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The modern boundaries of distribution of tamarisk gerbil -  Meriones 
Tamariscinus (Pallas, 1773) were determined in the territory of the republic 
of Kalmykia. Shown was the role of irrigation and watering of the land in the 
expansion of its natural habitat to the north and north-west. Epizootiologic and 
epidemiologic consequences of tamarisk gerbil settling in the territory of Pre­
Caspian North-Western steppe natural focus of plague were considered. The 
tendency of formation of the integrated plague natural focus of the gerbil type 
in the North-Western Pre-Caspian region and Ciscaucasia was confirmed.
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изучение протективных свойств сконструированного 
рекомбинантного диПЛАЗМидного штамма VIBRIO CHOLERAE СЕрогрУППЫ о139, 

продуцирующего в-субъединицу холерного токсина 
и фактор колонизации кишечной палочки CFA/I
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Показано, что сконструированный авирулентный диплазмидный штамм Vibrio cholerae КМ182, продуцирую­
щий В-субъединицу холерного токсина и фактор колонизации кишечной палочки CFA/I (обеспечивающих форми­
рование антитоксического и антиколонизирующего иммунитета соответственно), способен защищать иммунизи­
рованных модельных лабораторных животных от экспериментальной холеры, вызванной вирулентным штаммом 
холерного вибриона 0139 серогруппы. Определены оптимальные иммунизирующие и заражающие дозы.

Ключевые слова: Vibrio cholerae 0139 серогруппы, плазмида, метод RITARD, В-субъединица холерного ток­
сина, фактор колонизации CFA/I.

Эпидемически опасные штаммы холерного ви­
бриона относятся к двум серогруппам -  01 (Vibrio 
cholerae классический и эльтор биовар) и 0139 
(V cholerae 0139 с синонимом Бенгал). Вспышки 
холеры, впервые вызванные в 1992 г. возбудителем 
V. cholerae 0139 серогруппы в Индии и Бангладеш 
(бенгальская холера), продолжают регистрировать­
ся в ряде регионов Юго-Восточной Азии (Киргизия, 
Узбекистан, Казахстан, Гонконг, Япония и др.) и в не­

которых странах Европы (Германия, Великобритания, 
Дания, Франция и др.) [4, 6, 7, 9, 12]. Что касается 
Российской Федерации, то в последнее десятилетие 
продолжает существовать проблема неконтролируе­
мой миграции и пребывания на территории страны 
иностранных граждан и лиц без гражданства, что 
обеспечивает реальную возможность завоза бенгаль­
ской холеры на ее территорию [3]. Между тем до сих 
пор отсутствуют отечественные живые безопасные
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и эффективные вакцины против возбудителя холе­
ры новой серогруппы, способные индуцировать на­
пряженный и длительный иммунитет у населения 
всех возрастных групп [11]. Такая ситуация обусло­
вила конструирование нами авирулентного штамма 
холерного вибриона 0139 серогруппы с высокой 
продукцией основных протективных антигенов -  
В-субъединицы холерного токсина и фактора коло­
низации энтеротоксигенных штаммов кишечной па­
лочки CFA/I, обеспечивающих формирование анти­
токсического и антиколонизирующего иммунитета 
соответственно.

В качестве носителя генов протективных анти­
генов нами был использован авирулентный, выде­
ленный из воды штамм V. cholerae 170 серогруппы 
0139, геном которого, по данным полимеразной 
цепной реакции (ПЦР), лишен основных генов 
вирулентности [5]. В клетки этого штамма с по­
мощью коньюгационных скрещиваний последова­
тельно были введены конъюгативные рекомбинант­
ные плазмиды pIEM3, содержащая клонированный 
ген ctxB, кодирующий продукцию иммуногенной 
В-субъединицы холерного токсина, и несущая ген 
резистентности к тетрациклину Tcr и канамицину 
Kmr [2], и pCFAI. Плазмида pCFAI содержит кло­
нированный ген cfa1, контролирующий биосинтез 
основного фактора колонизации CFA/I патогенных 
для человека штаммов кишечной палочки и ген ре­
зистентности к триметоприму Tpr [10]. Было уста­
новлено, что введенные в состав плазмид клони­
рованные гомо- и гетерологичные гены ctxB и cfa1 
в условиях in vitro и in vivo стабильно наследова­
лись и обеспечивали эффективную продукцию двух 
основных защитных антигенов.

цель работы -  определение протективных 
свойств сконструированного нами диплазмидно- 
го штамма, обозначенного как V. cholerae КМ182 
(pIEM3)(pCFAI).

Материалы и методы

протективные свойства штамма V. cholerae 
км 182 определяли на модели взрослых кроликов 
породы «шиншилла», иммунизированных внутри­
желудочно этим штаммом, с последующим зараже­
нием их вирулентным штаммом с помощью RITARD 
(removable intestinal tie-adult rabbit diarrhea) -  тех­
ники. Метод RITARD основан на внутрикишечном 
заражении вирулентными штаммами V. cholerae 
взрослых кроликов [13] с предварительным нало­
жением особой скользящей временной лигатуры на 
подвздошную кишку в области мезоаппендикса на 
срок, необходимый для адгезии и ранней колониза­
ции тонкого кишечника холерными вибрионами, и 
последующего мониторинга инфекционного про­
цесса в течение 5 суток. При этом регистрировали 
клинические признаки экспериментальной холеры: 
диарея (наличие жидких каловых масс, их цвет). 
Ежедневно осуществляли забор ректального мате­

риала с последующим высевом на 1 % пептонную 
воду и щелочной агар.

Внутрижелудочную иммунизацию осуществля­
ли трехкратно с интервалом в 21 день взрослым кро­
ликам массой 2,5-3 кг живыми клетками изучаемого 
штамма. Клетки вводили по методу Сгау с соавт. [8], 
используя желудочный зонд. Для нейтрализации кис­
лого содержимого желудка было введено (с помощью 
желудочного зонда) 15 мл 5 % раствора гидрокарбо­
ната натрия с интервалом в 15 мин. Иммунизирующие 
дозы составляли 109 м.к. и 5 1010 м.к. в 1 мл бульона 
LB (таблица).

На 14-е сутки после последней иммунизации кро­
ликов заражали вирулентным штаммом. контролем 
служили 2 интактных животных, зараженных ана­
логичным образом. Патолого-анатомические иссле­
дования как опытных, так и контрольных животных 
проводили по мере их гибели и после умерщвления 
их хлороформом по истечении 5 сут. Оценивали из­
менения внутренних органов по состоянию кровена­
полнения сосудов, наличию признаков дистрофии. в  
желудочно-кишечном тракте описывали состояние 
сосудов, степень наполнения кишечника содержи­
мым, определяли его цвет, характер и объем. Для 
гистологических исследований брали кусочки вну­
тренних органов -  сердце, легкие, печень, селезенку, 
почки с надпочечником, мезентериальные лимфати­
ческие узлы и 3 отрезка тонкого и толстого кишеч­
ника, которые фиксировали в 10 % водном растворе 
формалина. После фиксированные кусочки внутрен­
них органов изучали по общепринятой схеме [1].

Результаты и обсуждение

Для изучения протективных свойств штамма 
V. сЫ1ете КM182(pIEM3)(pCFAI) О139 серогруп­
пы, содержащего антигены, обеспечивающие анти­
бактериальный (О139 соматический антиген и по­
лисахаридная капсула), антитоксический (в-субъ- 
единица холерного токсина), антиколонизирующий 
(фактор колонизации кишечной палочки CFA/I) 
иммунитет, взрослые кролики были проиммуни- 
зированы внутрижелудочно в дозах, указанных в 
таблице. В качестве контроля были использованы 
интактные кролики.

интактные кролики, зараженные по методу

Дозы заражения и иммунизации, 
используемые для изучения протективных свойств 

потенциально вакцинного штамма V ско1егае КМ182

№ группы
Доза

иммунизации,
м.к.

доза
заражения,

м.к.
% выживших 

животных

Клиническое
проявление

инфекционного
процесса

Контроль 0 109 0 ++++

i 109 108 100 -

2 109 10 9 50 -

3 5 1010 108 100 -

4 5 1010 109 50 -
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МТАЯ^ токсигенным штаммом V. с^1егае Р16064 
в дозе 109 м.к., пали в течение 24 ч после заражения 
с характерной для холерной инфекции патоморфо­
логической картиной острой диареи с последую­
щим высевом чистой культуры холерного вибриона. 
При гистологических исследованиях обнаружены 
дистрофические изменения органов, гемодинами­
ческие нарушения в виде различной степени вы­
раженности полнокровия сосудов, в почках значи­
тельные поля некротического нефроза, в кишечнике 
выраженный катар.

Иммунные кролики через 14 дней после послед­
ней иммунизации были заражены по методу МТАЯ^ 
вирулентным штаммом V. сЫ1ете Р16064 0139 се­
рогруппы в дозах 108 м.к. и 109 м.к. Все выжившие 
кролики (срок наблюдения 5 дней) были умерщвле­
ны хлороформом.

В зависимости от иммунизирующей и заражаю­
щей доз все опытные животные были поделены на 4 
экспериментальные группы (всего 8 животных).

Животные 1-й и 3-й опытных групп дожива­
ли до 5-х суток в 100 % случаев. У этих животных 
были обнаружены минимальные гемодинамические 
расстройства в виде незначительного полнокро­
вия сосудов паренхиматозных органов и серозной 
оболочки тонкого кишечника. В тонком кишечнике 
содержалось небольшое количество серозно-слизи­
стого содержимого желтого или желтовато-зелено­
ватого цвета. В толстом кишечнике было обычное 
содержимое. при гистологических исследованиях 
у животных этих групп регистрировали признаки 
умеренного функционального напряжения паренхи­
матозных элементов внутренних органов (печень, 
миокард) и незначительное очаговое полнокровие 
сосудов. Хотя у животных 3-й группы наблюдали на 
фоне полнокровия сосудов коры и мозгового веще­
ства почек очаги некронефроза, умеренное полно­
кровие капиллярных клубочков, усиление клеточ- 
ности ряда клубочков. В кишечнике отмечены отно­
сительно минимальные доброкачественные измене­
нии: умеренная очаговая гидропическая дистрофия 
эпителия, незначительное очаговое полнокровие 
сосудов подслизистой оболочки, небольшие цирку­
ляторные нарушения -  умеренный очаговый отек 
подслизистой оболочки. Наблюдали увеличение ко­
личества МЭЛ (межэпителиальных лимфоцитов) в 
тонком кишечнике с признаками их активации, уси­
ление гиперпластической реакции в строме ворсин 
и собственной пластинки слизистой за счет увели­
чения количества лимфоцитов и плазматических 
клеток, появление бластических элементов. Такого 
рода изменения больше были выражены у живот­
ных 3-й группы. У животных этих групп отмечены 
достаточно четкие признаки вторичного иммунного 
ответа со стороны периферических органов иммун­
ной системы, обычно в лимфоидной ткани, ассоци­
ированной с кишечником. наблюдалась гиперпла­
зия клеток в периартериальных муфтах селезенки

с накоплением значительного числа бластических 
элементов в этих зонах (Т-зонах). В светлых цен­
трах фолликулов и мозговых тяжах лимфатических 
узлов, зародышевых центрах и маргинальных зонах 
мальпигиевых телец селезенки чуть в меньшей сте­
пени регистрировали гиперпластические процес­
сы и усиление митотической активности (В-зоны). 
образование крупных светлых центров в фоллику­
лах лимфоидных органов у животных 3-й группы 
отражало формирование наиболее полноценной 
иммунной реакции. В лимфоидной ткани, ассоции­
рованной с кишечником (пейеровы бляшки), наблю­
дали активацию Т- и В- зон, накопление плазмати­
ческих клеток и плазмобластов в купольной части 
лимфоидных образований. Все эти показатели по­
казывают на достаточно высокую активность лим­
фоидных органов, даже с признаками некоторой 
гиперактивации, что можно объяснить завышенной 
дозой иммунизации.

Во 2-й и 4-й группах выжило 50 % кроликов. У 
выживших животных отмечали умеренную инъек­
цию сосудов серозной оболочки тонкого кишечни­
ка, регистрировали наличие незначительного объе­
ма серозно-слизистого желтоватого содержимого в 
верхних отделах тонкого кишечника и несколько в 
большом объеме слизистого желтовато-зеленоватого 
содержимого в нижних отделах тонкого кишечника. 
В толстом кишечнике кашицеобразное содержимое 
коричневого цвета. Умеренное полнокровие корково­
го вещества почек.

при гистологическом исследовании внутренних 
органов у животных этих групп отмечали достаточно 
выраженные признаки вторичного иммунного отве­
та, Т-зоны в селезенке и мезентериальных лимфати­
ческих узлах широкие плотные, с признаками акти­
вации (усиления митотической активности).

У животных 2-й группы у 50 % (павшие) наблю­
дался умеренный катар тонкого кишечника с напол­
нением жидкостью серозной слизи желтого цвета, 
в нижнем отделе скопление газа и кашицы только у 
павших животных. У выживших в течение 5 сут за­
раженных кроликов не наблюдалось изменений со 
стороны внутренних органов. Гистологические из­
менения наблюдали только у павших животных. У 
выживших животных не выявлены признаки специ­
фического инфекционного воспаления. обнаружено 
умеренное проявление активности в перифериче­
ских лимфоидных органах, умеренное функциональ­
ное напряжение со стороны внутренних органов. 
Выжившие животные 4-й группы не имели макро­
скопических изменений внутренних органов.

Таким образом, сконструированный авирулент- 
ный штамм V. с^1егае КМ182 обладал достаточной 
протективностью. оптимальная доза иммунизации, 
защищающая лабораторных животных от развития 
инфекционного процесса при заражении их высоко­
вирулентным штаммом V. с^1егае Р16064 в дозе 108, 
составила 109 м.к./мл.
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Recombinant Biplasmid Strain of Vibrio cholerae O139 

Serogroup Producing Cholera Toxin B Subunit 
and Escherichia coli Colonization Factor CFA/1
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The constructed avirulent biplasmid Vibrio cholerae strain KM182 pro­
ducing cholera toxin B subunit and Escherichia coli colonization factor CFA/1 
(providing for antitoxic and anti-colonization immunity formation, correspon­
dently) was demonstrated to protect immunized model laboratory animals 
from experimental cholera caused by the virulent Vibrio cholerae O139 strain. 
The optimal doses for immunization and challenging were determined.

Key words: Vibrio cholerae O139 Serogroup, plasmid, RITARD meth­
od, cholera toxin B subunit, colonization factor CFA/1.

Поступила 10.07.08.

УДК 616.981.452:575

Л.М.Куклева, Г.А.Ерошенко, В.Е.Куклев, Я.М.Краснов, Н.П.Гусева, Г.Н.Одиноков, В.В.Кутырев

сравнение полной нуклеотидной последовательности гена RHAS 
у штаммов возбудителя чумы основного и неосновных подвидов
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Определена полная нуклеотидная последовательность гена rhaS -  регуляторного гена rha локуса хромосо­
мы у штаммов Yersinia pestis основного и неосновных подвидов, а также у Y. pseudotuberculosis I-III сероваров. 
Установлено наличие в гене rhaS значимых и несущественных нуклеотидных замен, которые, по-видимому, яв­
ляются причиной различной способности к ферментации рамнозы у штаммов возбудителя чумы (основного и 
неосновных подвидов) и псевдотуберкулеза.

Ключевые слова: возбудитель чумы, основной и неосновные подвиды Y pestis, ферментация рамнозы, нуклео­
тидная последовательность.

Ферментация рамнозы является одним из важ­
нейших диагностических признаков, позволяющих 
дифференцировать возбудителей чумы и псевдоту­
беркулеза. Yersinia pseudotuberculosis активно ис­
пользует этот углевод в качестве источника углеро­
да и энергии, тогда как штаммы основного подвида 
Y. pestis не способны к ферментации рамнозы [1, 
5]. Штаммы неосновных подвидов чумного микро­
ба, занимающие промежуточное положение между 
основным подвидом Y. pestis и Y. pseudotuberculosis, 
способны ферментировать рамнозу, хотя выражен­
ность этого признака у разных подвидов варьиру­
ет. Так, штаммы кавказского и алтайского подвидов 
активно ферментируют рамнозу в первые 24-48 ч 
от начала культивирования, а штаммы улэгейского 
подвида -  в более поздние сроки через (48-96 ч)

[3]. Для штаммов гиссарского подвида отмечена из­
менчивость сроков проявления этого признака (от 
1-2 сут до ее полного отсутствия) [4]. Причины 
столь существенных различий в проявлении способ­
ности к ферментации рамнозы у штаммов основного 
и неосновных подвидов остаются к настоящему мо­
менту невыясненными. Устойчивое отсутствие это­
го признака у штаммов основного подвида У. рвхйх 
свидетельствует о наличии генетического дефекта в 
генах локуса ^ а , кодирующего ферменты утилиза­
ции рамнозы.

L-рамноза (метилпентоза) утилизируется бакте­
риальными клетками с помощью группы ферментов, 
синтез которых детерминируется генами, располо­
женными в ^ а  локусе. Строение рамнозного регуло- 
на подробно изучено на модели кишечной палочки.

38


