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К вопросу об определении вирулентности 
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Проведен анализ подходов к оценке вирулентности возбудителя чумы in vitro. Выделены следующие группы методов: 
молекулярно-генетический, культурально-биохимический, физиологический и иммунологический. Молекулярно-
генетический метод регламентирован для исследования полевого материала. Наличие генетических маркеров пато-
генности возбудителя – первостепенная составляющая вирулентности, анализ экспрессии этих генов – следующий 
важный шаг на пути дифференциации штаммов по данному показателю. В качестве дополнения к молекулярно-гене-
тическим методам оценки вирулентности актуален поиск информативных показателей вирулентности – биохимиче-
ских, иммунологических, культуральных, физиологических, которыми обладают вирулентные штаммы возбудителя 
чумы в условиях максимального проявления своих патогенных свойств. Результаты, полученные при использовании 
современных подходов к оценке вирулентности чумного микроба in vitro, необходимо сопоставлять с показателем ЛД50 
как легитимным критерием оценки вирулентности для каждого изучаемого штамма чумного микроба. 
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Concerning determination of virulent properties 
of plague microbe in vitro
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Approaches to the assessment of virulence of plague agent in vitro were analyzed. The following groups of methods were 
outlined: molecular-genetic, cultural-biochemical, physiological and immunological. Molecular-genetic method has been 
included into nomenclature of studies of field material. Presence of genetic pathogenicity markers of the agent is a paramount 
component of virulence. Analysis of expression of these genes – is another important step towards differentiation of the strains 
by the indicator. As a supplement to molecular-genetic methods of virulence assessment, search for informative indicators of 
virulence – biochemical, immunological, cultural, physiological ones which virulent plague agent strains possess under 
conditions of maximum manifestation of their pathogenic properties. Results obtained in the course of practicing modern 
approaches to the assessment of plague microbe virulence in vitro should be balanced against LD50 values for every plague 
microbe strain under investigation as legitimate criteria for virulence to date. 
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П
атогенность как способность определенного вида/под-

вида микроорганизмов вызывать заболевание у опре-

деленных видов животных (включая человека) и/или расте-

ний – краеугольный камень, определяющий интерес иссле-

дователей к данному микробу. Вирулентность, как мера 

патогенности, является количественным показателем, зна-

чение которого зависит от конкретного штамма и даже 

клона патогена, условий его культивирования (пассирова-

ния), внутривидовой группы (популяции или клона) организ-

ма-хозяина и особенностей его содержания (питания, осве-

щения, влажности и т.д.), а также способа заражения, цир-

кадных ритмов, эпигенетических механизмов регуляции 

экспрессии генов как патогена, так и хозяина и т.д. 

Возбудитель чумы Yersinia pestis отнесен к наиболее 

опасной I группе патогенности [1]. Оценка вирулентности 

штаммов возбудителя чумы регламентирована МУ 
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3.1.3.2355-08, МУК 4.2.2940-11 при определении номенкла-

туры и объема исследований для Центров индикации воз-

будителей инфекционных болезней I–II групп патогенности и 

обеспечения противоэпидемической готовности, Референс-

центра по мониторингу за чумой и другими особо опасными 

бактериальными инфекциями, Центров верификации диа-

гностической деятельности, осуществляющих функции госу-

дарственных коллекций возбудителей особо опасных бакте-

риальных инфекций I–II групп патогенности. Показатель ви-

рулентности штаммов Y. pestis используют для паспортиза-

ции природных очагов чумы и количественной оценки их 

эпидемического потенциала в соответствии с «Программой 

расчета величины эпидемического потенциала природного 

очага чумы» [2]. 

С 1940-х гг. лабораторная диагностика чумы включала 

методы выявления авирулентных штаммов чумного микроба 

in vitro по фенотипическим свойствам: способности к росту 

при недостатке в среде культивирования ионов кальция при 

температуре 37°С; неспособности сорбировать из среды 

культивирования гемин или конго красный (конгорот) [3–6]. 

В 1969 г. Апариным Г.П. впервые было предложено диффе-

ренцировать штаммы Y. pestis на высоковирулентные, виру-

лентные, слабо вирулентные и авирулентные на основании 

показателя летальной дозы ЛД50 [7]. Показатель ЛД50 для 

белых мышей является золотым стандартом оценки виру-

лентности чумного микроба. Для высоковирулентных штам-

мов ЛД50 при подкожном заражении белых мышей составля-

ет 5–10 м.к. (микробных клеток), слабовирулентных – 

>1 × 105 м.к., авирулентные – >1 × 106 м.к. [8]. В качестве 

лабораторных животных также используют морских свинок. 

Вследствие избирательного характера вирулентности штам-

мы чумного микроба кавказского (Y. pestis subsp. caucasica) 

и алтайского (Y. pestis subsp. altaica) подвидов природных 

очагов полевочьего и пищухового типов вирулентны для 

мышей и авирулентны для морских свинок [2].

В дальнейшем алгоритм лабораторной диагностики по-

полнился молекулярно-генетическими методами, позволяю-

щими исследовать наличие генетических маркеров факто-

ров патогенности. 

В настоящее время вирулентность возбудителя чумы ре-

гламентировано оценивать как in vivo, так и in vitro [2]. 

Однако если при работе с лабораторными животными четко 

определены последовательность действий и система под-

счета результатов, то технологии методов in vitro разнород-

ны и постоянно эволюционируют. Вместе с тем способы 

оценки вирулентных свойств чумного микроба согласуются с 

концепцией «Три R» – усовершенствования, уменьшения и 

замены (Refinement, Reduction, Replacement) [9, 10], предус-

матривающей переход к технологиям без использования 

лабораторных животных или их лимитирования. 

Цель обзора – обозначить спектр подходов к определе-

нию вирулентности возбудителя чумы в системе in vitro. 

Можно выделить следующие группы методов оценки ви-

рулентности чумного микроба in vitro: молекулярно-генети-

ческие, культурально-биохимические, физиологические, им-

мунологические. 

Патогенность чумного микроба – полидетерминантный 

признак, который контролируется набором генов хромосом-

ной и плазмидной локализации. 

Молекулярно-генетический метод оценки вирулентно-

сти чумного микроба вошел в номенклатуру исследований 

полевого материала [2]. На хромосоме Y. pestis расположена 

область детерминант пигментации (pgm-область), в состав 

которой входят hms-локус с генами белков аккумуляции ге-

мина и остров высокой патогенности HPI с генами утилиза-

ции железа. Гены таких детерминант патогенности, как 

белок LcrV (V-антиген) и Yop-белки, локализованы на плаз-

миде pCad. Потеря этих генов приводит к утрате вирулент-

ности возбудителя чумы для лабораторных животных. 

Дифференциацию авирулентных и потенциально вирулент-

ных штаммов Y. pestis проводят по выявлению генов irp2 

(остров патогенности хромосомной области пигментации), 

hmsH (hms-локус хромосомной области пигментации), lcrV 

(плазмида pCad) c использованием коммерческих наборов 

реагентов [8, 11, 12]. 

Культуры одного и того же штамма Y. pestis при полном 

генетическом сходстве могут отличаться по своим вирулент-

ным свойствам. Различия в вирулентности связаны с изме-

нением экспрессии отдельных генов, в частности гена psaA, 

который входит в состав оперона, кодирующего pH6-антиген 

с антифагоцитарной и адгезивной активностью, и гена pst, 

расположенного на плазмиде pPst, кодирующего синтез пе-

стицина [13].

С помощью современных методов генетического анали-

за, таких как полногеномное секвенирование, точечный му-

тагенез, определение экспрессии генов in vivo, протеомный 

и транскриптомный анализ экспрессии генов, обнаружены 

гены, утрата которых также приводит к снижению вирулент-

ности чумного микроба [14]. Это не только гены, кодирую-

щие изученные и неизученные факторы вирулентности, но и 

гены, кодирующие регуляторные молекулы, которые осу-

ществляют контроль экспрессии генов Y. pestis на транс-

крипционном, трансляционном и посттрансляционном уров-

нях [15, 16]. Один из регуляторных белков – рецептор цикли-

ческого аденозинмонофосфата (Cyclic AMP receptor protein/

CRp) – регулирует экспрессию многих генов, ассоциирован-

ных с вирулентностью – pla и системы секреции III типа Yop-

YSC Y. pestis [17, 18].

Культурально-биохимические методы. Признак пиг-

ментации Y. pestis, ассоциированный с вирулентностью и 

связанный с расположенным в pgm-области островом высо-

кой патогенности, определяют по способности возбудителя 

чумы образовывать пигментированные колонии на специ-

альных средах, таких как синтетическая среда с гемином 

Джексона–Берроуза, агар Хоттингера с 0,05 мкг/мл красите-

ля Конго красного, среда HmsD [19]. Однако среда Джексона–

Берроуза практически не используется в настоящее время в 

связи со сложностями ее приготовления. Для детекции при-

знака пигментсорбции чумного микроба рекомендована 

цветная дифференциально-диагностическая полусинтетиче-

ская среда HmsD [8]. 

Потребность в ионах кальция является одним из факто-

ров вирулентности возбудителя чумы и служит признаком 

наличия и функционирования генов плазмиды вирулентно-

сти pCad. На среде Хигучи–Смита (магниево-оксалатный 

агар) авирулентные клетки Y. pestis через 40–42 ч инкуба-

ции при температуре 37°С образуют колонии I порядка, не-

зависимые от ионов кальция (авирулентные), еще через 
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40 ч дополнительной инкубации при той же температуре 

клетки с остаточной вирулентностью и тенденцией потери 

зависимости от ионов кальция дают начало колониям II по-

рядка. Заключительный этап постановки теста – инкубация 

исходных посевов в течение 30 ч при температуре 28°С с 

развитием колоний III порядка из вирулентных клеток чумно-

го микроба. Для дифференциации авирулентных (кальций-

независимых) и вирулентных (кальцийзависимых) штаммов 

Y. pestis также используют коммерческую питательную 

среду для определения потребности чумного микроба в 

ионах кальция производства ФКУЗ Иркутского НИПЧИ [19].

Физиологические методы. Основное отличие авиру-

лентных штаммов от вирулентных – способность распро-

страняться и безудержно размножаться в организме [20]. 

Проведенный нами ранее анализ неоднородности бактерий 

по содержанию ДНК на клетку выявил различия в динамике 

деления вирулентных и авирулентных клеток возбудителя 

чумы [21]. Культуры вирулентных штаммов возбудителя 

чумы характеризовались более быстрым (до 48 ч) выходом 

из состояния репликации ДНК в стационарную фазу (бы-

стрый рост) в отличие от культур авирулентных штаммов 

(медленный рост, выход в стационарную фазу превышал 

срок наблюдения – 48 ч). Одно из возможных объяснений 

зависимости вирулентности культуры от скорости ее раз-

множения – выделение свободной формы липополисахари-

да (ЛПС) при делении бактерий [22]. Следовательно, чем 

выше интенсивность размножения бактериальной культуры, 

тем больше ЛПС высвобождается и более «токсичной» (ви-

рулентной) является культура, так как «основа патогенеза 

чумы – это действие ЛПС на полиморфноядерные лейкоци-

ты» [23, 24]. Для объективности оценки динамики деления 

бактерий нами был введен индекс неоднородности культу-

ры, определяемый по интенсивности ДНК-флуоресценции 

меченных флуорохромом бактерий с использованием про-

точного цитометра. Индекс рассчитывали по отношению ко-

личества клеток с относительно высоким содержанием ДНК 

(репликация ДНК, каналы интенсивности флуоресценции от 

201 до 512 у.е. (условных единиц)) к количеству клеток с от-

носительно низким содержанием ДНК (стационарная фаза, 

каналы от 0 до 200 у.е.). Через 48 ч инкубации индекс не-

однородности культур авирулентных штаммов составил 

0,52 ± 0,11, тогда как у вирулентных штаммов – 0,18 ± 0,03 

(р < 0,001). Предложено пороговое значение индекса неод-

нородности для определения вирулентных свойств культу-

ры – 0,25. Штаммы с индексом неоднородности ≥0,25 с 

большой степенью вероятности можно отнести к авирулент-

ным, а штаммы с индексом неоднородности <0,25 – к виру-

лентным. Данный метод может быть рекомендован как до-

полнительный для включения в комплекс методов оценки 

вирулентности штаммов чумного микроба. 

Иммунологический метод. Ключевая роль в развитии 

патологического процесса при инфекционных болезнях при-

надлежит повреждению клеток организма хозяина, которое 

зависит от степени вирулентности инфицирующих агентов 

[25–27]. Штаммы возбудителя чумы обладают разной цито-

токсичностью по отношению к лейкоцитам крови человека in 

vitro. При сопоставлении результатов проточно-цитометри-

ческого анализа цитотоксичности штаммов Y. pestis и их 

молекулярно-генетической характеристики c показателями 

ЛД50 для белых мышей выяснили, что вирулентные штаммы 

(ЛД50 <1 × 104 м.к.) с генотипом pgm+pFra+pCad+pPst+ вызыва-

ют повреждение более 80% лейкоцитов крови человека, 

тогда как слабовирулентные и авирулентные штаммы (ЛД50 

>1 × 105 м.к.) с генотипами pgm+pFra+pCad+pPst-, pgm-

pFra+pCad+pPst+, pgm+pFra+pCad-pPst+, pgm-pFra+pCad-pPst-, 

pgm+pFra-pCad-pPst- вызывают повреждение менее 50% лей-

коцитов [28]. Сравнительный анализ цитотоксичности иссле-

дованных штаммов Y. pestis и их ЛД50 свидетельствовал о 

высокой степени корреляции данных показателей (слабови-

рулентные и авирулентные штаммы – rs = 0,9; вирулентные – 

rs = 0,7). Очевидно, лейкоциты человека не являются стан-

дартным препаратом, но именно кровь является одним из 

наиболее информативных и доступных материалов (биома-

териалов) при изучении вирулентности штаммов возбудите-

ля чумы непосредственно для человека, что обусловливает 

перспективность включения данного подхода в комплекс 

методов оценки вирулентности штаммов чумного микроба. 

Вирулентность возбудителя чумы обусловлена способно-

стью патогена выживать и размножаться внутри макрофа-

гов («репликативной ниши») за счет подавления антибакте-

риальных функций фагоцитов [29]. Репликация бактерий 

внутри макрофагов коррелирует с понижением содержания 

в них NO. Предполагают, что за подавление индукции NO 

ответственны белки rip-оперона (reguired for intracellular 

proliferation) pgm локуса RipA, RipB и RipC [30–32]. Мутантные 

по этим генам штаммы не способны выживать и размно-

жаться внутри макрофагов [30]. 

Отдельно обозначим менее известные факторы, каче-

ственное и количественное определение которых может 

свидетельствовать о вирулентности штаммов Y. pestis. 

Полифункциональные белки наружной мембраны, такие 

как SurA (Survival protein A), липопротеин Брауна (Lpp), липо-

протеин NlpD, а также один из добавочных поверхностных 

белков – интимин/инвазин-подобный белок (Ilp) чумного ми-

кроба, рассматривают как потенциальные факторы виру-

лентности [33–36]. Установлено, что делеционные мутанты 

вирулентных штаммов Y. pestis по генам этих белков обла-

дают сниженной вирулентностью [33, 37, 38]. 

Считают, что развитию самой опасной формы чумы, ле-

гочной, способствует поверхностная протеаза омптинового 

типа возбудителя чумы – активатор плазминогена Pla [39], 

которая совместно с интегральным белком наружной мем-

браны Ail обеспечивает устойчивость чумного микроба к 

комплементу сыворотки крови [40, 41], прикрепление бакте-

рий к макрофагам [42] и проникновение патогена внутрь 

клеток млекопитающих [43]. Штаммы, лишенные Pla, харак-

теризуются увеличением ЛД50 в миллион раз [44, 45]. Утрата 

Ail также приводит к снижению вирулентности патогена. Так, 

при экспериментальной легочной чуме показатель ЛД50 му-

тантного по этому белку штамма для крыс увеличился более 

чем в 10 000 раз [46]. 

Антиоксидантная система микроорганизмов также явля-

ется фактором патогенности [47–49]. Чумной микроб, попа-

дая в фагоцит и подвергаясь губительному воздействию 

активных форм кислорода, выработал свою стратегию вы-

живания в данных условиях – антиоксидантную систему, в 

которую входят ферменты каталаза и пероксидаза. Следует 

отметить, что корреляция между каталазной активностью 
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Y. pestis и вирулентностью обнаружена еще в 1949 г. [50]. 

Каталазную и пероксидазную активность чумного микроба 

изучали как отечественные исследователи (Джапаридзе М.Н. 

[51], Видяева Н.А. [52]), так и зарубежные (Garcia E. et al. 

[53], Marcheva D. [54], Mehigh R.J., Brubaker R.R. [55]). 

Известно, что на первых этапах развития инфекционного 

процесса сидерофор иерсиниабактин Ybt возбудителя чумы 

ассимилирует железо, концентрация которого в чувстви-

тельном организме резко снижается в ответ на внедрение 

патогена. Ybt, в отличие от сидерофоров энтеробактерий, не 

блокируется липокалином-2 макроорганизма и способству-

ет размножению бактерий [56], что свидетельствует о его 

роли в патогенезе чумы и ставит его в ряд маркеров виру-

лентности чумного микроба. Привлекает внимание исследо-

вателей в качестве фактора вирулентности и другой желе-

зосвязывающий протеин Y. pestis – YfeA (YPO2439, y1897) 

[57]. Белки транспортной системы Zn (2+) YbtX и ZnuABC 

также необходимы для проявления вирулентных свойств 

чумного микроба при легочной и бубонной чуме [58].

Расширение технических возможностей способствует не 

только детальному изучению уже известных макромолекул, 

но и поиску новых – потенциальных маркеров вирулентно-

сти. Технология белковых чипов SELDI (surface enhanced 

laser desorption/ionization) позволяет определить отдельные 

белки возбудителя чумы, имеющие отношение к вирулент-

ности [59]. Согласно Chromy B.A. et al. [60], при изучении 

белковых портретов штаммов возбудителей чумы с исполь-

зованием масс-спектрометрии получены 24 неизвестных 

«уникальных» протеина – потенциальные детерминанты ви-

рулентности. 

Цикличность существования чумного микроба в природе 

в различных экологических нишах, включающих чувстви-

тельный теплокровный макроорганизм и блох, подразуме-

вает реализацию патогеном различных стратегий выжива-

ния с использованием ряда факторов патогенности. 

Необходимо учитывать особенности изучения вирулентно-

сти чумного микроба in vitro. Вирулентность чумного микро-

ба целесообразно изучать с использованием культур, вы-

ращенных при 37°С – температуре проявления всех основ-

ных детерминант вирулентности возбудителя. Выявлено 

повышение вирулентности культур возбудителя чумы при 

инкубации клеток в гемолизированных эритроцитах крови 

человека [61], что связано, в том числе, с активацией ЛПС 

[62, 63]. 

Более полное воспроизведение сложных взаимоотноше-

ний между микро- и макроорганизмом проводят при модели-

ровании жизнедеятельности чумного микроба в условиях 

in vivo с использованием имплантированных камер и после-

дующим выделением белков – потенциальных маркеров 

вирулентности – в сравнительном анализе клеток вирулент-

ных и авирулентных штаммов [13, 64]. 

Вместе с тем с температурной регуляцией факторов виру-

лентности возбудителя чумы не все так однозначно. По дан-

ным Spinner J.L. et al. [65], белки мультимерного токсическо-

го комплекса (YitA and YipA), которые защищают чумной 

микроб от фагоцитоза нейтрофилами на первом этапе ин-

фицирования, максимально синтезируются бактериями в 

организме блох при температуре 21°С. Кроме того, устойчи-

вость чумного микроба зависит не только от температуры 

культивирования. Так, бактерии, выделенные из блох, обла-

дают большей резистентностью к фагоцитозу, чем бакте-

рии, выращенные in vitro [66]. 

Интересно заметить, что один и тот же штамм Y. pestis 

может быть в большей степени вирулентным при проявле-

нии бубонной формы чумы, чем легочной [67], вследствие 

чего проводят дифференциацию факторов вирулентности 

по роли в той или иной форме заболевания [36, 39]. 

Например, в чумном микробе различают 2 системы транс-

порта марганца: Yfe/Sit и/или MntH. Двойной делеционный 

мутант по этим белкам демонстрирует 133-кратную потерю 

вирулентности на модели бубонной чумы у мышей, тогда как 

на модели легочной чумы вирулентность сохраняется на 

прежнем уровне [68].

Обращает на себя внимание универсальность отдельных 

факторов вирулентности различных патогенов. Так, rip-

оперон, обеспечивающий возможность репликации возбуди-

теля чумы в макрофагах, присутствует также у Salmonella и 

Burkholderia [69, 70]. Полифункциональные белки наружной 

мембраны SurA, липопротеин Брауна (Lpp), NlpD были обна-

ружены у других видов семейства Enterobacteriaceae [71–73]. 

Очевидно, движущие силы эволюции вирулентных микро-

организмов однонаправлены, что и объясняет единые меха-

низмы взаимодействия с чувствительным макроорганиз-

мом. 

Полигостальность возбудителя чумы объясняет множе-

ственность проявлений патогенности и неэффективность 

выбора одного или единичных факторов для оценки пато-

генности (вирулентности) чумного микроба. Представляет 

интерес анализ корреляционных связей факторов вирулент-

ности с их принадлежностью к клиническим изолятам чум-

ного микроба, как это было сделано, например, при изуче-

нии вибрионов и аэромонад различной экотопической при-

надлежности [74]. В целом исследования, направленные на 

поиск новых факторов вирулентности чумного микроба, 

расширяют горизонты нашего представления о патогенезе и 

иммуногенезе чумы и могут быть использованы для увели-

чения панели маркеров патогенности Y. pestis. 

Таким образом, нами обозначены подходы к оценке виру-

лентности штаммов возбудителя чумы in vitro. Наличие гене-

тических маркеров патогенности микроба – первостепенная 

составляющая вирулентности, анализ экспрессии этих 

генов – еще один важный шаг на пути дифференциации 

штаммов по данному показателю. Однако регламентирован 

комплексный подход к определению вирулентности чумного 

микроба. В связи с этим результаты, полученные с помощью 

методов in vitro, необходимо сопоставлять с показателем 

ЛД50 для каждого изучаемого штамма. 

Возможные направления развития методических подхо-

дов к оценке вирулентности чумного микроба in vitro – детек-

ция отдельных молекул нуклеиновых кислот, имеющих от-

ношение к вирулентности, в изотермических условиях [29, 

75], создание экспрессных тестов детекции факторов виру-

лентности для работы в полевых условиях (прототип – имму-

нохромаграфический тест, но в мультиплексном варианте). 

Совершенствование методических подходов оценки виру-

лентности чумного микроба повысит доказательность, раци-

ональность и эффективность профилактических мероприя-

тий при чуме. 
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Новое исследование показывает, как европейцы выработали большую 
сопротивляемость сибирской язве

На протяжении тысячелетий люди и сибирская язва развивались совместно. 

Согласно исследованию в Nature Communications из лаборатории Чарльза Данко, 

это привело к тому, что у людей, особенно у людей европейского происхождения, 

вырабатывалось меньше рецепторов сибирской язвы, которые позволяют болезни 

закрепиться в организме.

Развитие животноводства и охоты увеличило подверженность человека зооноз-

ным патогенам. Чтобы понять, как зоонозное заболевание могло повлиять на эволю-

цию человека, изучали изменения экспрессии у человека рецептора токсина сибир-

ской язвы 2 (ANTXR2), который кодирует белок клеточной поверхности, необходи-

мый для токсинов вирулентности Bacillus anthracis, вызывающих сибирскую язву. В 

иммунных клетках ANTXR2 подавляется в 8 раз во всех доступных человеческих 

образцах по сравнению с нечеловеческими приматами, что указывает на регулятор-

ные изменения на ранней стадии эволюции современного человека. Обнаружены множественные генетические признаки, 

согласующиеся с недавним положительным отбором, приводящим к специфическому для Европы снижению экспрессии 

ANTXR2 во множестве тканей, пораженных токсинами сибирской язвы. Эти наблюдения соответствуют модели, в которой 

люди адаптировались к болезни сибирской язвы после ранних экологических изменений, связанных с охотой, а также во 

второй период адаптации после подъема современного сельского хозяйства.

Choate LA, Barshad G, McMahon PW, Said I, Rice EJ, Munn PR, Lewis JJ, Danko CG. 

Multiple stages of evolutionary change in anthrax toxin receptor expression in humans. 

Nat Commun. 2021 Nov 15;12(1):6590. DOI: 10.1038/s41467-021-26854-z. 
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