
17

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2023; 1       Reviews

известно, что суммарно на разработку одной 
современной вакцины уходит примерно 10–15 лет 
(базовые исследования – 2–4 года; доклинические 
испытания – до 2 лет; первая фаза клинического эта-
па – 1–5 лет; вторая фаза – 2–3 года; третья – 5 лет и 
более). однако в ряде ситуаций допускается экстрен-
ный выпуск препаратов – вакцина проходит все не-
обходимые этапы проверки в сокращенном вариан-
те, как в случае вакцин для профилактики COVID-19 

или лихорадки эбола [1]. два приведенных выше 
примера связаны с вирусными инфекциями, возбу-
дители которых устроены гораздо проще, чем бакте-
риальные патогены. если у вирусов геном включа-
ет в среднем не более 10 генов, то у бактерий – уже 
несколько тысяч [2]. соответственно различается и 
количество кодируемых ими белков.

для ускорения процессов разработки и реги-
страции вакцинных препаратов предложена техно-
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бактериальные тени представляют собой неповрежденные оболочки бактериальных клеток, которые осво-
бождаются от своего содержимого через поры, сформированные с помощью мягких методов биологического или 
химического воздействия. методология получения бактериальных теней повышает безопасность убитых вакцин, 
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ского производства бактериальных теней, и пути их преодоления. рассмотрено использование бактериальных 
теней в качестве альтернативных убитых вакцин, адъювантов, рекомбинантной антигенной платформы, носителя 
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логия модульных вакцин (вакцинных платформ). 
технология опирается на предварительно создавае-
мый «конструктор», включающий базовые носители 
(платформы) на основе прототипов уже известных 
патогенов и модульные антигены. наличие таких за-
ранее приготовленных наборов, чьи базовые носите-
ли и модульные антигены успешно прошли фазу II 
клинических испытаний, может ускорить разворачи-
вание производства вакцин [3].

комплексный подход к исследованиям повы-
шает готовность здравоохранения к пандемиям 
за счет использования гибких модульных вакцин 
на основе прототипов патогенов, универсальных 
для целых групп родственных бактерий, обладаю-
щих перекрестно реагирующими антигенами [4]. 
использование универсальных платформ способ-
ствует снижению стоимости и времени разработки 
вакцин [3].

одним из наиболее перспективных базовых но-
сителей в составе модульных вакцин являются бак-
териальные тени (Bacterial Ghost, BG). классические 
BG представляют собой клеточные оболочки грам-
отрицательных бактерий, лишенные цитоплазмати-
ческого содержимого, но сохранившие морфологию 
всех структур клеточной поверхности. оригинальная 
технология получения бактериальных теней опира-
ется на способность белка е бактериофага φX174 
формировать трансмембранные туннельные структу-
ры, пронизывающие внутреннюю и внешнюю мем-
браны бактерий. BG – инновационная система до-
ставки вакцин, лекарств или биологически активных 
веществ. структура частиц и свойства поверхности 
BG нацеливают их непосредственно на первичные 
антигенпрезентирующие клетки. кроме того, BG об-
ладают адъювантными свойствами и индуцируют 
усиленный гуморальный и клеточный иммунный 
ответ на антигены-мишени. множественные анти-
гены нативной оболочки BG и рекомбинантные бел-
ковые или днк-антигены могут быть объединены в 
одном типе BG. антигены могут быть представлены 
на цитоплазматической или внешней мембране BG. 
лекарства или протективные антигены также могут 
быть загружены во внутренний просвет или пери-
плазматическое пространство BG. после отмывки 
BG могут храниться при комнатной температуре в 
виде лиофилизата. рабочий цикл от посева произ-
водственной культуры до концентрата BG, готового 
к лиофилизации, не превышает суток, что соответ-
ствует критериям быстрого производства вакцин. 
Широкий спектр возможного применения в сочета-
нии со сравнительно низкой себестоимостью произ-
водства делает платформу BG привлекательной тех-
нологией для конструирования вакцин и адресной 
доставки биологически активных веществ [5].

Получение бактериальных теней

Генно-инженерные методы. бактериофаги – 
одни из самых распространенных биологических 

объектов, были впервые идентифицированы в на-
чале хх в. [6]. полиэдрические бактериофаги либо 
частично повреждают, либо полностью разрушают 
бактериальный пептидогликан для освобождения 
фагового потомства [7]. двухцепочечные днк-
фаги используют сложную систему лизиса – холин-
эндолизиновую систему. простые одноцепочечные 
днк- или рнк-фаги лизируют клетки хозяина за 
счет ингибирования биосинтеза клеточной стенки 
всего одним лизирующим белком [7], что удобно для 
биотехнологических манипуляций. вначале была 
исследована литическая активность гена L фага 
MS2 – первого секвенированного одноцепочечного 
рнк-фага. позднее подробно изучен ген лизиса Е 
первого секвенированного одноцепочечного днк-
фага φX174. оба бактериофага с литическим жиз-
ненным циклом способны инфицировать широкий 
спектр представителей семейства Enterobacteriaceae. 
белок е фага φX174 – гидрофобный белок, который 
локально нарушает синтез пептидогликана бактерий 
за счет ингибирования активности фермента фосфо-
N-ацетилмурамоил-пентапептидной транслоказы 
(MraY) [8]. лизис, опосредованный белком е, осу-
ществляется путем слияния внутренней и внешней 
мембран, ведущего в активно растущих клетках к 
образованию трансмембранного туннеля от 40 до 
400 нм в диаметре, расположенного на экваторе или 
на полюсах клеток [9]. под действием осмотическо-
го давления через образовавшуюся пору бактериаль-
ная клетка освобождается от содержимого, сохраняя 
при этом исходную форму. 

для обеспечения регулируемого лизирующего 
эффекта гены лизиса клонируют в плазмидном век-
торе, содержащем для обеспечения стабильности на-
следования маркер – ген устойчивости к антибиоти-
ку [9] или ген аспартатполуальдегиддегидрогеназы 
(asd) [10]. эффективность лизиса зависит от экспрес-
сирующей кассеты, которая включает промоторную 
область, управляющую транскрипцией гена лизиса, 
и его репрессор [11]. индукцию лизиса клеток обыч-
но начинают в средней или поздней фазе экспонен-
циального роста бактериальной культуры и контро-
лируют путем измерения ее оптической плотности. 
наиболее распространенной регуляторной системой 
является кассета экспрессии с термоиндуцибельным 
промотером pL/pR фага λ [12] и термочувствитель-
ным репрессором cI857, предотвращающим экспрес-
сию при температурах ниже 37 °C [13]. полученные 
бактериальные тени подвергают лиофилизации, по-
сле чего они могут храниться при комнатной темпе-
ратуре на протяжении нескольких лет [14]. 

для получения BG используют и другие ли-
тические гены. BG Escherichia coli, Acinetobacter 
calcoacetate и Pseudomonas stephensi были получе-
ны путем передачи в них плазмиды pDKL02, коди-
рующей литические гены S (холин), R (эндолизин) 
и Rz (спанин) бактериофага λ [15]. W. Zhu et al. [16] 
при получении BG E. coli повысили литическую эф-
фективность до 99,99 % на логарифмической стадии 
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роста путем конструирования литической плазмиды 
(mE-L-SNA), кодирующей синтез белка E, слитого 
со стафилококковой нуклеазой A (SNUC). Q. Tian 
et al. [17] получили BG Streptococcus pullorum путем 
слияния гена антимикробного пептида SMAP29 с 
литическим геном E бактериофага φX174. через 24 ч 
после индукции лизиса жизнеспособные бактерии в 
препарате BG не были обнаружены. для получения 
BG Yersinia pestis была использована литическая 
способность холин-эндолизиновой системы чумного 
диагностического бактериофага л-413C [18].

стремление разработать безопасные BG на 
основе грамположительных микроорганизмов ини-
циировало исследования по поиску новых фагов с 
новыми лизирующими генами. вирулентный фаг 
Lcb против Lactobacillus casei ATCC 393 выделен 
из ферментированных овощей [19]. показано, что 
продукт гена холина (Hocb) данного фага способен 
успешно проникать в клетки L. casei [20].

снижение эффективности лизиса при крупно-
масштабном производстве бактериальных теней 
является ключевым препятствием для полной га-
рантии отсутствия в препарате жизнеспособных 
клеток [21, 22]. введение мутации в литический ген 
белка E (mE) для корректировки рабочих условий  
[12, 21], использование новых литических генов 
холин-эндолизиновой системы [23], добавление до-
полнительных генов нуклеаз к литическим кассетам 
[13, 24, 25] или включение в их состав генов противо-
микробных пептидов [17, 26], применение антибио-
тиков на этапах отмывки препаратов [26, 27], лиофи-
лизация BG для уничтожения всех жизнеспособных 
клеток [28] применяются для улучшения результатов 
лизиса и обеспечения высоких выходов безопасного 
конечного продукта.

Химические методы. в качестве подхода к соз-
данию BG применяют несколько щадящих методов 
химической обработки для образования пор в стенке 
микробной клетки. использование химических ме-
тодов позволяет устранить опасения, связанные с 
использованием векторных плазмид, которые могут 
нести гены возможных факторов патогенности или 
гены устойчивости к антибиотикам [29].

«губчатый» метод является наиболее часто ис-
пользуемым химическим процессом приготовления 
BG, в котором с помощью химических реагентов 
создаются поры в клеточной оболочке бактерий и 
клеточное содержимое удаляют путем центрифуги-
рования. A.A. Amara et al. [30] разработали протокол 
получения бактериальных теней E. coli с исполь-
зованием субингибирующих концентраций NaOH, 
дсн, H2O2 и CaCO3. S.A. Sheweita et al. [31] пригото-
вили «губчатые» BG путем инкубации Acinetobacter 
baumannii Ali190 в смеси NaOH, Na2CO3 и в рас-
творе H2O2. S. Rabea et al. [32] создали новый хи-
мический метод приготовления BG, выращивая 
штамм Salmonella enterica serovar Typhimurium в те-
чение 24 ч в питательной среде с добавлением 7 % 
Tween 80, затем рн среды снижали на 1 ч до 3,6 до-

бавлением молочной кислоты. Tween 80 вызывал 
растворение гидрофобных компонентов внешней 
мембраны бактерии, что облегчало образование 
пор, вызванное внезапным снижением рн. в другом 
биохимическом методе BG были созданы путем ин-
кубации бактерий в искусственном синтетическом 
амфифильном пептиде (MAP) [33]. кроме того, для 
получения BG Actinobacillus pleuropneumoniae ис-
пользовали антимикробный пептид Limulus наряду с 
высоким гидростатическим давлением [34]. свиной 
миелоидный противомикробный пептид (PMPA36) 
применили для получения BG Brucella abortus [35], 
лизоцим использовали для получения BG Bacillus 
stearothermophilus [36], а слитый белок PMPA36-
лизоцим – для BG Salmonella Typhimurium [37]. 
протокол обработки NaOH-MIC в сочетании с пени-
циллином/стрептолизином используют для получе-
ния BG Streptococcus agalactiae [38] или в сочетании 
с HCl – для получения BG Bacillus spp. [39].

химический процесс получения BG может про-
водиться на любой стадии роста бактерий и требует 
только разбавления культуры до оп600=0,1. кроме 
того, химический метод получения бактериальных 
теней не ограничивается только грамотрицатель-
ными бактериями, поскольку он также эффективен 
для грамположительных бактерий и дрожжей [40]. 
химический метод прост, быстр и не изменяет трех-
мерную морфологию клеток, за исключением об-
разования отверстий. однако химические вещества 
могут денатурировать поверхностные антигены. 
лишние отверстия могут нарушить свойство контро-
лируемого высвобождения внутриклеточного содер-
жимого. таким образом, методы генной инженерии 
по-прежнему являются наиболее широко используе-
мыми методами получения бактериальных теней.

бактериальные тени возбудителей  
особо опасных инфекций

Escherichia coli. STEC (Shiga-toxin producing 
E. coli) – штаммы, вызывающие гус (гемолитико-
уремический синдром). классическая технология 
конструирования бактериальных теней с помощью 
гена литического белка E фага φх174 разработана и 
детально исследована в конце 1980-х гг. в венском 
университете группой W. Lubitz на лабораторных 
штаммах E. coli. вспышка в 2011 г. в германии токси-
коинфекций, вызванных STEC O104:H4, и установ-
ление того, что заболеваемость гус в мире состав-
ляет от 0,2 до 4,28 на 100 тыс. детского населения в 
год, а летальность в острый период колеблется от 2,5 
до 12 % [41], возобновили интерес к конструирова-
нию эшерихиозных BG-вакцин, но преимуществен-
но против Шига-токсин-продуцирующих штаммов 
E. coli, отнесенных ко II группе патогенности. 

в нескольких сериях экспериментов было по-
казано, что введение мышам BG энтерогеморраги-
ческой E. coli O157:H7 двукратно алиментарно [42], 
однократно ректально [43], однократно внутрибрю-
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шинно [44] или телятам, как основному резервуару 
возбудителя, путем двукратной подкожной инъекции 
[45] индуцировало клеточный и гуморальный им-
мунный ответ и обеспечивало защиту иммунизиро-
ванных животных от алиментарного заражения гете-
рологичными серотипами кишечной палочки. 

BG штамма E. coli, экспрессирующего два  
иммунологически различных варианта Шига-ана-
токсина, успешно индуцировали антитоксиновую и 
антиадгезионную иммунную защиту у мышей про-
тив энтерогеморрагической E. coli O157:H7 [46]. 
другие исследователи в качестве антидота к токси-
нам использовали BG E. coli, одновременно экспрес-
сирующей Gb3-рецепторы к Шига-токсинам Stx1 
и Stx2 [47]. BG E. coli O157:H7, экспрессирующей 
VP1-антиген вируса ящура, защищали мышей и их 
детенышей от инфекции, вызванной E. coli O157:H7, 
и вирусного заболевания [48]. 

BG E. coli O78:K80, несущие внешний домен 
матриксного белка 2 и гены нуклеопротеина виру-
са птичьего гриппа, а также иммунодоминантные 
эпитопы генов гибридного белка и гемагглютинин-
нейраминидазы вируса болезни ньюкасла, инду-
цируют активацию врожденного и приобретенного 
иммунитета против вирусов и патогенной кишечной 
палочки [49]. оральное введение BG E. coli, содер-
жащих плазмидную днк, кодирующую эпитопы 
OmpU и VMH Vibrio mimicus, вызывало защитный 
иммунный ответ [50]. при создании противорако-
вых вакцин установлено, что бактериальные тени 
E. coli, применяемые отдельно [51] или заполненные 
лизатом опухоли [52], индуцировали более сильную 
активацию и созревание дендритных клеток, чем ли-
пополисахариды.

Vibrio cholerae. другим наиболее исследован-
ным с середины 1990-х гг. в университете вены 
бактериальным видом для производства BG яв-
ляются Vibrio cholerae (II группа патогенности). 
установлено, что бактериальные тени холерного 
вибриона, продуцируемые при экспрессии клониро-
ванного гена лизиса Е бактериофага φX174, облада-
ют адъювантными свойствами и являются иммуно-
генными. мыши, иммунизированные внутрибрю-
шинно BG V. cholerae (O1), показали более высокий 
уровень вибриоспецифических сывороточных IgG и 
вибриоцидных антител, чем после введения инакти-
вированных нагреванием холерных вирионов [53]. 
хотя гетерологичный иммунитет возникал у кроли-
ков только при подкожном введении BG V. cholerae 
(о139), продуцирующим токсин-корегулиремые 
пили [54], оральный путь иммунизации обеспечивал 
одинаковый иммунитет независимо от того, были у 
бактерии пили или нет [55]. 

в 1994 г. Фрэнсис эко, исследователь из вен-
ского университета, инициировал использование BG 
V. cholerae в качестве платформы для экспрессии 
гетерологичных генов [56]. несколько лет спустя в 
медицинской школе морхаус в атланте (джорджия, 
сШа) начались успешные исследования по исполь-

зованию BG холерного вибриона для экспрессии 
антигенов Chlamydia spp. [57]. 

Brucella spp. бруцеллез, вызываемый пато-
генными представителями Brucella spp. (II группа 
патогенности), является важным зоонозным ин-
фекционным заболеванием, которое представляет 
значительную угрозу для здоровья и безопасности 
населения. существующие противобруцеллезные 
вакцины имеют ряд недостатков, включая высокую 
остаточную вирулентность для животных и людей. 
альтернативным подходом в разработке вакцин про-
тив бруцеллеза является разработка BG с использо-
ванием литических продуктов бактериофагов или 
антимикробных пептидов млекопитающих.

как и формол-инактивированный препарат бру-
целл, BG Brucella suis S2, полученные путем лити-
ческого действия белка е бактериофага φX174, ген 
которого был расположен на введенной в штамм 
плазмиде, обладают способностью индуцировать 
патоген-специфический антительный ответ, повы-
шать CD3+ и CD4+ т-клеточный иммунный ответ, 
стимулировать секрецию γ-интерферона (IFN-γ) и 
интерлейкина-4 (IL-4) и обеспечивают уровни защи-
ты мышей от заражения Brucella melitensis 16M, как 
и живая вакцина на основе аттенуированного штам-
ма B. suis [58]. 

J. Qian et al. [59] путем гомологичной рекомби-
нации интегрировали литический ген E в хромосому 
штамма Brucella canis RM6/66, создав генетически 
стабильный штамм, не несущий гена лекарственной 
устойчивости. полученные BG показали гарантиро-
ванную безопасность и иммуногенность, сравнимую 
с живой вакциной. ген, кодирующий бактериальный 
белок B0419, был делетирован в вакцинном штам-
ме B. canis RM6/66, что может явиться молекуляр-
ной меткой при дифференциации инфекционного и 
вакцинного процессов с помощью иФа. созданный 
препарат BG обеспечивал защиту вакцинированных 
мышей от B. canis RM6/66 и B. melitensis 16M. 

подобный подход, основанный на делеции гена 
хромосомной локализации и введения на его место 
литической кассеты, был использован с целью соз-
дания BG Brucella abortus 2308ΔgntR [60]. авторы 
показали безопасность BG B. abortus 2308ΔgntR 
для мышей линии BALB/c. введение BG B. abortus 
2308ΔgntR индуцировало продукцию специфи-
ческих иммуноглобулинов G (IgG) и секрецию 
γ-интерферона и интерлейкина-4. кроме того, BG 
B. abortus 2308ΔgntR индуцировали сильный от-
вет CD4+ и CD8+ т-клеток селезенки. иммунизация 
стимулировала высокий защитный иммунитет у мы-
шей BALB/c против заражения штаммом B. abortus 
S2308.

однако бактериальные клетки могут быть не 
полностью инактивированы путем биологического 
лизиса, что создает риск, связанный с вакцинацией. 
C. He et al. [61] создали BG штамма B. abortus A19 
(BGA19) с помощью стратегии двойной инакти-
вации с биологическим лизисом, опосредованным 
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белком E бактериофага φX174, и последующей об-
работкой перекисью водорода, что обеспечивало 
100%-ную инактивацию бруцелл, так что жизнеспо-
собные бактериальные клетки не были обнаружены 
даже при сверхвысокой концентрации 1010 кое/мл. 
BG A19 обладали типичной морфологией BG, хоро-
шей генетической стабильностью, не вызывали по-
бочных реакций у морских свинок. уровни антител, 
интерферона-γ, интерлейкина-4 и CD4+ т-клеток у 
морских свинок, привитых вакциной A19BG, были 
аналогичны уровням у животных, привитых жи-
вым аттенуированным вакцинным штаммом A19. 
иммунизация BG A19 обеспечивала такой же уро-
вень защиты, как и A19, от B. melitensis M28 как у 
морских свинок, так и у крупного рогатого скота.  
в заключение отметим, что комбинация биологиче-
ского лизиса и инактивации, опосредованной H2O2, 
является безопасной и эффективной стратегией, ко-
торая может служить эталоном для приготовления 
вакцин BG.

антимикробные пептиды (амп) являют-
ся компонентом врожденной иммунной системы. 
механизм действия амп заключается в нарушении 
барьерной функции мембраны путем образования 
пор или индукции проницаемости мембраны без на-
рушения целостности мембраны [62]. кроме того, 
известно, что некоторые амп действуют как адъю-
ванты [63]. свиной миелоидный антимикробный 
пептид-36 (Porcine myeloid antimicrobial peptide-36 – 
PMAP-36) обладает самым высоким положительным 
зарядом среди амп, обнаруженных у свиней [64]. 
N-концевой α-спиральный домен PMAP-36 состо-
ит из 24 аминокислот (GI24) и может также прони-
кать через бактериальную мембрану, как и полный 
36-аминокислотный белок PMAP-36 [65].

A.J. Kwon et al. [35] впервые использовали фраг-
мент PMPA-36, названный GI24, для лизиса клеток и 
получения BG B. abortus. мыши, внутрибрюшинно 
иммунизированные BG B. abortus, продуцировали 
значительное количество сывороточных IgG и цито-
кинов (TNF-α и IFN-γ), связанных с иммунным отве-
том типа Th1. кроме того, иммунизированные вну-
трибрюшинно мыши были достоверно защищены от 
системной инфекции при заражении вирулентным 
штаммом бруцелл B. abortus 544. позднее была по-
казана протективность клеток B. abortus, лизирован-
ных с помощью GI24, для иммунизированных под-
кожно биглей [66] и черных корейских коз [67].

для получения BG B. Sumathi et al. [68] лизиро-
вали клетки вакцинного штамма B. melitensis Rev 1 
и дикого штамма B. melitensis (3,0·109 кое/мл) с ис-
пользованием свиного кателицидина GI24 из расчета 
80 мкг/мл. Формирование BG подтверждали отсут-
ствием роста бруцелл на селективном агаре, отсут-
ствием амплификации фрагмента размером 731 п.н. 
в AMOS-пцр и морфологическими изменениями 
клеток, включая образование туннелей при скани-
рующей и просвечивающей электронной микроско-
пии. две BG-вакцины и стандартную вакцину Rev 1 

вводили внутрибрюшинно мышам, оценивая гумо-
ральный иммунный ответ путем количественного 
определения уровней IgG в сыворотке и клеточно-
опосредованный иммунный ответ с помощью анали-
за пролиферации лимфоцитов и определения профи-
ля Th2 (IL-4, IL-10) и Th1 (TNF-α, IFN-γ) цитокинов. 
вакцинный штамм B. melitensis Rev 1 имел незначи-
тельное преимущество перед двумя вариантами BG 
по индукции иммунного ответа, но BG оказались бо-
лее безопасны и обеспечили сопоставимый уровень 
защиты вакцинированных мышей после заражения 
вирулентным штаммом B. melitensis 16M.

Yersinia pestis. чума – зоонозная бактериальная 
инфекция, вызываемая Y. pestis (I группа патоген-
ности), унесла более 200 млн человеческих жизней. 
за чуть более 100 лет с момента открытия ее этио-
логического агента предпринято несколько попыток 
разработать эффективную вакцину против чумы. 
классические убитые и живые чумные вакцины пер-
вого поколения спасли десятки миллионов людей, 
но убитые неэффективны против легочной чумы, а 
живые могут вызвать у лиц с нарушениями иммун-
ного статуса или метаболическими нарушениями 
генерализованный инфекционный процесс с леталь-
ным исходом. субъединичные вакцины на основе 
одного или двух иммунодоминантных антигенов (F1 
и/или V) чумного микроба не защищают от заболе-
вания, вызванного штаммами, лишенными F1 и/или 
продуцирующими слабо перекрестно реагирующие 
изоформы V антигена [69]. кроме того, обеспечивая 
100 % защиту мышей субъединичные вакцины защи-
щают от болезни лишь часть более близких к челове-
ку по иммунному ответу морских свинок и обезьян. 
в свою очередь нерастворимый в воде «остаточный» 
антиген из клеточных стенок Y. pestis стимулирует 
т-клеточный иммунный ответ, обеспечивающий на-
дежную защиту от инфекции морских свинок и обе-
зьян, но не эффективный в отношении мышей [70].

BG на основе Y. pestis были получены путем 
использования комбинации генов, кодирующих 
лизис-опосредующий белок е бактериофага φX174 
и/или холин-эндолизиновые системы фагов λ или 
чумного диагностического бактериофага л-413C. 
экспрессия гена белка е приводила к формированию 
BG, которые сохраняли форму исходной бактерии. 
одновременная экспрессия гена белка E с генами, 
кодирующими холин-эндолизиновую систему фага 
л-413C, вызывала образование структур, напоминаю-
щих коллапсированные (схлопнувшиеся) мешоч-
ки. такие структуры, утратившие свою жесткость, 
также образовались в результате экспрессии только 
генов холин-эндолизина фага л-413C. аналогичная 
холин-эндолизиновая система из фага λ, содержаще-
го мутацию в гене холина S и интактные гены R-Rz, 
кодирующие эндолизины, приводила к образованию 
смесей BG как сохранивших, так и полностью утра-
тивших исходную форму, определяемую пептидогли-
кановым каркасом. добавление протеина е к работе 
этой системы смещало равновесие в смеси в сторону 



22

Проблемы особо опасных инфекций. 2023; 1        ОБЗОРЫ

спавшихся мешочков. утрату жесткости структуры 
BG можно объяснить полным лизисом пептидо-
гликанового скелета. иммунизация лабораторных 
животных вариантами BG с последующим зараже-
нием штаммом Y. pestis дикого типа показала, что 
бактериальные оболочки защищали только морских 
свинок. BG с максимально гидролизованным пепти-
догликаном обладали большей протективностью по 
сравнению с BG с сохраненным пептидогликановым 
скелетом [18].

Burkholderia pseudomallei и Burkholderia mallei. 
род Burkholderia включает три вида: B. pseudomallei, 
B. mallei и B. cepacia, – вызывающих смертельные 
заболевания людей. B. pseudomallei и B. mallei – воз-
будители мелиоидоза и сапа соответственно, а за-
ражение B. cepacia приводит к летальному исходу у 
пациентов с муковисцидозом. из-за высокого уровня 
инфекционности и устойчивости ко многим широ-
ко используемым антибиотикам, а также высокой 
летальности B. mallei и B. pseudomallei относят ко 
II группе патогенности. лечение заболеваний, вы-
званных этими бактериями, часто безуспешно с ча-
стыми рецидивами инфекции. в настоящее время не 
существует эффективных вакцин для предотвраще-
ния инфекций, вызываемых Burkholderia spp. [71]. 
несмотря на сообщения о способности нескольких 
вакцин против буркхольдерии обеспечивать опреде-
ленную иммунопротективность, ни одна из вакцин 
не достигла стадии клинических испытаний, что ука-
зывает на серьезные трудности, существующие при 
разработке безопасных вакцин против инфекций, вы-
званных данными возбудителями [71]. обнаружение 
ряда литических бактериофагов Burkholderia [72] 
дает надежду на возможность создания BG патоге-
нов данного рода в качестве инструментов для раз-
работки убитых цельноклеточных вакцин.

Bacillus anthracis. до настоящего времени 
нет сообщений о получении BG грамположитель-
ной бактерии B. anthracis (II группа патогенности). 
экспрессия белка е в грамположительных бактери-
ях приводит к гибели клеток без лизиса, поскольку 
образование BG зависит от слияния внутренней и 
внешней мембран, что происходит только у грам-
отрицательных бактерий [73]. однако бактериальные 
тени B. anthracis можно попытаться получить хими-
ческим методом, успешно опробованным на других 
грамположительных патогенах [36, 38, 39, 74]. 

без сомнения, вакцины на основе BG демонстри-
руют явное превосходство над убитыми вакцинами. 
этот метод продемонстрировал свою пригодность 
для приготовления альтернативно-убитых реком-
бинантных, днк- и бактериально-теневых вакцин, 
а также адъювантов, антидотов, терапевтических и 
клеточных прототипов вакцин. BG обладают замеча-
тельной адъювантностью при нескольких способах 
доставки. они улучшают эффективность днк вак-
цин, лизатов опухолевых клеток. BG специфически 
доставляют собственные или включенные в их состав 
антигены к антигенпрезентирующим клеткам, что 

индуцирует формирование напряженного и сбалан-
сированного клеточного (Th1) и гуморального (Th2) 
иммунитета даже при низких концентрациях анти-
гена или однократной иммунизации, особенно при 
введении через слизистую оболочку. аэрозольная 
иммунизация BG показала свою эффективность в ка-
честве метода массовой иммунизации. в отличие от 
традиционных способов наработки рекомбинантных 
белков, формирование BG сопровождается правиль-
ным фолдингом, обеспечивающим нативную кон-
формацию трехмерной структуры экспрессируемых 
белков [75].

использование химического способа при про-
изводстве бактериальных теней все еще имеет не-
которые ограничения. это связано с тем, что даже 
мягкий химический лизис способен изменять конфи-
гурацию поверхностных антигенов бактерий. более 
того, образование капсул или экзополисахаридов не-
которыми видами бактерий или даже присутствие 
бактериальных клеток с разными фазами роста в 
одной и той же культуре может сделать результат 
процесса химического гидролиза вариабельным и 
трудновоспроизводимым. это означает, что в одной 
и той же микробной культуре химический процесс 
может чрезмерно воздействовать на одни клетки и 
полностью разрушать их, в то время как другие клет-
ки остаются жизнеспособными.

с биотехнологической точки зрения идеальная 
BG вакцина должна: 1) содержать нативные целевые 
иммунодоминантные антигены; 2) отвечать требова-
ниям биологической безопасности; 3) быть техноло-
гичной в плане рациональной продолжительности 
рабочего цикла, используемых химических веществ 
и необходимых этапов очистки; 4) обеспечивать в 
процессе наработки высокую плотность биомассы 
и 5) обладать стабильностью конечного продукта.  
с точки зрения биобезопасности технология получе-
ния BG должна: 1) гарантировать полное уничтоже-
ние жизнеспособных клеток штамма-продуцента; 
2) эффективно работать в культурах с высокой плот-
ностью; 3) быть независимой от использования ан-
тибиотиков для любых целей во время производства; 
4) удалять остаточные количества нуклеиновых кис-
лот; 5) использовать для наработки BG безопасные 
производственные культуры бактерий, не обладаю-
щие перекрестными реакциями с антигенами хозяи-
на и/или микробиомом человека. 

для обеспечения уверенного выхода BG на ры-
нок медицинских препаратов необходимо: 1) рас-
ширить спектр фагов – источников лизирующих ге-
нов, – комбинации которых обеспечат полную утра-
ту жизнеспособности продуцентов BG и удаление 
бактериальных нуклеиновых кислот; 2) найти и оха-
рактеризовать новые продукты, которые могут ли-
зизировать грамположительные бактерии и грибы; 
3) подобрать несколько универсальных для отдель-
ных филогенетических групп носителей на основе 
безопасных грамотрицательных бактерий, которые 
имеют высокую скорость наработки, эффективно 
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лизируются, доставляют целевой антиген к антиген-
презентирующим клеткам и выступают в качестве 
адъювантов. 
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