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Адгезия – общебиологическое свойство всех 
живых клеток, в том числе и микроорганизмов. Для 
патогенных бактерий адгезия является одним из 
основных факторов патогенности [9, 10]. Микробные 
клетки вакцинных штаммов также должны прикре-
пляться к слизистым оболочкам и покровным тка-
ням, проникать и размножаться в организме хозяина, 
вызывая иммунный ответ. Поэтому изучение адге-
зивных свойств бактерий живых вакцин является 
важным направлением исследований современной 
микробиологии. 

Известно, что лиганд-рецепторное взаимодей-
ствие микробных и эукариотических клеток зависит 
от морфофункционального состояния их поверхност-
ных структур [4, 11]. У чумного микроба выявлены и 
изучены образования, ответственные за процесс при-
крепления к клеткам хозяина [1, 14, 15]. Ранее нами 
было показано, что микробные клетки вакцинного 
штамма Y. pestis EV НИИЭГ обладают выраженной 
адгезивной способностью в отношении эритроцитов 
человека [6]. 

В настоящем сообщении представлены данные 
об адгезивной активности микробных культур Y. pes-
tis EV НИИЭГ, полученных в разные сроки культиви-
рования, на различных питательных средах и темпе-
ратурных режимах выращивания. 

Материалы и методы

В работе использовали микробную культуру 
штамма Y. pestis EV линии НИИЭГ, выделенную из 
коммерческой чумной живой сухой вакцины. Для 
выращивания микробной культуры применяли раз-
личные питательные среды на основе гидролизата 
рыбной муки (ГРМ-агар), рН 7,2, мясо-пептонный 
агар (МПА) и агар Хоттингера (АХ), рН 7,2, приго-
товленные в лабораторных условиях. В качестве до-
полнительных ингредиентов в питательные среды 
вносили сульфит натрия (Nа2S03) и генцианвиолет 
(ГВ). Бактерии выращивали при различных темпе-

ратурных режимах (20±1), (28±1) и (37±1) °С в те-
чение 24, 48 и 72 ч, после чего микробные клетки 
суспендировали в 0,9 % растворе хлорида натрия. 
Исследования проводили с суспензией микробной 
культуры, соответствующей 1,0 единице оптиче-
ской плотности (ОП) при длине волны проходящего 
света 540 нм. 

Для получения суспензии эритроцитов исполь-
зовали венозную кровь донора 0(I) Rh+ группы кро-
ви. В качестве антикоагулянта применяли 3,8 % рас-
твор лимонно-кислого натрия (1:10). Не позднее 24 ч 
после взятия крови эритроциты трижды отмывали 
десятикратным объемом 0,9 % раствора хлорида на-
трия путем центрифугирования при 1000 об/мин в 
течение 5 мин и ресуспендировали в этом же раство-
ре. Конечную концентрацию эритроцитов доводили 
до 1,0·1012/л.

Адгезивную активность микробных культур 
определяли с помощью разработанного авторами фо-
токолориметрического метода [8]. В пробирках сме-
шивали по 1,0 мл суспензии эритроцитов и по 2,5 мл 
суспензии бактерий. В качестве контроля использо-
вали пробы, содержащие: 2,5 мл суспензии бактерий 
и 1,0 мл 0,9 % раствора хлорида натрия; 1,0 мл су-
спензии эритроцитов и 2,5 мл 0,9 % раствора хло-
рида натрия. Пробы инкубировали на вращающейся 
платформе при (37±1) °С в течение 30 мин, после 
чего центрифугировали при 1000 об/мин в течение 
1,5 мин для осаждения эритроцитов. Затем из проб 
отбирали надосадочную жидкость в объеме 2,0 мл, и 
на КФК-2 определяли значение ее ОП.

Адгезивную способность бактерий оценивали 
по показателю адгезии (ПА) который рассчитывали 
по формуле:

где ПА – показатель адгезии, Дк1 – оптическая 
плотность надосадочной жидкости в контрольной 
пробе 1, Дк2 – оптическая плотность надосадочной 
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жидкости в контрольной пробе 2, Доп – оптическая 
плотность надосадочной жидкости в опытной пробе.

В каждой серии опытов выполняли по пять не-
зависимых определений; статистическую обработку 
полученных данных проводили с помощью компью-
терной программы, применяемой при анализе меди-
цинской информации «Biostat 4.03».

Результаты и обсуждение

По литературным данным, адгезивные свой-
ства микробных клеток зависят от многих факторов 
и в первую очередь от условий их культивирования 
[4, 9].

Поэтому первоначально были изучены адгезив-
ные свойства микробных клеток вакцинного штам-
ма Y. pestis EV НИИЭГ, выращенных на плотных 
питательных средах различного состава. Для этого 
определяли показатель адгезии микробных куль-
тур, культивируемых в течение 48 ч при темпера-
туре (28±1) °С на основе гидролизата рыбной муки 
(рН 7,2) и агара Хоттингера, которые применяются 
для выращивания Y. pestis, а также мясо-пептонного 
агара, используемого при культивировании других 
микроорганизмов. В качестве дополнительных ин-
гредиентов в питательные среды вносили сульфит 
натрия и генцианвиолет, которые применяют для 
стимуляции роста чумного микроба и ингибирова-
ния посторонней микрофлоры при выращивании 
Y. pestis [1, 5, 14]. Показатель адгезии определяли 
с помощью фотоколориметрического метода по от-
ношению эритроцитов человека. В предыдущих 
исследованиях было выявлено, что уровень адге-
зии бактерий Y. pestis EV НИИЭГ зависит от видо-
вой принадлежности эритроцитов и показано, что 
эритроциты людей обладают способностью фик-
сировать на своей поверхности микробные клетки 
вакцинного штамма чумного микроба [7]. Кроме 
того, живая чумная вакцина используется для им-
мунизации людей. Следовательно, особый интерес 
представляют данные об адгезивных свойствах бак-
терий вакцинного штамма чумного микроба к эри-
троцитам человека.

Проведенные исследования показали, что уро-
вень адгезии бактерий, выращенных на ГРМ-агаре и 
АХ, был достоверно выше уровня адгезии бактерий, 
выращенных на МПА. Очевидно, что МПА являлся 
менее благоприятной средой для формирования ми-
кробными клетками факторов адгезии. При этом до-
бавление в состав МПА дополнительных ингредиен-
тов – Na2SO3 и ГВ не влияло на показатели адгезии, в 
то время как их включение в состав ГРМ-агара и АХ 
приводило к статистически значимому повышению 
адгезивности микробных культур. Вероятно, входя в 
состав питательных сред, благоприятных для синтеза 
адгезинов бактерий, эти компоненты способствовали 
еще большей их экспрессии. 

Далее исследовали влияние температуры и про-
должительности выращивания бактерий на уровень 

адгезии (рис. 1). Наиболее высокие значения ПА ре-
гистрировали в случае выращивания микробных кле-
ток при температуре (28±1) °С. При этом у 24- и 48-
часовых культур величина ПА составляла 76–80 %, 
а у 72-часовых достоверно (P < 0,05) снижалась до 
уровня 64 %. Значения ПА микробных клеток, куль-
тивируемых при (20±1) °С находились в пределах 
57–62 %, при (37±1) °С – 12–19 %.

Из литературы известно [5], что при темпера-
туре культивирования (28±1) °С у клеток Y. pestis 
EV НИИЭГ выявляется два дополнительных белка, 
которые не образуются при температуре (37±1) °С. 
Можно предположить, что именно эти белки игра-
ют определенную роль в прикреплении бактерий к 
эритроцитам человека. Согласно данным [12], адге-
зин чумного микроба (белок рН6 антиген) экспрес-
сируется только в диапазоне температур 35–41 °С и 
кислых условиях среды. Однако полученные нами 
результаты исследований показали, что высокие 
адгезивные свойства проявляют микробные клетки 
Y. pestis EV НИИЭГ, выращенные при относительно 
низкой температуре и нейтральном рН. Это свиде-
тельствует о наличии у чумного микроба, вероятно, 
и других адгезинов.

В последние годы появились сообщения о нали-
чии у бактерий надоболочечных белковых структур 
[2, 3, 13]. S-cлой выявлен и изучен у чумного ми-
кроба, имеются данные о его участии в прикрепле-
нии клеток Y. pestis к различным поверхностям [3]. 
Поэтому на следующем этапе исследований было из-
учено влияния экстрацеллюлярных метаболитов на 
способность бактерий прикрепляться к эритроцитам 
человека. Для этой цели определяли степень адгезии 
микробных клеток, дважды отмытых 0,9 % раство-
ром хлорида натрия путем центрифугирования при 
4000 об/мин в течение 10 мин, и клеток, смытых 
с питательных сред без последующего отмывания 
(рис. 2). 

Из данных, представленных на рис. 2, видно, 
что удаление надоболочечных структур бактерий не 
приводило к статистически значимым изменениям 
ПА. Следовательно, экстрацеллюларные субстанции 
не оказывают влияния на адгезию бактерий Y. pestis 
EV НИИЭГ к эритроцитам человека.

На заключительном этапе работы были проведе-
ны исследования по изучению влияния процесса ли-

Рис. 1. Показатели адгезии штамма Y. pestis EV НИИЭГ  
в зависимости от температуры и продолжительности  

выращивания микробных клеток:
 – (20±1) °С,  – (28±1) °С,  – (37±1) °С
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офилизации на адгезивные свойства штамма Y. pestis 
EV НИИЭГ. Для этого определяли ПА микробной 
культуры, выращенной на ГРМ-агаре с ГВ и су-
спендированной в 0,9 % растворе натрия хлорида, и 
культуры, полученной в результате разведения чум-
ной живой сухой вакцины 0,9 % раствором натрия 
хлорида. В одном варианте эксперимента клетки, 
приготовленные из лиофилизированного состояния, 
дважды отмывали от стабилизаторов путем центри-
фугирования при 4000 об/мин в течение 10 мин, а 
в другом – применяли без отмывания. Установили, 
что значения ПА микробных клеток, выращенных 
на питательной среде и полученных из лиофильно-
высушенного состояния, статистически значимо 
друг от друга не отличались (рис. 3). Полученные 
данные свидетельствовали о сохранении адгезивной 
способности клеток штамма при их лиофилизации в 
процессе производства вакцины.

Таким образом, установили, что на адгезивные 
свойства бактерий Y. pestis EV НИИЭГ в отношении 
эритроцитов человека оказывают влияние состав 
среды, температура культивирования и, в незначи-
тельной степени, продолжительность выращивания. 
Лиофилизация микробных клеток не сказывается на 
их способности взаимодействовать с эритроцитами. 
Следовательно, условия, применяемые для получе-
ния клеток штамма при производстве живой сухой 
чумной вакцины (выращивание при (28±1) °С в тече-
ние 48 ч на АХ, лиофилизация) [12], являются благо-
приятными для сохранения и проявления у чумного 
микроба адгезивной активности.

Установлено, что экстрацеллюлярные метабо-
литы не влияют на адгезивность штамма Y. pestis EV 
НИИЭГ. Очевидно, что в процессе взаимодействия 
бактерий с эритроцитами человека участвуют по-
верхностные структуры их клеточной стенки.

Проведенные исследования показали высокую 
чувствительность и информативность фотоколори-
метрического метода оценки адгезии и возможность 
его использования для изучения адгезивных свойств 
бактерий, входящих в состав живых вакцин, а так-

же для выбора оптимальных условий приготовления 
препаратов для иммунизации людей и животных.
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Рис. 3. Показатели адгезии клеток Y. pestis EV НИИЭГ,  
выращенных на питательной среде, а также полученных  

из лиофилизированного состояния 

Рис. 2. Влияние отмывания клеток Y. pestis EV НИИЭГ  
от внеклеточных метаболитов на их адгезивную способность  

в отношении эритроцитов человека:
 – отмытые микробные клетки,  – микробные клетки без отмывания
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The Influence of Growth Conditions of Yersinia pestis EV NIIEG 
Strain on Its Adhesion Properties

Vyatka State University, Kirov

Adhesion properties of vaccine Y. pestis EV NIIEG strain cells, cul-
tivated in different conditions, were identified by photocolorimetric method. 
It was elucidated that the temperature of cultivation and the composition of 
nutrient media influence essentially the formation of surface structures of bac-
teria responsible for attachment to human red blood cells. The highest level 
of adhesion was demonstrated by the microbial cells cultivated at (28±1) °C 
on GRM-agar and Hottinger agar. Liophilisation of Y. pestis EV NIIEG cell 
as well as washing off extracellular metabolites did not affect the adhesion 
property of bacteria. The results received enabled to recommend the photo-

colorimetric method for study of adhesion activity of microbial cultures which 
were the basis of live vaccines.

Key words: adhesion, bacteria, vaccine strain Y. pestis EV, erythro-
cytes.
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