  амфолинов  (3-10)  и  (5-8),  после  чего  гель  переносили  в

камеру  для  электрофореза,  где  в  градиентном  полиакриламидном  геле

осуществляли разделение белков в перпендикулярном первому направлении.

Результаты 2-D электрофореза с препаратом FV представлены на Рисунке 24.

Двумерный электрофорез препарата FV показал наличие более сотни белков

в его составе. 

Для определения белков, имеющих значение в проявлении возбудителем

своей  иммунной  активности,  была  проведена  блот-гибридизация  с
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использованием МКА (Е6H8), полученных ранее и имеющих специфическую

активность  в  отношении  эпитопа  одного  из  составляющих  препарата  FV.

Перенос  спектра  белков  проводили  с  использованием  блоттера  для

полусухого переноса на платформе Multuphor-II (GE Healthcare Life Sciences,

EC)  на  PVDF мембрану  (Amersham Hybond-P),  которую  обрабатывали  по

инструкции производителя. 

Итог сравнительного анализа  результатов 2D электрофореза  препарата

FV и результатов иммунноблотта этого же разделения белков с МКА(Е6/Н8)

представлен  на  Рисунке  25.Стрелкой  показан  белок,  имеющий  наиболее

интенсивную  окраску  вследствие  присоединения  антимышинных  антител,

меченных пероксидазой. 

Этот белок был элиминирован из полиакриламидного геля и проведено

его  масс-спектроскопическое  исследование.  Предварительно  его  подвергли

протеолитическому  расщеплению  трипсином,  с  последующей  элюцией  и

анализом  пептидов  при  помощи  прибора  масс-спектрометра  Proteomics

Analyzer  4700,  (Applied  Biosystems).  Обработка  результатов  показала,  что

выделенный  белок,  который  имел  наибольшую  иммунную  активность  и

сродство  по  отношении  к  МКА  против  FV,  является  белком  «семейства

трансальдолаз»  и  по  своим  свойствам  идентичен  трансальдолазам

возбудителей чумы и псевдотуберкулеза.
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Рисунок 24 - Результаты 2-D электрофореза с препаратом FV в

полиакриламидном геле, имеющим линейный градиент плотности от 8 до

16 %.

Рисунок 25 - 2D электрофорез (Б) и иммуноблоттинг (В) белков

препарата FV, разделенных в электрофорезе с МКА (Е6/H8), против одного

из компонентов FV Y. pestis 556/106.

Анализ  с  помощью  программы  Mascot searching engine v.2.1  (Matrix

Science,  London,  UK) выявил, имеющиеся в базе данных трансальдолазы из

штаммов  Y. pseudotuberculosis и  Y. pestis,  совпадение  по  структуре с

которыми  было  значительное.  Среди  белков  штаммов,  имеющих  при

сравнении с изучаемым препаратом наибольшее совпадение (score 133, 134,

137), были трансальдолазы из штаммов  Yersinia pseudotuberculosis,  Yersinia

pestis  Antiqua и Yersinia  pestis  KIM10+  соответственно.  Среди  белков

штаммов, имеющих достоверный уровень совпадения с исследуемым белком

из препарата  FV (scor выше 95),  показаны также белки штаммов различных

видов рода Yersinia, в том числе трансальдолазы штаммов Yersinia mollaretii,
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Yersinia aleksiciae, Yersinia enterocolitica, Yersinia massiliensis, Yersinia similis,

Yersinia intermedia, Yersinia frederiksenii, Yersinia aldovae. 

7.3. Анализ tal-гена

Полипептидные последовательности трансальдолазы возбудителей чумы

и псевдотуберкулеза отличались на одну аминокислоту внутри белка, причем

при  сравнении  различных  штаммов  положение  этой  единственной  не

совпадающей  аминокислоты  было  различным.  Кроме  того,  у  возбудителя

чумы  от  возбудителя  псевдотуберкулеза  отличие  в  полипептидной

последовательности отмечено и в С - концевом участке. 

Нуклеотидные  последовательности  tal-гена  у  штаммов  возбудителя

псевдотуберкулеза  отличались  от  последовательностей  этого  гена  у

возбудителей  чумы  на  1 %,  что  составляло  6-9  нуклеотидов.  Эти

нуклеотидные  замены  расположены  у  различных  штаммов  в  различных

локусах.  Вместе  с  тем,  сравнительный  анализ  аминокислотых

последовательностей трансальдолаз возбудителей псевдотуберкулеза и чумы,

свидетельствуют о том, что нуклеотидные замены не приводят к изменению

структуры белковой молекулы. В большинстве случаев нуклеотидные замены

являются синонимичными и аминокислоты остаются неизменными. В ряде

случаев происходила замена 2 аминокислот, а в большинстве случаев только

одной аминокислоты на весь белок трансальдолазы. 

Примеры сравнительного анализа  трансальдолаз  возбудителей  чумы и

псевдотуберкулеза  представлены  (Таблица  13).  В  верхней части  таблицы

результаты  прямого  сравнения  аминокислотной  последовательности

трансальдолаз  из  штаммов  Y. pseudotuberculosis и  Y. pestis c помощью

программы  BLAST в  ncbi. Сравнительный  анализ  показал,  что  отличие,

имеющихся последовательностей  аминокислот в  этом белке заключается  в

наличии  в  штаммах  псевдотуберкулеза  в  268  положении  цистеина,  а  у
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штаммов Y. pestis в этом же локусе находится глицин. Был выявлен еще один

штамм  возбудителя  чумы  (Yersinia pestis Sequence ID: gi|510938376  |

WP_016256116.1),  в  котором  дополнительно  в  положении  100  обнаружена

аминокислота  цистеин,  тогда  как  у  других  штаммов  возбудителя  чумы  и

псевдотуберкулеза в этом положении присутствует аргинин. 

При  анализе  трансальдолаз  чумы  и  псевдотуберкулеза,  имеющих

наибольшее число единичных нуклеотидных замен в генах фермента, были

отобраны  3  штамма  Y. pseudotuberculosis I, Y. pseudotuberculosis YPIII и

Y. pseudotuberculosis IP 31758 гены которых отличались соответственно на 6,

6  и  9  нуклеотидов  в  различных  локусах  от  последовательностей  генов

возбудителя  чумы.  Перевод  нуклеотидной  последовательности  в

аминокислотную и сравнение последовательности аминокислот показало, что

у двух штаммов Y. pseudotuberculosis I и  Yersinia pseudotuberculosis IP 31758

полностью  идентичная  структура  трансальдолазы  с  трансальдолазой

штаммов  возбудителя  чумы,  а  у  штамма  Y. pseudotuberculosis YPIII

существует  одно  отличие  в  аминокислотной  последовательности  в  57

положении.  У  различных  штаммов  Y. pestis в  этом  положении  находится

аланин,  тогда  как  у  конкретного  штамма  Y. pseudotuberculosis –  треонин

(Таблица 13). 
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Таблица 13. Сравнительный анализ структуры аминокислот белка трансальдолазы

Штамм Аминокислотная последовательность трансальдолаз

Сравнение трансальдолаз отдельных штаммов Y. pseudotuberculosis и Yersinia pestis, представленных в GenBank с помощью программы BLAST (ncbi)

Transaldolase Y. pseudotuberculosis Query  241  RLTIAPSLLKELAESEGPVERKLAYTCEIQAKPAPLTEAEFYWQHNQDPMAVDKLADGIR  300

Transaldolase Yersinia pestis KIM10+ Sbjct  254  RLTIAPSLLKELAESEGPVERKLAYTGEIQAKPAPLTEAEFYWQHNQDPMAVDKLADGIR  313

Transaldolase Yersinia pestis Antiqua Sbjct  246  RLTIAPSLLKELAESEGPVERKLAYTGEIQAKPAPLTEAEFYWQHNQDPMAVDKLADGIR  305

Transaldolase Yersinia pestis

Sequence ID: gi|510938376|WP_016256116.1

Sbjct 241  RLTIAPSLLKELAESEGPVERKLAYTGEIQAKPAPLTEAEFYWQHNQDPMAVDKLADGIR  300

Transaldolase Y. pseudotuberculosis Query 61  EQSSDHAQQIVDATDKLAVNIGLEILKLIPGRISTEVDARLSYDTVASVAKAKRLIKLYN  120

Transaldolase Yersinia pestis
Sequence ID: gi|510938376|WP_016256116.1

Sbjct  61   EQSSDHAQQIVDATDKLAVNIGLEILKLIPGRISTEVDACLSYDTVASVAKAKRLIKLYN  120

Сравнение аминокислотных последовательностей трансальдолаз ряда штаммов Y. pseudotuberculosis и Yersinia pestis, полученных из нуклеотидных последовательностей этих

штаммов, представленных в GenBank
Transaldolase Y. pseudotuberculosis YPIII Query  1    MTDKLTSLRQITTVVADTGDIAAMKLYQPQDATTNPSIILNAAQIPEYRKLIDEAITWAR  60

Transaldolase Yersinia pestis Antiqua, KIM10+, СО92 Sbjct  6      MTDKLTSLRQITTVVADTGDIAAMKLYQPQDATTNPSIILNAAQIPEYRKLIDEAIAWAR  65

Пояснение: C-Цистеин; G-Глицин; R-аргинин, T – треонин, А- аланин

133



Сравнение  нуклеотидных  последовательностей  генов  трансальдолазы  у

различных  штаммов  Y. pestis позволяет  говорить  о  высокой  стабильности

структуры  трансальдолазы  возбудителя  чумы.  Все  последовательности,

кодирующие трансальдолазу Y. pestis оказались однородны и не имели каких-

либо нуклеотидных замен, либо делеций за исключением одного штамма. При

сравнении  генов  трансальдолазы  39  штаммов  Y. pestis,  сведения  о  которых

имелись  в GenBank, был  обнаружен  один  штамм  Pestoides B,  в  котором

произошла делеция (мутация), которая привела к утрате одного нуклеотида со

сдвигом  рамки  считывания  и  образовании  стоп-кодона,  не  позволяющего

осуществлять транскрипцию всего гена.

Для характеристики выявленного в ходе исследования белка применили

программы, позволяющие обнаружить сигнальный пептид (SignalP 4.0) [306];

трансмембранные альфа-спиральные области белков (TMHMM Server v. 2.0)

[292]. Выявление бета-спиральных участков проводили с помощью серверов

BOMP [218]. Для  установления  клеточной  локализации  отобранных  белков

использовали серверы PSORTb 3.0.2 [344].

Попытка определения сигнального пептида не принесла положительного

результата (Рисунок 26).

Выявление трансмембранных α-спиральных областей исследуемого белка

на сервере TMHMM Server v. 2.0 показало их отсутствие (Рисунок 27).

Полноценные  β-спиральные  области  в  исследуемом  белке  также

отсутствовали,  о  чем  свидетельствовали  результаты  тестирования

последовательности  белка  с  помощью  программы  BOMP [218]  (BOMP:

Results -  The total number of valid proteins submitted is: 1.  The total number of

integral ß-barrel outer membrane proteins predicted is: 0).

Выявление  клеточной  локализации  выявленных  белков  проводили  с

использованием сервера PSORTb 3.0.2 [344] (Рисунок 28).

Результаты  и  этого  исследования  показали  наличие  структуры,

характерной для внутриклеточных белков и расположение белка в цитоплазме.

SignalP  4.1  Server  -  prediction
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results

Technical University of Denmark

# SignalP-4.1 gram- predictions

>ABG16017.1  transaldolase _Yersinia pestis Antiqua_

# Measure  Position  Value    Cutoff   signal peptide?

max. C    22       0.149

max. Y    11       0.153

max. S     1       0.338

mean S     1-10    0.224

D     1-10    0.187   0.570   NO

Name=ABG16017.1 SP='NO' D=0.187 D-cutoff=0.570 Networks=SignalP-noTM

# data

Рисунок 26 - Результаты анализа полипептидной последовательности белка

трансальдолазы из штамма Yersinia pestis Antiqua показало их отсутствие на

наличие сигнального пептида с помощью сервера SignalP 4.0

TMHMM result
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HELP with output formats

# ABG16017.1 Length: 322

# ABG16017.1 Number of predicted TMHs:  0

# ABG16017.1 Exp number of AAs in TMHs: 0.18208

# ABG16017.1 Exp number, first 60 AAs:  0.00227

# ABG16017.1 Total prob of N-in:        0.09150

ABG16017.1 TMHMM2.0 outside      1   322

Рисунок 27 - Результаты анализа полипептидной последовательности белка

трансальдолазы из штамма Yersinia pestis Antiqua с помощью сервера TMHMM

Server v. 2.0 на наличие альфа-спиральных областей 
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PSORTb Results (Click here for an explanation of the output formats)

SeqID: ABG16017.1 transaldolase [Yersinia pestis Antiqua]  Analysis Report:
CMSVM-            Unknown                      [No details]
CytoSVM-          Cytoplasmic                  [No details]
ECSVM-             Unknown                      [No details]
ModHMM-         Unknown                      [No internal helices found]
Motif-                  Unknown                      [No motifs found]
OMPMotif-         Unknown                      [No motifs found]
OMSVM-            Unknown                      [No details]
PPSVM-              Unknown                      [No details]
Profile-                Unknown                       [No matches to profiles found]
SCL-BLAST       Unknown                      [No matches against database]
SCL-BLASTe-   Unknown                       [No matches against database]
Signal-                 Unknown                       [No signal peptide detected]
Localization Scores:
Cytoplasmic            8.96
CytoplasmicMembrane    0.51
Periplasmic            0.26
OuterMembrane          0.01
Extracellular          0.26
Final Prediction:
Cytoplasmic            8.96

Рисунок  28  -  Определение  вероятного  расположения  исследуемого  белка  -

трансальдолазы возбудителя чумы

Таким образом, не было обнаружено никаких структурных компонентов в

исследуемом  белке,  позволяющих  предполагать  возможность  его

секретироваться  вне  клетки  и  располагаться  экстрацеллюлярно,  либо  в

связанном состоянии с цитоплазматической или клеточной мембраной. Однако

положительная  рНИМФ  с  МКА  демонстрирует  специфическую  связь  МКА

Е6/Н8 именно с поверхностно расположенной Та1, доступной  для МКА как

при  28о С,  так  и  при  37о С,  когда  типичные  бактерии  окружены  F1-

специфической капсулой. Тогда как у возбудителя псевдотуберкулёза  c этими

МКА реагируют только штаммы в R-форме и то не все.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
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В  итоге  наших  исследований  можно  заключить,  что  большинство

фенотипических  признаков,  по  которым  рекомендуется  идентифицировать

типичные штаммы возбудителя чумы и отличать  его от типичных штаммов

возбудителя псевдотуберкулёза, может подвергаться природной изменчивости.

Тесты  на  утилизацию  рамнозы,  мелибиозы,  мочевины, не  всегда  могут

гарантировать правильность идентификации атипичных вариантов  Y. pestis и

Y. pseudotuberculosis.  Варианты  «+»,  и  «–»  зарегистрированы  нами  у  обеих

иерсиний.  То  же  самое  можно  сказать  о  пробах  с  диагностическими

бактериофагами и о тесте  на ауксотрофность.  Хотя в большинстве  случаев,

особенно  при  дифференциации  штаммов,  выделеных  в  период  острой

инфекции,  были  получены  достоверные  результаты,  обеспечивающие

корректную  дифференциацию  и  идентификацию.  Более  надёжные  выводы

были сделаны: (1) при наличии подвижности (Y. pseudotuberculosis),  (2) при

положительном результате РКоА на антиген  FV (Y. pestis) и, если исключить

встречу  с  гетерологичными  плазмидными  рекомбинантами,  то  (3)  при

положительном результате ПЦР-поиска плазмид pFra и pPst (Y. pestis), а также

(4) при способности продуцировать F1-антигена (Y. pestis). Хотя по тестам 1 и

2 мы обнаружили редкие штаммы псевдотуберкулёзного микроба, похожие на

чумной, а по тестам 3 и 4 значительное число штаммов  Y. pestis,  лишённых

этих  признаков  и  похожих  на  возбудителя  псевдотуберкулёза.  Совершенно

очевидно,  что  наиболее  достоверными  при  анализе  и  детекции  штаммов

Y. pestis и  Y. pseudotuberculosis,  типичных и  с  любыми  отклонениями

диагностических  свойств,  были  результаты  ПЦР  с  видоспецифическими

праймерами,  которые  гомологичны  определённым  консервативным

фрагментам хромосомной ДНК каждой из иерсиний. В наших исследованиях

такими проявили себя пары эксперементальных праймеров «vlm12/IS216» и

«vlm33/IS1754» (Y. pestis) [294] и «JS» (Y. pseudotuberculosis) [314]. Во многих

случаях  эффективной  была  и  пара  праймеров  «3a»  [313]  хотя,  как  удалось
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показать, последовательности, комплементарные праймерам «3а», отсутствуют

у  единичных  известных  в  мире  штаммов  чумного  микроба,  лишённых  F1

антигена  и  устойчивых  к  диагностическому  бактериофагу, хотя  в  их  ДНК

имеются  фрагменты,  которые  реагируют  с  праймерами  «vlm12/IS216»  и

«vlm33/IS1754», имеющими равную эффективность и специфичность.

С использованием праймеров «vlm12/IS216» и «JS» мы уточнили видовую

принадлежность  некоторых  атипичных  штаммов.  Доказано,  что  так

называемый  «превращённый»  штамм  Y. pestis ЖВR-19,  полученный  в  своё

время  под  действием  бактериофага  при  направленной  селекции  из  «Х»

бактерий  (паспортные  данные),  является  атипичным  спонтанным  мутантом

вида Y. pseudotuberculosis, имеющим некоторое сходство с чумным микробом.

Атипичные «спорные» штаммы, выделенные в 60-х годах от крыс в порту г.

Ленинграда  [168] и  их  R-  и  S-«диссоцианты»,  переданные в  Музей  живых

культур РостНИПЧИ как вид  Y. pseudotuberculosis.  Нами с помощью ПЦР с

праймерами,  видоспецифическими  для  Y. pestis («vlm12/IS216»  и  «3a»)  и

Y. pseudotuberculosis («JS»)  R-«диссоцианты»  определены  как  однотипные

аттенуированные культуры  Y. pestis,  одна из  которых  имеет  малую примесь

бактерий  псевдотуберкулёза  при  максимльном  доминировании  чумного

микроба.  S-«диссоцианты»  идентифицированы  как  Y. pseudotuberculosis.

Выделены  чистые  клонированные  культуры  обоих  видов,  которые

идентифицированы как Y. pestis. subsp. pestis, bv. antiqua (Nap+, Glp+, сурчиная

разновидность) и  Y. pseudotuberculosis O:1b. Заключение об этом передано в

МЖК РостНИПЧИ.

У  «спорных»  штаммов  исследован  состав  популяций.  Установлена  их

неоднородность,  наиболее  выраженная  по  ферментативной  активности,  а

также  чувствительности  к  фагам,  которая  коррелировала  у  Y. pestis с

вариациями  плазмидного  состава,  т.е.  по  признакам,  которые  используются

при  идентификации  видов  иерсиний.  R-«диссоцианты»  отщепляли  клоны,

которые  лишены  одной,  двух,  а  в  единичных  случаях  трёх  плазмид,

специфичных  для  вида  Y. pestis,  обладали  наибольшей  изменчивостью  и
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проявляли  ряд  «диагностических»  свойств,  характерных  для  возбудителя

псевдотуберкулёза.  Однако по данным ПЦР с «хромосомными» праймерами

они сохраняли принадлежность к виду Y.pestis.

Клоны S-«диссоциантов» и два OS-клона, выделенные из культуры одного

исходного  «спорного»  штамма  (смешанная культура),  проявляли

диагностические  признаки  возбудителя  псевдотуберкулёза  и  позитивно

реагировали  в  ПЦР  только  с  праймерами  «JS»,  видоспецифическими  для

Y. pseudotuberculosis.

С  надёжными  результатами  исследования  ДНК  R-клонов  в  ПЦР  с

«хромосомными»  праймерами  «vlm12/IS216»  чаще  всего  совпадала  с

характеристика по таким видоспецифическим фенотипическим признакам, как

подвижность,  полный  плазмидный  состав,  конкретные  питательные

потребности и продукция антигенного комплекса  FV. Именно эти свойства в

дополнение к ведущим по надёжности результатам ПЦР с праймерами «JS» и

«vlm12/IS216»,  могут  быть  наиболее  эффективными  маркерами  при

идентификации  атипичных  бесплазмидных  и  бескапсульных  штаммов

иерсиний.  Те  штаммы,  которые  уклоняются  от  диагностики  по

ферментативной активности,  F1 антигену и его иммунодетерминантам, могли

быть  негативными  и  в  тестах  с  диагностическими  бактериофагами

Покровской, Л 413 «С», и Mu cts 62.

В  сумме  по  результатам  тестирования  R-  и  S-«диссоциантов»  Y.pestis,

нами  сделано  заключение,  что  при  исследовании  «бесфракционных»  и

бесплазмидных  штаммов  чумного  микроба  штаммов  лишь  ограниченное

количество  микробиологических  и  иммунологических  тестов  может

способствовать  надёжной  комплексной  идентификации  и  межвидовой

дифференциальной диагностике. Этот факт служит помехой анализу подобных

«спорных»  штаммов  и  особенно  культур,  содержащих  примесь  бактерий

псевдотуберкулёза, и может в значительной степени затруднять исследование

«пульсирующих» природных очагов.
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В  научных  исследованиях  или  при  обследовании  очагов.  следует

учитывать  возможность  «встречи»  со  смешанными  культурами  иерсиний,

подлежащих  идентификации  и  разделению,  а  для  этого  целесообразно

совершенствовать современные приёмы анализа. В том числе за счёт проверки

малоизученных  дополнительных  критериев  и  поиска  новых  тестов,  более

доступных по выполнению.

На  наш  взгляд,  вопросы  детекции  смешанных  культур  иерсиний  на

современном  уровне,  исследованы  недостаточно  и  в  инструктивных

документах практически  не  освещены.  В ходе  исследования  искусственных

смешанных культур  иерсиний  мы  отработали  приём,  включающий  ПЦР-

детекцию в них возбудителей чумы и псевдотуберкулёза с внесением в пробу

одновременно  двух  видоспецифических  «хромосомных»  праймеров

«vlm12/IS216»  и  «JS»,  комплементарных  консервативным  фрагментам

хромосомы  обоих  видов  иерсиний,  при  последующей  селекции  и

заключительной  видовой  идентификации  составляющих.  По  нашим

результатам  этот  приём является  эффективным  и  перспективным  для

применения  в  практике  исследования  материала,  подозрительного  на

обсеменённость сразу двумя видами иерсиний. Его можно использовать при

детекции описанных иерсиний в исследуемом материале, при идентификации

выделенных  культур  и  при  разделении  их,  дополняя  анализ

иммунодиагностикой на антигены FI и FV. 

Исследования  имеющейся  в  нашем  распоряжении  коллекции  Fra–

штаммов  Y. pestis с  различным механизмом нарушения синтеза  F1-антигена

выявили их некоторые особенности.

Показано,  что  патогенетическая  активность  Fra– штаммов  чумного

микроба  зависит  от  потенциала  сохранившихся  у  них  детерминант

вирулентности, с одной стороны, а также видовых, и даже индивидуальных,

особенностей  иммунной системы носителей  – с  другой.  У белых мышей и

морских свинок,  они сильно варьируют. Это создаёт  возможность  скрытого

течения  инфекции  и  снижает  эффективность  биологического  метода
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обнаружения  чумного  микроба,  что  требует  увеличения  набора

микробиологических  манипуляций.  Нельзя  исключить,  что  возникающие

иногда трудности  обнаружения  Fra–  бактерий  Y. pestis бактериологическими,

иммунологическими и биологическими методами снижают результативность

поиска возбудителя чумы в межэпизоотический период. Возможно, в это время

Fra– и Fra± формы  доминируют  над  типичными  и  соседствуют  с

некультивируемыми вариантами и  L-формами. В такой ситуации единичные

положительные  результаты  ПЦР-детекции  ДНК  чумного  микроба  могут

ошибочно  оцениваться  как  «неспецифика»  или  как  показатель  присутствия

ДНК давно погибших бактерий чумы, что сомнительно в случае исследования

органов биопроб. На наш взгляд такие случаи требуют внимательного решения

вопроса  относительно  способности  Fra– штаммов  с  пониженной

вирулентностью  вызывать  хроническую  не  фатальную,  инфекцию  и

обеспечивать  сохранение  вида  Y. pestis в  межэпизоотический  период  в

скрытом состоянии.

Механизмы, приводящие к нарушению продукции  F1-антигена у разных

по происхождению штаммов,  могут быть различными:  утрата  pFra вообще,

интеграция её с хромосомой или повреждение отдельных генов caf-оперона. В

сумме всё это приводит к тому, что степень вирулентности этих бактерий при

подкожном заражении не только белых мышей, но и морских свинок сильно

варьирует. Причём штаммы, вирулентные для белых мышей, могут оказаться

невирулентными  для  морских  свинок.  Это  говорит  об  отличиях  в

чувствительности  разных  видов  животных  и  о  том,  что  патогенетической

активностью  для  них  обладают  разные  детерминанты  Fra– штаммов.

Сообщение [322] об авирулентности экспериментального Fra– штамма Y. pestis

при  подкожном  заражении  белых  мышей  и  о  вирулентности  его  при

аэрозольном, вероятно, отражает штаммовую особенность. Поскольку в наших

опытах  большинство  природных  Fra– штаммов  при  подкожном  заражении

белых  мышей  были  вирулентны,  и  биопробы  гибли  от  чумы,  хотя  болели

несколько  дольше,  чем  обычно.  Данные  литературы  вместе  с  нашими
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результатами подтверждают целесообразность  детальных исследований всех

возможных  вариантов  «бесфракционных»  штаммов,  как  природных,  так  и

экспериментальных.  Это  поможет  (1)  избежать  ошибок  при  их  поиске,  (2)

уточнить  конкретную  роль  продуктов  каждого  из  генов  caf-оперона  для

экспрессии  вирулентности,  (3)  определить  возможность  реверсии  к  Fra+

фенотипу  у  природных  Fra– вариантов  возбудителя,  а  также  (4)  расширить

наше  знание  о  биологической  роли  этих  вариантов  микроба  в  природе,

которые  долгое  время  сохраняются  без  острых  проявлений  инфекции  в

организме носителей, менее чувствительных к ним [61, 150, 321]. Наличие Fra–

и Fra± в очаге исключает тотальную гибель носителей, мешает оздоровлению

очага и способствует выживанию возбудителя чумы.

Судя  по  нашим  определениям  летального  эффекта  «бесфракционных»

штаммов,  модель  белых  мышей  и  морских  свинок  можно  оценить  как

информативную и эффективную для характеристики особенностей механизма

вирулентности  Fra–   штаммов, тогда как для выявления максимального числа

изменённых форм возбудителя, на наш взгляд, нужны более чувствительные

биопробные животные, такие, как исследованные нами монгольские песчанки.

В условиях регулярного обследования природных очагов,  когда не доступен

метод  аэрозольного  заражения,  нет  возможности  пролонгировать  срок

наблюдения  за  биопробами  на  модели  морских  свинок  и  белых  мышей  и

вводить расширенные схемы микробиологического анализа материала, замена

вида  биопробных  животных  будет  облегчать  выявление  природных

«бесфракционных»  штаммов  опосредованно  через  биопробы.  При  остром

течении  инфекции  у  монгольских  песчанок  снизится  пропорция  биопроб  с

активацией  аутогенной  условнопатогенной  флоры  и,  соответственно,

появление смешанных культур, которые мы регистрировали при длительном

течении чумы после заражения морских свинок Fra– штаммами Y. pestis.

Fra– штаммы не выявляются в иммунологических тестах на F1-антиген, не

всегда  выделяются при посеве  заражённого материала,  что требует особого

внимания при выращивании их на питательных средах и при наблюдении за
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биопробами.  Решению  проблемы  диагностики  может  способствовать

стабильное  сохранение  у  них  свойства  продуцировать  видоспецифический

антиген «FV», индуцирующий специфические для него антитела у хронически

болеющих носителей, когда нет F1-антител. Это обеспечивает эффективность

РКоА  с  тестируемыми  культурами  и  обнаружение  FV-специфических

иммуноглобулинов в крови инфицированных бактериями чумы теплокровных

носителей.  А,  следовательно,  способствует  корректной  оценке  очага

инфекции.

Поиск  Fra– бактерий  в  первичном  материале,  и  особенно  в  органах

носителей  и  биопроб,  можно  облегчить  применением  ПЦР  не  только  с

праймерами «vlm12/IS216», но также и с праймерами на отдельные гены сaf-

оперона. Если плазмида pFra не была утрачена, а имела дефекты в caf-опероне,

то  «сигнальные»  положительные  результаты  ПЦР  мы  получали  с

предложенными нами праймерами на каждый или большинство из  четырёх

генов  caf-оперона.  Появление  специфических  ампликонов  в  ПЦР,  лишь

с частью  «caf»–праймеров,  при  исследовании  материала  из  органов  или

застарелых  абсцессов  биопроб,  даже  при  отсутствии  культуры  возбудителя

чумы  в  посевах,  однозначно  свидетельствует  о  наличии  живых  бактерий

Y. pestis в пробе и требует более тщательного бактериологического анализа. 

Иногда  при  исследовании  органов  морских  свинок  свидетельства  о

наличии бактерий чумы мы получали не из посевов, а только в ПЦР с ДНК из

ткани  селезёнок  и  «хромосомными»  праймерами  «vlm12/IS216»,

специфичными  для  Y. pestis.  Судя  по  всему,  при  низкой  обсеменённости

органов  возбудитель  чумы  маскировался  вторичной  флорой,  устойчивой  к

генцианвиолету и тормозящей рост чумного микроба. То же, вероятно, может

возникать  при  исследовании  загнившего  трупного  материала,  из  которого

трудно или даже невозможно выделить возбудителя чумы. Мы полагаем, что

описание  анализа  наших  проб  с  «вторичной»  культурой  может  облегчить

другим  исследователям  выбор  приёмов  для  выявления  Fra– возбудителя,
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поскольку  демонстрирует  эффективность  монолокусной  ПЦР с  праймерами

«vlm12/IS216» в экспресс - диагностике.

Таким  образом,  наши  исследования  позволяют  сформулировать

следующие положения: 

1)  при  целевом  скрининге  Fra– штаммов  чумного  микроба  сроки

наблюдения за биопробами (белые мыши и морские свинки) должны быть не

менее 15 сут; 

2) эффективно исследование материала из органов диких грызунов и

биопроб  в  ПЦР  с  праймерами  типа  «vlm12/IS216»,  специфичными  к

консервативной  последовательности  хромосомной  ДНК  любых  штаммов

чумного микроба;

3)  обязательны  ПЦР-пробы  с  нетипичной  культурой,  выросшей  в

первичных  посевах,  на  предмет  наличия  примеси  чумного  микроба  к

гетерологичной  микрофлоре,  которая  может  быть  маскирующим

антагонистом. 

Для  получения  культуры  при  наличии  положительных  результатов

ПЦР  нам  потребовались:  (1)  дополнительные  рассевы  материала;  (2)

использование  для  постановки  биопроб  более  чувствительных  к

«бесфракционным» штаммам животных, которыми в наших опытах оказались

монгольские песчанки; (3) последующая идентификация выделенной культуры

по наиболее стабильным признакам возбудителя чумы, среди которых нам в

наибольшей  степени  способствовала  РКоА  с  иммунодиагностикумом  на

антиген  FV.  Именно  эти  подходы  и,  особенно,  «сигнальная»  роль  ПЦР  с

эксперементальными праймерами «vlm12/IS216» позволили нам выделить Fra–

культуры от забитых визуально здоровых морских свинок, исследованных на

30 сут наблюдения или павших в этот срок.

Возможность  генетического  обмена,  доказанная  у  близкородственных

иерсиний  для  плазмидной  ДНК,  содержащей  маркерные  фрагменты,

определяет  необходимость  идентификации  таких  рекомбинантов,

существование которых в природе пока не проверялось. Однако исключить их
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в  настоящее  время  нельзя.  А  потому  эффективные  приёмы  выявления

гибридных штаммов крайне необходимы, тем более данных о методических

приёмах  такой  направленности  мы  не  встретили.  С  учётом  позитивных

результатов  проверки  разработанного  приёма  дифференциации  было

проведено  ПЦР  тестирование  ранее полученных  рекомбинантных  штаммов

Y. pseudotuberculosis с  маркированными  Tn-элементами  плазмидами  pFra и

pСаd.  В  ПЦР  с  эксперементальными  праймерами  «vlm12/IS216»  и  «JS»

показана  принадлежность  рекомбинантных  штаммов  к  виду

Y. pseudotuberculosis в сочетании с гетерогенной способностью продуцировать

F1-антиген  (позитивная  РАО  со  специфическим  диагностикумом)  и  с

присутствием  соответствующих  генов  pFra (положительная  ПЦР  с  caf-

праймерами), то есть с признаками вида Y. pestis. Нужно ещё учесть: доказана

реципиентная  способность  к  «чумным»  плазмидам  у  бактерий  других

иерсиний, сальмонелл, коли-бактерий,  клебсиелл и цитробактерий [98,  115].

Они,  как  известно,  в  виде  смешанных  культур  могут  циркулировать  в

природных очагах чумы в популяциях грызунов и их эктопаразитов, и иметь

изменённые  свойства  [193].  Недостаточная  разработка  адекватных  приёмов

скрининга  различных  отклоняющихся  от  нормы  форм  возбудителей  может

приводить к ошибкам идентификации, которые можно устранить применением

РКоА  с  диагностикумом  на  специфический  для  Y. pestis,  независимый  от

плазмид  антигенный  комплекс  FV и  постановкой  ПЦР  с  «хромосомными»

высокоспецифичными парами праймеров «vlm12/IS216» (Y. pestis).

Для подтверждения целесообразности разработки приёмов тестирования

возможных рекомбинантных форм псевдотуберкулёзного микроба в экологии

природных очагов чумы очагов и определения их роли мы проверили у них

биологическую активность. 

Оказалось,  что  pFra плазмида  Y. pestis может  усиливать  патогенные

свойства больших доз бактерий рекомбинантов Y. pseudotuberculosis для белых

мышей,  даже  с  проявлением  летального  эффекта,  а  также  существенно

повышать  их  способность  в  малых  дозах  защищать  мышей  от  чумной
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инфекции  так  же,  как  вакцинный  штамм  Y. pestis EV76.  Обнаружено,  что

плазмиды pFra и pCad чумного микроба могут неблагоприятно действовать на

антимакрофагальную активность бактерий псевдотуберкулёза по отношению к

МФ  белых  мышей  и,  особенно,  морских  свинок.  Плазмиды  затрудняли

выживание  микробов  внутри  свободных  перитонеальных  МФ,  но  бактерии

дольше  сохранялись  в  селезёнке  биопроб.  Полученные  нами  сведения

являются  заделом  исследований  выживаемости  рекомбинантов  во  внешней

среде  и  в  организме  носителей  и  определения  конкурентоспособности  в

биоценозе  природных  очагов,  а  также  способствуют  накоплению  данных  в

пользу гипотезы о путях возникновения вида Y. pestis.

Наши  исследования  показали,  что  FV –антиген  Y. pestis содержит

иммуноактивные  молекулярные  компоненты,  индуцирующие,  как  показано

ранее,  синтез как  IgG- (кроличьи) [23],  так и  IgM (мышиные) [18] антител.

Мышиные  специфические  поликлональные  IgM антитела  обнаруживают

компоненты с М.м около 25 и 35 кДа, а конкретно МКА IgM (C6/H8) – 35-36

кДа. Это свидетельствует о различной иммуноактивности составляющих FV и,

возможно, разной роли в развитии инфекции, поскольку класс IgМ появляется

сразу после первичного контакта с инфекционным началом (или антигеном), а

для  продукции  IgG требуется  длительное  воздействие  антигена.  Таким

образом,  специфические  к  молекулярным  компонентам  анти-FV кроличьи

ПКА,  использованные  ранее  [138] для  получения  коагглютинирующего

диагностикума и мышиные поликлональные, использованные в иммуноблотте,

могут  выявлять  разные  компоненты  антигенного  комплекса.  «Индукторы»

занных  выше  IgG,  судя  по  реакции  коагглютинации,  представлены  на

поверхности бактерий всех штаммов  Y. pestis, независимо от сохранности их

типичного  фенотипа  и  выращивания  при  28о,  или  37оС.  При  этом  даже  у

формирующих  капсулу  Fra+  штаммов  реакция  была  чётко  позитивной,

свидетельствуя о доступности  V-антигена для комплементарных антител. Не

обнаружено ни одного штамма чумного микроба, не реагирующего или слабо

реагирующего с КоА-FV-диагностикумом, приготовленным с использованием
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кроличьих  IgG-антител.  Показано  отсутствие  позитивной  реакции  с  МКА

(Е6/Н8)  в  НИМФ  и  с  КоА-диагностикумом  на  FV у  всех  штаммов

Y. pseudotuberculosis в  S-форме  [18]. Установлен  факт  существования

единичных  атипичных  R-  и  RO-штаммов  этого  вида  или  некоторых  S-

штаммов,  переходящих  в  R-форму  при  37оC,  в  различной  степени

реагирующих с  КоА-диагностикумом или  с  МКА  (Е6/Н8)  (чаще).  В  сумме

такая ситуация свидетельствуют о наличии у возбудителя псевдотуберкулёза

антигена, похожего на компонент(ы) препарата FV чумного микроба. В пользу

этого  предположения  свидетельствует  также  ранее  показанная  частичная

конкурентность  в  твёрдофазном  ИФА  бактерий  контрольного  штамма

Y. pseudotuberculosis и антигенного комплекса FV Y.pestis при взаимодействии

с МКА  (Е6/Н8)  [18]. Это  требует  детального  исследования  структуры,

особенностей  синтеза  и  биологических  функций  компонентов  FV у  обоих

видов. В этой ситуации результат  FV-идентификации  Y.pestis можно оценить

лишь как ориентировочный, хотя с вероятностью, направленной на  Y. pestis.

Такой результат нуждается в подтверждении. Именно это сделано нами в ПЦР-

анализе  ДНК  редких  атипичных  штаммов  с  помощью  высокоэффективных

видоспецифичных для  Y. pseudotubherculosis праймеров «JS» и аналогичных

по  характеристике  специфичных  для  Y. pestis «хромосомных»  праймеров

«vlm12/IS216»  комплементарных  видоспецифическому  локусу  гена,

определяющего  синтез  белка  систем  секреции  Dot U семейства,  Следует

заметить,  что  R-штаммы  возбудителя  псевдотуберкулёза,  позитивные  в

иммунореакциях по FV, встречаются реже, чем «бесфракционные» чумные, и

по  характеру  роста  существенно  отличаются  от  Y. pestis, что  меняет

направленность и значимость гипердиагностики. 

То,  что  у  единичных  штаммов  бактерий  Y .pseudotuberculosis

(находящихся  при  28оС в  S-форме)  при  37оС  на  поверхности  появляется

некоторое  количество  антигена,  имеющего  сходство  с  компонентом  FV,

свидетельствует о термозависимости его локализации на поверхности клеток.

Это вполне может быть связано с известной термозависимой трансформацией
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ЛПС  возбудителя  псевдотуберкулёза  из  S-формы  в  R-,  при  которой

освобождается  доступ к сайтам, комплементарным эпитопам специфических

анти-FV-антител [52, 90, 195].

На  различных  этапах  выполнения  диссертационной  работы  в

диагностических целях в силу простоты,  широкой доступности и быстроты

выполнения  метода  мы  пользовались  РКоА.  В  то  же  время  МКА  (Е6/Н8)

использовали  при  идентификации  и  иммуноблотт-анализе

иммунокомпетентных  составляющих комплекса  FV.  Именно с  их  помощью

был выявлен 35-36 кДа белок, содержащий эпитоп,  комплементарный МКА

(Е6/Н8) и по аминокислотной последовательности идентифицированный как

трансальдолаза. 

Основной функцией фермента  трансальдолазы  (Tal)  является  участие  в

альтернативном  пути  окисления  глюкозы  –  пентозофосфатном

неокислительном  пути,  в  котором  в  анаэробных  условиях  с  помощью

фермента  происходит  перенос  остатка  диоксиацетона  от  седогептулозо-7-

фосфата на глицеральдегид-3-фосфат. Эти процессы происходят внутри клетки

и,  казалось  бы,  нет  необходимости  ферменту  Tal секретироваться  через

клеточную мембрану и участвовать в проявлении иммунологических свойств

микробной клеткой. Однако существуют исследования,  которые показывают,

что Tal находят в межклеточном пространстве, и она может выполнять другие

функции, не связанные с ферментативным обеспечением пентозо-фосфатного

пути метаболизма сахаров.

У некоторых бактерий обнаружена его способность  проявлять функции

адгезина  для  прикрепления  патогенных  бактерий  к  слизи  выстилающей

кишечник и при проникновении внутрь эпителиальных клеток хозяина. В этом

ракурсе  Tal оценивается  не  только  как  средство  пробиотики  и  участник

аутоаггрегации при формировании  гломерул бактерий  in vitro и  in vivo, но и

как  фактор,  связанный  с  вирулентностью  [259,  264]. Авторы считают,  что

наличие  этой  субстанции  у  Bifidobacterium  bifidum  является  важным

компонентом  фактора  колонизации.  При  исследовании  различных  штаммов
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V .parahaemolyticus было выделено из белкового профиля секреции 15 белков,

6 из которых, включая Tal, отнесены к факторам патогенности. Предполагают,

что  Tal может  иметь  отношение  к  факторам,  которые  дополнительно

участвуют  в  инвазии,  колонизации  и  адаптации  во  внешней  среде  [264].

Вместе  с  тем,  есть  сведения,  которые  свидетельствуют  о  возможной

иммунологической  активности  этого  белка.  В  одной  из  работ  предлагается

использовать  комплекс  трех  протеинов,  среди  которых  Tal,  как  один  из

диагностических  маркеров,  позволяющих  в  ИФА  проводить  тестирование

патогена  Mycobacterium  avium  [261]. Исследования  китайских  авторов

показали индукцию  IgE в ответ на присутствие  Tal грибов  Fusarium fungus,

которая является аллергеном для макроорганизма [267]. Есть сведения, что Tal

через  пентозофосфатный путь контролирует реакции оксидативного стресса,

воспаления и карциногенеза [290, 304].

Возбудитель чумы в редких случаях также может проникать в организм

хозяина  через  кишечник.  Подобная  ситуация  возможна  при  воздушно-

капельной инфекции, оральном поражении глотки. В других случаях участие

фермента возможно при формировании биоплёнок с участием карбогидратов

на  поверхности  кутикул  нематод,  в  гранулёмах  ретикулоэндотелиальной

системы при  хроническом  течении  инфекции,  вызванной  ослабленными  по

вирулентности штаммами. Участие  Tal в инвазии и сохранении инфекции in

vivo в  этих  условиях  представляется  возможным,  и  эта  его  роль  после

экспериментального  подтверждения  может  в  перспективе  оказаться

существенной.  А  результаты  исследования  будут  способствовать  более

глубокому пониманию феномена вирулентности Y. pestis. 

При  анализе  аминокислотной  последовательности  Tal-белка  нам  не

удалось  обнаружить  сигнальную  последовательность.  Однако  сайты

связывания  этого  белка  с  диагностическими  антителами,  как  показали

использованные  тесты,  расположены  на  поверхности  бактерий  чумы  при

обеих температурах выращивания, независимо от того имеется капсула с  F1-

антигеном  или  нет.  Мы  не  получили  свидетельства  активной  секреции
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антигена вовне бактерий. Не исключено, что Tal находится в состоянии связи с

компонентами ядра ЛПС Y. pestis, или наружной клеточной мембраной, играя

кроме  особо  регулируемой  ферментативной  ещё  и  роль  якоря  для

гликопротеина  и  гликолипида  при  формировании  капсульной  субстанции  и

сборке  полноценного  S-ЛПС.  Последний  формируется  при  37 oC только  у

полноценных  S-штаммов  возбудителя  псевдотуберкулёза  и  проявляет

активность при наружной локализации боковых О-углеводных цепей, которые,

видимо, и закрывают доступ антител к специфическим эпитопам Tal.

Сравнение  в  базе  данных  NCB1  структурных  генов  Tal, а  также

результаты масс-  cпектрометрии не позволяют сделать заключение о полной

структурной идентичности этого фермента у возбудителя псевдотуберкулёза и

чумного микроба. Однако нам не удалось обнаружить существенных отличий

в  последовательности  ДНК  tal -  гена  у  этих  двух  видов  иерсиний.

Отличающиеся  единичные  нуклеиновые  основания  в  последовательности

гена,  обнаруженные  при  секвенсе,  носили  индивидуальный  штаммовый

характер.  Эти  точковые  изменения  были  характерны  для  штаммов

Y. pseudotuberculosis, тогда как последовательности у исследованных штаммов

Y .pestis были  идентичными.  Однако  при  сравнении  М.м.  фермента  у

возбудителя чумы она была незначительно, но заметно выше (35658 и 36550

кДа),  чем  у  большинства  исследованных  штаммов  псевдотуберкулёзного

микроба (M.м. 35027–35073 кДа).

Представляется важным дальнейшее исследование в разных аспектах: (1)

возможных структурных вариаций фермента и его генов, (2) регуляции синтеза

также  роли  функциональной  Tal в  инфицированном  организме.

Существующие  межвидовые  генные  отличия,  даже  на  уровне  единичных

замен в нуклеотидных последовательностях  tal-генов, если они не являются

индивидуальными  для  отдельных  штаммов,  можно  будет  рассматривать  с

точки  зрения  межвидовой  ПЦР-дифференциации  иерсиний,  сравнивая

секвенсы ампликонов, а также проконтролировать возможность (1) изменения
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аминокислотной последовательности,  а возможно и активности фермента,  и

(2) формирования stop-кодонов у отдельных штаммов. 

В  большей  степени  привлекает  внимание  другой  аспект.  Некоторая

активность пассивной иммунизации МКА (Е6/Н8) и свидетельства антигенной

активности  FV, и  конкретно  Tal,  позволяют  рассчитывать  на  возможность

использования  этих  антигенов  для  повышения  эффективности препаратов,

протективных  в  отношении  чумы,  и,  возможно,  псевдотуберкулёза.

Перспективным представляется создание диагностических иммунопрепаратов

для контроля над иерсиниозами. Эти разработки могут иметь не только чисто

практическое  значение,  но  способствовать  решению  фундаментальных

вопросов, связанных с патогенетической активностью иерсиний.

Таким образом, в наших исследованиях были показаны возможные формы

изменчивости  Y. pestis и  Y. pseudotuberculosis,  затрудняющие их детекцию и

дифференциацию. Обнаружены атипичные по некоторым свойствам штаммы и

на их модели дана оценка эффективности регламентированных инструкциями

методов  идентификации.  Разработан  и  успешно  апробирован

методологический  подход,  позволяющий  выявлять  и  дифференцировать

различные  атипичные  штаммы  этих  иерсиний,  в  чистых,  смешанных

культурах и в органах биопробных животных, а также рекомбинантные формы

Y. pseudotuberculosis c плазмидами  Y. pestis.  Охарактеризованы  особенности

биологической  активности  бесфракционных  штаммов  Y. pestis и

рекомбинантов  Y. pseudotuberculosis,  определяющие  необходимость

соответствующих модификаций  диагностических  приёмов.  Во  всех  случаях

при детекции, идентификации и межвидовой дифференциации исследованных

атипичных штаммов стержневым элементом была монолокусная ПЦР с двумя

парами  праймеров,  комплементарных  консервативным  фрагментам

хромосомы,  одна  из  которых  высокоспецифичная  для  чумного  микроба

(праймеры «vlm12/IS216»), другая для псевдотуберкулёзного (праймеры «JS»).

Алгоритмы  метода  позволяют  использовать  его  в  упрощённых  условиях

специализированных  мобильных  и  практических  лабораторий  различного
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уровня,  но  материально  оснащенных  для  проведения  ПЦР  диагностики  в

обычно  режиме.  Повышение  эффективности  выявления  культур  этих  двух

иерсиний  за  счёт  применения  экспериментального  КоА-диагностикума  на

специфический  для  чумного  микроба  антиген  FV демонстрирует

целесообразность более детального исследования этого антигена и разработки

специфических для него тест систем, способных выявлять типичные и любые

атипичные штаммы возбудителя чумы.

ВЫВОДЫ 

1.  Изучение  праймеров  группы  «vlm»  («vlm12for/IS216rev»  и

«vlm33rev/IS1754for»)  и  «JS»,  предложенных  ранее  для  дифференциации

типичных  штаммов  Y. pestis от  Y. pseudotuberculosis,  выявило  их  высокую

специфичность  в  отношении  штаммов  обеих  иерсиний с  любыми

отклонениями  в  диагностическом  и  патогенетическом  фенотипе,  высокую

эффективность  при  идентификации  чистых  культур  in vitro и  детекции
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бактерий  в  инфицированном  биоматериале,  а  также  при  анализе  клонов-

диссоциантов и смешанных культур возбудителей чумы и псевдотуберкулёза. 

2. Обнаруженная высокая чувствительность монгольских песчанок к Fra–

штаммам  Y. pestis позволяет  рекомендовать  их  в  качестве  эффективной

биопробной модели для выявления этих вариантов возбудителя чумы. 

3.  Дефекты caf-оперона  у  Fra– штаммов  могут  быть  локализованы  в

любом  из  четырёх  caf-генов.  Предложенные  нами  праймеры,

комплементарные фрагментам генов  caf1,  cafА,  cafМ и cafR и специфически

реагирующие  с  ДНК  плазмиды  pFra чумного  микроба,  повышают

эффективность  ПЦР-детекции  Fra– и  Fra±   вариантов  Y. pestis за  счёт

образования специфических ампликонов на гены  caf-оперона, не затронутые

изменениями.

4. Рекомбинантные штаммы Y. pseudotuberculosis, приобретая плазмиды

чумного микроба, меняют свои патогенетические и связанные с плазмидами

свойства в сторону сходства с микробом чумы. При дифференциации их от

бактерий чумы и целевом их поиске эффективны реакция коагглютинации

(рКоА)  на  антиген  FV и  ПЦР  одновременно  с  двумя  хромосомными

праймерами  «vlm12/IS216»  и  «JS»,  и  параллельно  с праймерами  на

диагностические гены плазмид Y. pestis.

5. Идентифицирован ген  tal, отличающийся стабильностью структуры и

его иммуноактивный белок – фермент трансальдолаза (Tal), входящий в состав

диагностического  антигенного  комплекса  FV чумного  микроба  и  вне

зависимости от температуры роста, представленный на поверхности бактерий

всех  типичных  и  атипичных  штаммов  Y. pestis. Тal бактерий  чумы  в

значительной степени гомологична Tal возбудителя псевдотуберкулёза (фактор

инвазии и вирулентности), но имеет минорные различия с ней в структуре и

особенности  экспрессии,  зависимые  от  температуры  и  формы  ЛПС

продуцента.

6. Эпитопы  белка  трансальдолазы  и  других  компонентов  антигена  FV

чумного микроба консервативны и представлены на поверхности бактерий у
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всех типичных и изменённых штаммов Y. pestis, что позволяет в определённых

условиях  использовать  их  в  РКоА  со  специфическими  анти-FV-антителами

при  первичной  видовой  идентификации  и  детекции,  а  также межвидовой

дифференциации  иерсиний.  Моноклональные  антитела  к  F1  антигену

способны  выявлять  среди  «бесфракционных»  штаммов  Y. pestis только  те,

которые содержат в популяции единичные клетки с Fra+ фенотипом.
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота;
subsp. – subspecies: – внутривидовая группа «подвид»
ПЦР – полимеразная цепная реакция;
caf-оперон – компактная  группа  функционально  связанных  генов,

ответственная за продукцию капсульного антигена F1;
caf1 – ген,  кодирующий  структурную  субъединицу  белка

антигена F1
caf1 – ген,  кодирующий  структурную  субъединицу  белка

антигена F1
cafR – ген, регулирующий синтез капсульного антигена F1;
cafA, cafM – вспомогательные  гены  ашера  и  шаперона  для

продукции F1;
pFra – плазмида Y. pestis, отвечающая за синтез и продукцию

антигена F1 и мышиного токсина;
pPst – плазмида  Y.  pestis,  детерминирующая   синтез

пестицина,  активатора  плазминогена  и  ответственная
за иммунность к пестицину 1;

F1 – видоспецифический  антиген  «фракция  1»  чумного
микроба;
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bv – биовариант;
pCad (pYV) – плазмида  патогенных  иерсиний,  обусловливающая

зависимость роста иерсиний при 37oС от ионов Са2+ и
детерминирующая  синтез  YOP (поверхностных)
белков, связанных с вирулентностью;

ИЗФn – индекс завершенности фагоцитоза,  n=срок наблюдения
в часах

МФ – макрофаги;

FV – видоспецифический антигенный комплекс «фракция 5»
чумного микроба;

КоА, РКоА – коагглютинация, реакция коагглютинации;
РАО – реакция обьемной агломерации;
РНИМФ – реакция непрямой иммунофлюоресценции;
м.к. – микробные клетки;
РНАт, РНАг – реакция  нейтрализации  антител/  антигена,

соответственно;
РПГА – реакция пассивной геммаглютинации;
Pst1 – пестицин 1 – бактериоцин чумного микроба;
МЖК – музей живых культур;

Fra+, -, ± – обозначение  фенотипа  по  продукции  антигена  F1
согласно иммунологическим тестам, соответственно:
позитивный, негативный, сомнительный;

«JS» – пара  видоспецифичных  праймеров  «JSfor/JSrev»,
комплементарных  фрагменту  хромосомы,  для
идентификации псевдотуберкулёзного микроба;

«vlm12/IS» и
«vlm33/IS» – пары видоспецифичных «хромосомных» праймеров
«vlm12for/ISrev216»,
«vlm33for/ISrev1754»

   для идентификации Y. pestis

IS1/IS2 – пара  праймеров,  детектирующие  IS100  элемент
иерсиний;

«3a» – пара «хромосомных» праймеров, используемых при
идентификации чумного микроба;

п.н.; п.о.; н.о. – пары  нуклеотидов;  пары  нуклеиновых  оснований,
нуклеиновые основания, соответственно

VNTR – вариабельные  по  числу  повторов  тандемы
нуклеотидов;

hms – гены сорбции гемина бактериями;
Pgm – cвойство сорбировать пигменты;
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S-, O-, R-, OR-OS: – круглые,  гладкие;  рыхлые  с  зубчатой  каймой,
переходные формы колоний;

Rha±/rha – фенотип по ферментации рамнозы и 
соответствующие гены;

Ure±/ure – фенотип  по  ферментации  мочевины  и
соответствующие гены;

Mel±/mel – фенотип  по  ферментации  мелибиозы  и
соответствующие гены;

EtBr – бромистый этидий;
МКА – моноклональные антитела;
caf1M – вспомогательный ген (шаперона) caf-оперона;
caf1A – вспомогательный ген (ашера) caf-оперона;
PBS (ПБС) – физиологический  раствор  с  фосфатным  буфером

(1:50), рН 7,2;
ФИТС – флуоресцирующие  иммуноглобулины  антивидовые

против иммуноглобулинов (белой мыши, кролика);
ИФА – иммуноферментный анализ;
DCL – минимальная  доза,  вызывающая  100 % гибель

биомоделей.
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Приложение А

Характеристика исследованных штаммов Y. pestis

№ п/п Особый
№

Инввен-
тарный

№
РПЧИ

Общие сведения Выявленные особенности
диагностических признаков*)

Ампликоны  в
ПЦР  с
праймерами, п.н.

JS vlm12/
IS216

1 С-127 14714 Крыса, Вьетнам,  типичный штамм,
bv. orientalis
(типичный)

R-форма, Rha–, Ure–, Mob–,
Lac– Ara+,

фаги/чувствительный. 
.полиауксотроф: (phe, met,
cys, thr); pPst+, pCad+, pFra+

(65; 47; 6 МД), Cad+,Fra+,
Pst+,R, (glpDΔ, NapA  +  ),

вирулентный

0 390

2 231 545 Сурок, Киргизия, В.Аксай
bv. antiqua

(типичный)

R-форма, Rha–,Ure–, Mob–,
Lac–, Ara+,

фаги/чувствительный
полиауксотроф: (phe, met, cys,

thr); pPst+, pCad+, pFra+ (65;
47; 6 МД), Cad+,Fra+, Pst+,R,
(Glp  +  , NapA  +  ).вирулентный

0 390

3 С-293 11690 Кр. хв.песч., Грузия
bv.mediaevalis
(типичный)

R-форма, Rha–,Ure–, Mob–,
Lac–, Ara+ ,

фаги/чувствительный.
полиауксотроф: (phe, met, cys,

thr); pPst+, pCad+, pFra+ (65;
47; 6 МД), Cad+, Fra+, Pst+,R,

0 390
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(Glp  +  ,   NapA–) вирулентный

4 1 1092 Клон бивакцины «1:17» S,+R,Glp–/+,  Rha+,
авирулентный

0 390

5      1-Д  2242 Больной человек, Араломорская ПЧС – 0 390
6 1/1-53 1/1-53 Сурок, Тянь-Шань Rha+ 0 390
7 1/1-53  2243 Больной человек, Араломорская ПЧС – 0 390
8         3  1555 Блохи песчанки, Гурьевская ПЧС – 0 390
9        4 12851 Больной человек, Манчжурия – 0 390
10 4(908) 4(908) Лабораторный, Ростовский ПЧИ Fra–, ФагR 0 390
11 5-   1554 Блохи песчанки, ГурьевскаяПЧС – 0 390
12 7/1460-

36Т
    546 Сер.сурок, Тянь-Шань, Киргизия Rha+, Ure+ 0 390

13 9   1559 Большая песчанка, Волго-Уральский
очаг

Rha+ 0 390

14 Р14В 13243 Больной человек, Вьетнам Glp–/Nap–, ФагR 0 390
15 16К 12638 Полуденная песчанка, Красноводск Fra± 0 390
16 17   1093 Старый вакцинный штамм

(Больной человек, Читa)
S+OS, ФагR, pCad–,Творт,

Авирулентен
0 390

17 21/10 13285 Блохи, Киргизия Ure+ 0 390
18 23/2 13288 Песчанка, Киргизия – 0 390
19 P29B 13244 Больной человек, Вьетнам ФагR, Glp–/Nap– 0 390
20 30   1207 Суслик, Забайкалье – 0 390
21 31а 12639 Большая песчанка, Красноводск Fra± 0 390
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22 33 17921 Кабардино-Балкария, горный суслик +рго, +р4МД 0 390
23 40/3 13289 Блохи, Киргизия Ure+ 0 390
24 46(68)   1856 Больной человек, Поволжье +ilv, Rha+,pFra–, pPst– 0 390
25 47  1909 Грызун, Африка OS 0 390
26 Р-50 14715 Больной человек, Вьетнам – 0 390
27 52/13 13286 Блохи, Киргизия Ure+ 0 390
28 52(80) 1857 Малый суслик, Правобережье Волги OS+OR, Rha+ ФагR 0 390
29 56 1216 Большая песчанка, Каракумы +ilv 0 390
30 56 1317 Блохи нор, Азербайджан. – 0 390
31 62/3 3480 Больной человек, Вьетнам Rha+ 0 390
32 64/138 64/138 Больной человек, Вьетнам Rha+ 0 390
33 С64 14709 Крыса, Вьетнам – 0 390
34 67 67 Большая песчанка, Казахстан Rha+ 0 390
35 75 1209 Тарбаган, Забайкалье – 0 390
36 81 1910 Больной человек, Индия, Бомбей OR 0 390
37 84(231-T) 84(231-T) Экспериментальный, РостНИПЧИ pFra+ Fra– 0 390
38 95(141) 13283 Больной человек, Забайкалье R+S, Rha+ 0 390
39 96(143) 5190 Крыса, Индия Rha+pFra– 0 390
40 98(145) 1911 Больной человек, Индия +ilv 0 390
41 98(145)/2 5191 Больной человек, Индия, Бомбей Rha+, pCad–, Fra–Авирулентный. 0 390
42 99 13051 Тарбаган, Монголия – 0 390
43 А100 1912 Больной человек, Африка Авирулентный 0 390
44 100 11697 Клещи, Тянь-Шань – 0 390
45 106 556 Вакцинный штамм Otten pFra–, pCad– 0 390
46 C118 13254 Крыса, Вьетнам – 0 390
47 119 1211 Тарбаган, Монголия – 0 390
48 Р121В 14719 Больной человек, Вьетнам – 0 390
49 125 1212 Длиннохвостый суслик, Монголия – 0 390
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50 126 1126 Большая  песчанка,  Средне-Азиатский
ПЧИ

pFra– pPst– 0 390

51 С-131 14711 Блохи, Вьетнам – 0 390
52 132 875 Домовая мышь, Апшерон Lac+ 0 390
53 133 14722 Полуденная песчанка, Уральская ПЧС – 0 390
54 134 845 Блохи, Азербайджан Lac+ 0 390
55 134 14723 Полуденная песчанка, Уральская ПЧС – 0 390
56 С134 13255 Больной человек, Вьетнам Glp–/Nap–, ФагR 0 390
57 А-139 259 Большая  песчанка,  Талды-Курганская

ПЧС
Fra± 0 390

58 143 11687 Малый суслик, Читинская.ПЧС 0 390
59 145 746 Блохи, Гурьевская ПЧС RO, Творт, Glp– 0 390
60 148 2245 Большая песчанка, Аральск.ПЧС – 0 390
61 149 13277 Большая  песчанка,  Талды-Курганская

ПЧС
+arg- 0 390

62 А-153 1353 Большая песчанка,Туркменская ПЧС pFra–, pPst– 0 390
63 161/236 1910 Больной человек, Индия Авирулентный 0 390
64 169 319 Суслики, Северо-Запад. Прикаспий. +arg, ФагR 0 390
65 173/258 1858 Больной человек, Манчжурия OR 0 390
66 186 17976 Горный суслик, Кабардино-Балкария +ilv, +р4МД 0 390
67 192 892 Краснохвостая песчанка, Гурьевская ПЧС Поражен фагом 0 390
68 С-192 11673 Блохи, Армения Glp+/Nap+, pPst–, Rha+ 0 390
69 197 11670 Тарбаган, МНР – 0 390
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70 210/301 1909 Грызун, Африка Rha+ 0 390
71 Р216 13250 Больной человек, Вьетнам Glp–/Nap–, PhageR 0 390
72 P-221 P-221 Клон штамма И23/6, Средне-Азиатский

ПЧИ
+lys, PhageR 0 390

74 269/19 13287 Блохи, Киргизия Ure+ 0 390
75 271 14777 Полуденная песчанка, Калмыкия – 0 390
76 273 14776 Блохи, Элистинская ПЧС – 0 390
77 279 1227 Малый суслик, Уральская ПЧС – 0 390
78 С279 11675 Блохи, Армянская ПЧС Glp–/Nap– 0 390
79 291 13223 Крыса, Вьетнам Psts, Ara– 0 390
80 293 1913 Больной человек, Индия OS, pFra–,pCad–, авирулентный 0 390
81 301 18008 Горный суслик, Кабардино-Балкария, +рго, +р4МД 0 390
82 302 725 Блохи, Уральская ПЧС – 0 390
83 308 13224 Крыса, Вьетнам Ara–, Psts 0 390
84 312 17931 Горный суслик, Кабардино-Балкария, – 0 390
85 335 1318 Краснохвостая  песчанка,  Шамхорское

ПЧО
– 0 390

86 336 261 Большая песчанка, Туркмения Glp– 0 390
87 340 13225 Больной человек, Вьетнам Psts 0 390
88 342 13227 Больной человек, Вьетнам Psts 0 390
89 343 13228 Крыса, Вьетнам Glp–/Nap–, Psts 0 390
90 349 17940 Горный суслик, Кабардино-Балкария +ilv, +р4МД 0 390
91 363 1300 Серый сурок. Киргизия – 0 390
92 370 849 Блохи, Азербайджан Lac+ 0 390
93 374 13236 Больной человек, Вьетнам ФагR 0 390
94 375 375 Больной человек, Вьетнам Фаг± 0 390
95 376 13238 Больной человек, Вьетнам Glp–/Nap– 0 390

209



96 377 13238 Больной человек, Вьетнам – 0 390
97 378 13240 Больной человек, Вьетнам ФагНR, Glp–/Nap– 0 390
98 379 13241 Больной человек, Вьетнам ФагНR, Glp–/Nap– 0 390
99 384 18013 Горный суслик Кабардино-Балкария – 0 390
100 387 18022 Горный суслик, Кабардино-Балкария – 0 390
101 С393 14712 Блохи, Вьетнам pFra– 0 390
102 Б399 745 Малый суслик, Астраханская ПЧС – 0 390
103 413 1219 Блохи  большой  песчанки  Гурьевская

ПЧС
– 0 390

104 420 1477 Даурский хомяк,Читинская. ПЧС – 0 390
105 429 851 Краснохвостая песчанка, Азербайджан Lac+ 0 390
106 445 17952 Горный суслик, Кабардино-Балкария +ilv, +р4МД 0 390
107 456 17956 Горный суслик, Кабардино-Балкария – 0 390
108 С457 13263 Крыса, Вьетнам ФагR, Glp–/Nap– 0 390
109 А477 3468 Больной человек, Кения Fra–, pFra–, Glp– 0 390
110 А481 3469 Больной человек, о.Мадагаскар – 0 390
111 А483 3470 Больной человек, Сенегал Fra–, pFra–, pРst– 0 390
112 А-500 3477 Больной  человек  (Гамбург),  институт

им. Пастера, Париж
– 0 390

113 А-514 3479 Больной человек, Конго – 0 390
114 515 3 Больной человек, Россия - 0 390
115 А516 3480 Больной человек, Вьетнам Рst– 0 390
116 522 144 Большая  песчанка,  Талды-Курганская

ПЧС
– 0 390

117 А527 3481 Больной человек, Кения Прототроф, Рst– 0 390
118 А528 3482 Больной человек, Вьетнам mеt, Рst– 0 390
119 534 1314 Краснохвостая  песчанка,  Шамхорское

ПЧО
– 0 390
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120 536 1315 Краснохвостая  песчанка,  Шамхорское
ПЧО

– 0 390

121 547 P160 Малый суслик, Прикаспий ФагR, S+R, Lac+, met 0 390
122 552 1319 Блохи песчанки, Шамхорское ПЧО – 0 390
123 A-556 3487 Больной человек, Кения ФагR +ilv, rbf, pFra– 0 390
124 557 14726 Блохи, Гурьевская область – 0 390
125 А557 3488 Больной человек, Вьетнам mеt, Fra– ,Tох–, pРst– 0 390
126 А-559 3489 Больной человек, Турция Fra–,pFra+ ,Glp–, mеt 0 390
127 560 14727 Блохи, Гурьевская ПЧС – 0 390
128 A561 3490 Больной человек, Турция – 0 390
129 И568 1482 Больной.человек, Читинская ПЧС Glp–, Rha+ 0 390
130 580 1478 Блохи суслика, Читинская ПЧС – 0 390
131 595 2080 Большая песчанка, Туркменская ПЧС Lac+ 0 390
132 603 18080 Горный суслик, Кабардино-Балкария +рго, +р4МД 0 390
133 613 1321 Краснохвостая  песчанка,  Шамхорское

ПЧО
– 0 390

134 А-618 11/1168 Сурок, Киргизская ПЧС pFra– 0 390
135 657 14787 Блохи, Элистинская ПЧС Glp– 0 390
136 С669 13266 Крыса, Вьетнам Glp–/Nap– 0 390
137 715эх 18046 Горный суслик, Кабардино-Балкария +рго, +р4МД 0 390
138 743 358 Блохи песчанки, Каракумы +ilv 0 390
139 798 1479 Даурский суслик, Читинская ПЧС – 0 390
140 801 873 Песчанка малоазийская, Азербайджан Rha+, Lac+ 0 390
141 802 874 Блохи краснохвостой песчанки,

Азербайджан
Lac+ 0 390

142 803 875 Ленная мышь, Азербайджан Rha+, Lac+ 0 390
143 803 1480 Полёвка Брандта, Читинская ПЧС Glp– 0 390
144 804 880 Домовая мышь, Азербайджан Lac+ 0 390
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145 805 1481 Полевка Брандта, Читинская ПЧС – 0 390
146 812 1316 Краснохвостая  песчанка,  Шамхорское

ПЧО
– 0 390

147 С825 11693 Краснохвостая песчанка, Грузия – 0 390
148 830 17982 Горный суслик, Кабардино-Балкария, – 0 390
149 852 795 Песчанка, Араломорская ПЧС – 0 390
150 867 886 Блохи, Гурьевская ПЧС OS 0 390
151 868 906 Большая песчанка, Гурьевская ПЧС – 0 390
152 С879 13268 Блохи, Вьетнам – 0 390
153 С-903 13269 Крыса, Вьетнам Rha+ 0 390
154 916 766 Больной человек, Китай – 0 390
155 917 767 Полёвки, Китай – 0 390
156 918 768 Суслики, Китай – 0 390
157 919 769 Крысы, Китай – 0 390
158 920 770 Суслики, Китай – 0 390
159 921 771 Суслики, Китай – 0 390
160 922 772 Блохи сусликов, Китай +trp 0 390
161 923(P-

134)
773 Даурский хомяк, Китай +trp 0 390

162 923-97 773Л Лабораторный  штамм,  Ростовский
ПЧИ

+trp, Lac+, ФагR 0 390

163 924 774 Тарбаганы, Китай – 0 390
164 925 775 Кролики, Китай +leu,arg, 0 390
165 926 776 Вариант вакцинного штамма Otten? – 0 390
166 927 1901 Экспериментальный  штамм,  ин-т

«Микроб»
pCad–, pPst–, Fra–, ФагR 0 390

167 927(1) 5121 Больной человек, Араломорская ПЧС Авирулентный 0 390
168 938 1229 Сурок, Фрунзенская ПЧС – 0 390
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169 942 942 Большая  песчанка,  Талды-Курганская
ПЧС

pFra– 0 390

170 956 1200 Суслик, Средне-Азиатский ПЧИ – 0 390
171 962 18069 Горный суслик, Кабардино-Балкария +рго, +р4МД 0 390
172 963 18056 Горный суслик, Кабардино-Балкария +рго, +р4МД 0 390
173 966/68 14772 Полуденная песчанка, Калмыкия – 0 390
174 982/996 14773 Полуденная  песчанка,  Элистинская

ПЧС
– 0 390

175 994 887 Большая песчанка, Гурьевская ПЧС OS 0 390
176 1024 1465 Гребенщиковая  песчанка,  Гурьевская

ПЧС
pFra– 0 390

177 1026/16 1026/16 Серый хомяк, Таласс Rha+ 0 390
178 1032 1220 Блохи малого суслика, Гурьевская ПЧС RO, Glp± 0 390
179 1034 248 Большая  песчанка,  Талды-Курганская

ПЧС
pCad- 0 390

180 1035 2097 Большая песчанка, Туркменская ПЧС Lac+ 0 390
181 1042 1230 Большая песчанка, Астраханская ПЧС – 0 390

182 1061 1320 Краснохвостая  песчанка,  Шамхорское
ПЧО

– 0 390

183 1072 1072 Блохи  песчанки,  Средне-Азиатский
ПЧИ

Rha+, pFra– 0 390

184 1099 16154 Большая песчанка, Чимкентская ПЧС OS, 100 %Pgm– 0 390
185 1099 11664 Погадка орла, МНР – 0 390
186 С-1127 13270 Блохи, Вьетнам – 0 390
187 1166 3133 Блохи, Талды-Курганская ПЧС pCad–, pPst- 0 390
188 1209 201 Большая песчанка, Гурьевская ПЧС pFra–, pPst- 0 390
189 Р1230А Р1230А Лабораторный, РостПЧИ pFra–, ФагHR. 0 390
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190 1247 902 Большая песчанка, Гурьевская ПЧС – 0 390
191 1266 1201 Блохи нор, Джамбульская область. Rha+ 0 390
192 1271 1202 Краснохвостая  песчанка,

Джамбульская область.
Glp+, Nap+ 0 390

193 1295 899 Блохи  песчанки,  Средне-Азиатский
ПЧИ

Rha+, met 0 390

194 1313 1203 Блохи, Средне-Азиатский ПЧИ Glp+, Nap+ 0 390
195 1330 12636 Большая песчанка, Чарджоу ПЧС (pFra-), интегрирована 0 390
196 1339 1204 Сер.сурок, Алма-Атинская область – 0 390
197 1378 1205 Большая песчанка, А-Атинская обл. – 0 390
198 1384 2250 Большая песчанка, Араломорская ПЧС – 0 390
199 1450 20 Большая песчанка, Араломорская ПЧС pFra–, pPst– 0 390
200 1500 1221 Гамазовые клещи, Гурьевская ПЧС – 0 390
201 1579 1579 Блохи песчанки, Средне-Азиат. ПЧИ Rha+ 0 390
202 1592 1670 Блохи, Азербайджан Rha+ 0 390
203 1651 237 Блохи, С-З. Прикаспий. – 0 390
204 A-1786 13278 Красный сурок, Чимкентская ПЧС pFra>65MД, Rha+ 0 390
205 А-1809 13291 Блохи, Таласс, Ure+, +р13MD, +p15MД 0 390
206 A-1814 13290 Полёвка, Таласс Ure+, +p15MД 0 390
207 А1817 13276 Серый хомяк, Киргизия Rha+, аrg, leu 0 390
208 A-1819 13294 Блохи, Таласс Ure+, +p15MД 0 390
209 1922 14730 Большая песчанка, Уральская ПЧС – 0 390
210 2022 11680 Малый суслик, Читинская обл. – 0 390
211 2046 P-145 Полуденная песчанка, Прикаспий, S + R +p10МД 0 390
212 2063Д 11694 Горный суслик, Карачаево-Черкессия +p4МД 0 390
213 2094 735 Блохи, Уральская ПЧС OS 0 390
214 2232 12259 Блохи, МНР pFra– 0 390
215 2353 14743 Блохи, Уральская ПЧС – 0 390
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216 И-2442 11666 Длиннохвостый суслик, Тува Fra± 0 183
217 2742 1322 Краснохвостая  песчанка,  Шамхорское

ПЧО
– 0 390

     218 2807 2253 Большая песчанка, Араломорская ПЧС RO, Творт, гибель биопроб без
культур

0 390

219 2823 2254 Большая песчанка, Араломорская ПЧС RO, Творт, гибель биопроб без
культур

0 390

220 2826 2255 Большая песчанка, Араломорская ПЧС RO, Творт, гибель биопроб без
культур

0 390

221 2849 2256 Большая песчанка, Араломорская ПЧС RO, Творт, гибель биопроб без
культур

0 390

222 2957 14759 Блохи суслика, Уральская область – 0 390
223 3081 14732 Большая песчанка, Уральская ПЧС OS 0 390
224 3083 733 Большая песчанка, Уральская. ПЧС OS 0 390
225 3192 1222 Малый суслик, Гурьевская ПЧС – 0 390
226 3559-3568 14792 Мышь домовая, Элистинская ПЧС – 0 390
227 3595 14741 Большая песчанка, Уральская ПЧС – 0 390
228 3672 2087 Большая песчанка, Туркменская ПЧС Lac+ 0 390
229 3720 888 Краснохвостая  песчанка,  Гурьевская

ПЧС
OS 0 390

230 3756 2088 Большая песчанка, Туркменская ПЧС Lac+ 0 390
231 3978 2089 Большая песчанка, Туркменская ПЧС Lac+ 0 390
232 4033 2090 Большая песчанка, Туркменская ПЧС Lac+ 0 390
233 4098 11674 Краснохвостая  песчанка,

Азербайджанская ПЧС
– 0 390

234 4614 748 Клещи, Гурьевская обл RO 0 390
235 4635 1379 Клещи, Араломорская ПЧС – 0 390
236 5860 159 Емуранчик, С-З. Прикаспий met 0 390
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237 5865 14754 Малый суслик, Уральская ПЧС – 0 225

238 5947 477 Блохи, С-З. Прикаспий. – 0 390

239 5949 479 Блохи, С-З. Прикаспий. – 0 390

240 5951 481 Блохи, С-З. Прикаспий. – 0 390

241 5953 483 Блохи, С-З. Прикаспий. – 0 390

242 6331 2091 Блохи песчанки, Туркменская ПЧС Lac+ 0 390

243 6497 2258 Большая песчанка, Араломорская
ПЧС

RO, гибель биопроб без культур 0 390

244 6645 2092 Блохи песчанки, Туркменская ПЧС Lac+ 0 390

245 6663 2093 Большая песчанка, Туркменская ПЧС Lac+ 0 390
246 6848 2094 Большая песчанка, Туркменская ПЧС Lac+ 0 390
247 6955 2095 Блохи песчанка, Туркменская ПЧС Lac+ 0 390
248 8908 14766 Большая песчанка, Уральская ПЧС – 0 390
249 8621 2259 Большая песчанка, Араломорская

ПЧС
RO, гибель биопроб без культур 0 390

250 9849 2260 Большая песчанка, Араломорская ПЧС RO, гибель биопроб без культур 0 390
251 11337 239 Гребенщиковая песчанка, Прикаспий. – 0 390
252 12708 1223 Домовая мышь, ГурьевскаяПЧС ФагR 0 390
253 С-15015 11678 Персидская песчанка, Армения Glp+/Nap–, 0 390
254 С-824 11692 Краснохвостая песчанка, Грузия – 0 390
255 Alexander

195
2358 проф.Mollare, Париж, ин-т им.Пастера – 0 390
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256

ЕV76
линия

(НИИЭГ)
ЕV1290

Коммерческая противочумная вакцина
(контроьный штамм, bv. orientalis

R-форма, Rha-,Ure-, Mob-,
полиауксотроф: (phe, met, cys,

thr); pPst, pCad, pFra  Cad+,Fra+,
Pst+,R, (glpDΔ  ,     NapA  +),

авирулентный

0 390

257 EV 486
Клоны А

вариант вакцинного штамма EV, Китай Glp+, прототроф, 0 390

486 
Клоны В

вариант вакцинного штамма EV, Китай Glp+, прототроф, 223 0

258 EV-M 487 вариант вакцинного штамма EV, Китай met 0 390

259 EV- Otten 488 вариант  вакцинного  штамма  Otten,
Китай

– 0 390

260 Ham-burg
15

3483 Больной  человек,  проф.Молляре,  ин-т
им. Пастера, Париж

– 0 390

261 Harbin 3440 Проф.Mollare,Париж PhageR,p50MД 0 390
262 TRU 2357 Проф. Knapp, Германия RO, без плазмид 0 390
263 TS 2361 Проф. Knapp, Германия pPst-, pCad- 0 390
264 Yawa 2356 Проф. Knapp, Германия RO, без плазмид 0 390
265 «Анна» 12103 Больной человек, Россия – 0 390
266 «берем.♀

»
1214 Верблюд, Гурьевская ПЧС PhageR 0 390

267 «Доби-
тый»

1206 Тарбаган, Забайкалье – 0 390

ФагR. прототроф, Rha+, без 223 0
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268 ЖВR-25 19 Экспериментальный,
ПЧИ «Микроб»

плазмид, S-форма, Y  .     pseu  -
dotuberculosis

269 Кызыл-
Кум-1

780 Экспериментальный  вакцинный,
Средне-Азиатский ПЧИ

Авирулентный, pPst–, Pgm- 0 390

270 Эльбрус-5 11691 Малый суслик, Карачаево-Черкесия – 0 390

Пояснение: *) «–» атипичные признаки не обнаружены.
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Характеристика исследованных штаммов Y. pseudotuberculosis

Приложение Б Типовые штаммы Y. pseudotuberculosis**)

Инвентар-
ный №
РПЧИ

Особый № Общие сведения
Выявленные особенности

диагностических признаков*)

Ампликоны в ПЦР
с праймерами, п.н.

JS vlm12/IS2
16

17844 Н141/84 Больной человек, Германия*) Без плазмид, Mob–, О:1а 223 0
17845 Н706/86 Больной человек, Япония Без плазмид, ФагR, SR, О:1b 223 0
17846 Н2/91 Горная вода, Япония +p6 и р4МД, ФагR, S+R, ауксотроф±,

О:1с
223 0

17847 Н457/86 Больной человек, Япония ФагR, S+R, ауксотроф±, О:2а 223 0
17848 Н143/84 Больной человек, Германия +р10 МД, S+R, Ara–, ауксотроф±,

О:2b
223 0

17849 H460/86 Больной человек, Япония +р10 МД, O:2c 223 0
17850 Н146/86 Больной человек, Германия Ure±, Ауксотроф!!, О:3 223 0
17851 Н452/86 Больной человек, Германия +р30 МД Ure–, OR!, FV±, О:4а 223 0
17852 Н715/86 Неизвестно, Франция ФагR S+R, ауксотроф±, О:4b 223
17853 Н719/86 Собака, Япония Без плазмид, Mob– ФагR Ara–, RR!

Ауксотроф!!, О:5а
223 0

17854 Н450/86 Больной человек, Япония Ure- Ara–, Ауксотроф!!, О:5b 223 0
17855 Н720/86 Больной человек, Япония RS, ауксотроф±, FV±, О:6 223 0

17856 Н455/86 Собака, Япония Mob–, ауксотроф±, FV±, О:7 223 0
17857 Н448/86 Дикая крыса, Япония RR!, Ауксотроф!!, О:8 223 0
17858 Н1112/90 Дикая крыса, Япония Ure-, R+S, ауксотроф±, О:9 223 0
17859 Н16/92 Енот, Япония R, ФагR, ауксотроф±, О:10 223 0
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17860 H1093/90 Дикая крыса, Япония ФагR, ауксотроф±, О:11 223 0
17861 Н917/92 Горная вода, Япония ауксотроф±, О:12 223 0
17862 Н915/92 Домовая крыса, Китай R,ФагR, Ауксотроф!!, О:13 223 0
17863 Н918/92 Дикая крыса, Китай R+S Ауксотроф!!Ure-, ФагR, О:14 223 0
17864 Н6516/94 Не указано R, О:15 223 0
17865 Н1180/95 Не указано R, ауксотроф±, О:16 223 0

Пояснение: *) «–» атипичные признаки не обнаружены.

 **)  Штаммы  из  коллекции  (Tsubokura,  Aleksić,  1995),  получены  из  Германии,  г.  Мюнхен.  ин-т  гигиены  им.

М.Петенкофера.
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Приложение В Природные  штаммы Y. pseudotuberculosis

№п Особый № Общие сведения Выявленные особенности
диагностических признаков*)

Ампликоны в
ПЦР с прайме-

рами, п.н.
JS vlm12/IS

216
1 1(О:1) От проф. Mollare, Париж, ин-т им.

Пастера
(типовой)

S-форма, Rha+, Ure+,Mob+,
NapA+, Прототроф+, ФагS, (p50),

(p82), FV–

223 0

2 5(О:4) Крыса, Мурманск – 223 0

3 6R(О:?) Больной человек. Саратов – 223 0
4 7(О:2) Крыса, Архангельск – 223 0
5 9 (О:1) Аппендикс, Псков – 223 0
6 16(О:3) Больной человек, С-Пб +р8 МД 223 0

7 34(О:3) Аппендикс, Калининград – 223 0
8 52(О:5) Типовой (Thal) – 223 0
9 117(О:1) Больной человек, Дальний Восток Ure– 223 0
10 100(О:1) Типовой (Thal) – 223 0
11 136(О:1) Больной человек, С-Пб – 223 0
12 143(О:1) Кормовая свёкла, C-Пб – 223 0
13 193(О:2) Крыса, Архангельск – 223 0
14 206 (О:?) Вода, Крым р47МД 223 0
15 210(О:1) Крыса, Азербайджан – 223 0
16 274(О:1) Полёвка обыкновенная, С-Пб +р10МД, р3 МД 223 0
17 296 (О:5) Типовой (Thal) _ 223 0

R-pFra+, Rha+ Ure–FV+pPst+,
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18 320(O:1) Крыса, СПб Mob-, авирулентный, Y. pestis 0 390
19 322(O:1) Крыса, С-Пб Ауксотроф!!, Mob–Ure– ФагR 223 0
20 354(О:1) Мышь-малютка, С-Пб – 223 0
21 370(О:1,2) Мышь домовая, С.-Пб – 223 0
22 402(О:1) Лемминг, Мурманск – 223 0
23 469(О:6) Типовой (Thal) – 223 0
24 485(О:3) Больной человек, Дальний Восток р47МД 223 0
25 489 S и R

(O:4)
Морская свинка, С-Пб 1) S «диссоцианты» – 223 0

2)  R «диссоцианты»-  Mob-Rha+/–
Ura+/–pFra+, pPst+, Y. pestis

0 390

26 504(О:?) Вода, Крым – 223 0
27 629(О:1) Больной человек, С-Пб – 223 0
28  681(О:3) Больной человек, Мурманск – 223 0
29 770(О:1) Крыса, Одесса – 223 0
30 847(О:1) От проф. Mollare,Париж – 223 0
31 882(О:2) Труп зайца, Новгородская СЭС – 223 0
32 946(О:?) Мышь домовая, С-Пб – 223 0
33 952(О:1) Крыса, С-Пб – 223 0
34 978(О:1) Полёвка, Новгородская СЭС – 223 0
35 1129(О:2) Бурозубка обык. С.-Пб – 223 0
36 1336(О:1) Крыса, С-Пб Rha– 223 0
37 1656(О:5) Крыса, С-Пб – 223 0
38 1812(О:1) Полёвка обыкновенная, С-Пб – 223 0
39 1860 Лабораторные производные

штаммов Y. pestis 50/74, 173, 52/80,
46/68, Саратов ПЧИ «Микроб»

Чумной фаг
Покровской/чувствительны.

R, OR, SR

223 0
40 1861 223 0
41 1862 223 0
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42 1863 223 0

43 1870(О:1) Крыса, СПб р47МД 223 0

44
1923(O:3)

(P-493)
От проф.Mollare, Париж

OR, Mob- (реципиент) 223 0

OR,  Mob-,  Ure+,  Rha+,  ФагS,
pFra+/Fra+,  caf1+(267  п.н.),  FV–,
Прототроф,  Y.  pseudotuberculosis,
Fra+рекомбинант

223 0

45 1904(O:?) Больной человек, Средне-
Азиатский ПЧИ

Mob- 223 0

46 1983(О:3) Морская свинка, С-Пб – 223 0
47 1989(О:1) Типовой, Франция – 223 0
48 2093(О:4) Больной человек, С-Пб +р47МД,10МД 223 0
49 2393(О:?) Крыса, С.-Пб – 223 0
50 2440(О:1) Полёвка, Новгородская СЭС – 223 0
51 3229(О:1) Аппендикс, С.-Пб – 223 0
52 3361(О:1) Аппендикс, С.-Пб +р60МД, р15МД, р12,5МД 223 0
53 3683(О:4) Крыса, СПб +р47МД, р10МД 223 0
54 4359(О:4) Полёвка обыкновенная, С-Пб – 223 0

55 5761 Крыса, С-Пб
1) S-«диссоциант»: – 223 0

     2) R-«диссоциант»: pFra+/Fra+,
pPst+/Pst,Pla+, Mob- Rha+/- Ura+/-,
Y. pestis

0 390

56 5764 (О:1) Крыса, С-Пб 1)S-«диссоциант»: – 223 0
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2) R-«диссоциант»: pFra+/Fra+,
pPst+/Pst,Pla+,, Mob- Rha+/- Ura+/-,

Y. pestis,
(есть клоны-прототрофы)

0 390

57 5765(О:1) Крыса, С-Пб 1)S-«диссоциант»: –
223 0

2)R-«диссоциант»: pFra+/Fra+,
pPst+/Pst,Pla+, Mob- ,Rha+/- Ura+/-,

Y. pestis

0 390

58 5851(О:5) Крыса, СПб – 223 0
59 6865(О:2) Крыса, СПб – 223 0
60 10588(О:1) Крыса, СПб +р17,5 МД 223 0

Пояснение: *) «–» атипичные признаки не обнаружены.
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