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Изучено формирование биопленки штаммами Yersinia pestis основного и неосновных подвидов и Yersinia 
pseudotuberculosis на модели нематоды Caenorhabditis elegans. Показано, что штаммы возбудителя чумы, не фор
мирующие пигментированные колонии на среде с Конго красным (Pgm), не образуют биопленку на головной 
и шейной поверхностях нематоды. Pgm+ штаммы основного и неосновных подвидов способны образовывать 
биопленку на кутикуле нематод C. elegans, хотя выраженность этого признака у разных штаммов была неодина
ковой.
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Возбудитель псевдотуберкулеза Yersinia pseudo
tuberculosis является кишечным паразитом и переда
ется фекально-оральным способом. Для выживания 
во внешней среде клетки псевдотуберкулезного ми
кроба формируют так называемую биопленку -  агре
гаты бактерий, заключенные в полимерный матрикс, 
который представляет собой экзополисахарид, син
тезируемый бактериями [8]. Чумной микроб произо
шел от псевдотуберкулезного несколько тысяч лет 
назад [6] и является внутриклеточным паразитом. 
Он передается через укус блокированной блохи. 
«Чумной блок», который формируется в преджелуд
ке блохи во время кормления на инфицированном 
млекопитающем, также представляет собой био
пленку [10]. Таким образом, роль биопленки у чум
ного микроба в процессе эволюции существенно из
менилась. она используется этим возбудителем для 
трансмиссии от зараженного животного к здоровому 
через укус блокированной блохи. в  последнее время 
для изучения формирования биопленки у чумного и 
псевдотуберкулезного микробов предложена модель 
нематоды Caenorhabditis elegans как менее трудоем
кая и более доступная, чем модель блохи [9]. Ранее 
показано, что штаммы Y. pestis и Y. pseudotuberculo
sis, продуцирующие экзополисахарид, формируют 
биопленку на ротовой и боковой поверхностях нема
тоды, блокируя ее кормление [9, 11]. Исследования 
формирования биопленки на модели чумного микро
ба проводились на зарубежном лабораторном штам
ме основного подвида Y. pestis KIM. Однако на тер
ритории Российской Федерации и стран ближнего 
зарубежья расположены 42 природных очага чумы 
[5], на которых циркулируют не только штаммы вы
соковирулентного основного подвида, но и штаммы 
четырех неосновных подвидов -  кавказского, алтай
ского, гиссарского и улэгейскогого. Они обладают 
рядом свойств, общих с близкородственным микро
бом -  возбудителем псевдотуберкулеза, паразити
руют на различных видах грызунов, передаются

разными видами блох и, по-видимому, являются 
более древними формами Y. pestis [3]. Изучение 
блокообразующей способности штаммов неоснов
ных подвидов на модели блохи показало, что горно
алтайские, гиссарские [4] и кавказские [2] штаммы 
с меньшей эффективностью образуют блок пред
желудка блохи, чем штаммы основного подвида. 
Однако причины меньшей способности неоснов
ных подвидов к блокообразованию остаются до сих 
пор не установленными. Возможно, это связано с 
меньшей эффективностью образования биопленки 
на биотических поверхностях у неосновных подви
дов чумного микроба.

В связи с малой изученностью продукции био
пленки штаммами неосновных подвидов целью на
стоящей работы явилось сравнительное исследова
ние способности образовывать биопленку штаммами 
возбудителя чумы основного и неосновных подвидов 
и возбудителя псевдотуберкулеза на биотической по
верхности, а именно на модели нематоды C. elegans.

Материалы и методы

В работе были использованы 19 штаммов Y pes
tis разных подвидов и 4 штамма Y.pseudotuberculosis. 
изучение образования биопленки на биотической 
поверхности у штаммов основного и неосновных 
подвидов возбудителя чумы и штаммов возбудителя 
псевдотуберкулеза проводили на штамме немато
ды C. elegans дикого типа N2 Bristol. Штамм нема
тоды был получен из Caenorhabditis Genetics Center 
(Университет Миннесоты, США) и поддерживался 
на E. coli OP50 -  стандартном источнике питания 
C. degans. Для продукции биопленки бактерии вы
ращивали в течение ночи при 28 °С на агаре LB, го
товили взвесь бактерий 1010 кл/мл в буфере М9 [7]. 
Аликвоты по 50 мкл раскапывали на среду для вы
ращивания нематоды (NGM) на чашки Петри диаме
тром 9 см [7]. Бактериальный газон распределяли по
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Рис. 1. Рост нематоды на штамме Y. резЫз EV (Р §т ) -  А, синусоидальные следы, 
оставленные С. е ^ а т  на газоне с Y pestis EV -  Б. *80

агару шпателем, не доходя до края чашки 1-1,5 см. 
Перед нанесением нематод газоны выращивали в 
течение 16-24 ч при комнатной температуре. Затем 
на бактериальные газоны переносили беременных 
взрослых гермафродитов C. elegans, оставляли их 
для отложения яиц, и затем взрослых особей удаля
ли. Чашки культивировали при 17-20 °С в течение 
3 дней. Формирование биопленки определяли на 
личиночных стадиях. Фотографирование объектов 
проводили с помощью WEB-камеры с разрешением 
1,3 мегапикселя.

Для выявления признака пигментации клетки 
возбудителей чумы и псевдотуберкулеза высевали 
на цветную дифференциальную среду, содержащую 
Конго красный (производства института «Микроб», 
Саратов).

Результаты и обсуждение

по  литературным данным, формирование био
пленки у штамма основного подвида Y pestis KIM, 
который относится к биовару Mediaevalis, коррели
рует в основном с фенотипом пигментации (Pgm+). 
Было показано, что пигмент-негативный мутант это
го штамма, у которого отсутствует hms локус, ответ
ственный за фенотип пигментации, не способен вы
звать формирование биопленки на C. elegans [12].

В наших экспериментах с использованием штам
мов основного и неосновных подвидов, циркули
рующих на территории РФ, стран СНГ и Монголии, 
также показано, что формирование биопленки на ку
тикуле нематод коррелирует с фенотипом пигмента
ции. Pgm- штаммы возбудителя чумы как основного 
(EV, A-161), так и неосновных (И-3069 -  улэгейский,

И-2998 -  алтайский) подвидов не продуцировали 
биопленку (рис. 1, А). Черви были способны сво
бодно передвигаться по газону свойственным им 
синусоидальным образом, оставляя на газоне харак
терный след (рис. 1, Б). Штаммы У резИз, которые 
образовывали 30 % (И-2359 -  алтайский) и 50 % пиг
ментированных колоний (И-3131, А-1249, А-1725, 
А-1723 -  гиссарские и А-1802 -  таласский), блоки
ровали незначительную часть нематод. На газонах, 
засеянных этими штаммами, встречались особи, 
у которых биопленка образовывалась на передней 
трети тела (рис. 2, Б). Она не препятствовала корм
лению нематод, но ограничивала передвижение по 
газону, которое приобретало аберрантный характер 
и заключалось в том, что черви совершали резкие 
движения с большим изгибом тела. нематоды, у ко
торых биопленка формировалась на головной части, 
теряли способность передвигаться по газону, их тело 
продолжало изгибаться, как бы «пробуксовывая» на 
месте (рис. 2, А). Но большую часть нематод состав
ляли свободно передвигающиеся особи, подобно 
тому, как это происходило у Pgm- штаммов возбуди
теля чумы.

Практически такая же картина наблюдалась на 
газонах, засеянных культурами кавказских штаммов 
(818, 1146, 3544Арм.), которые на цветной диффе
ренциальной среде растут в виде розовых колоний, в 
отличие от Pgm+ штаммов, которые формируют ярко 
красные колонии.

На газонах, засеянных штаммами, формирую
щими красные пигментированные колонии на цвет
ной среде с Конго красным (И-1996 -  основной под
вид, И-2422, И-3130 -  улэгейский, 2183 -  алтайский, 
А-1728 -  гиссарский и А-1815 -  таласская группа),
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Рис. 2. Образование биопленки (показана стрелками) на головной (А) и шейной (Б) частях нематоды C. elegans
штаммом У. pestisЛ-1725 (Гиссарский). *80

также встречались и свободно живущие, и заблоки
рованные особи С. elegans (рис. 2 А, Б), причем ко
личество заблокированных и частично заблокиро
ванных нематод на этих штаммах было выше, чем 
на штаммах, которые формировали 30 и 50 % Pgm+ 
колоний на цветной среде с Конго красным и на кав
казских штаммах. Помимо этого, на газонах с Pgm+ 
штаммами наблюдались формирования, состоя
щие из «клубков» личинок, окруженных матриксом 
(рис. 3), который, по-видимому, представляет собой 
биопленку. подобные образования в литературе не 
описаны, поэтому говорить о природе внеклеточного 
матрикса, окружающего личинки, как о экзополиса
хариде можно будет только после проведения специ
альных исследований.

Изученные нами штаммы псевдотуберкулезно
го микроба (2600, 417 -  Бадхызские и 50-73, 312 -  
дальневосточные) не формировали биопленку на 
головной поверхности нематод. Особи свободно пе
редвигались по поверхности газона характерным си
нусоидальным способом. п о  данными литературы, 
большинство штаммов возбудителя псевдотуберку
леза не способны блокировать нематод. G.WJoshua 
е1 а1. [11] показали, что из исследованного ими 41 
штамма У. pseudotuberculosis, которые представляли 
21 серовар, 76 % не образовывали биопленку на по
верхности нематод. По-видимому, изученные нами 
культуры возбудителя псевдотуберкулеза относятся к 
штаммам, не способным продуцировать биопленку.

Ранее нами было показано, что штаммы возбу
дителя чумы, сорбирующие конго красный на цвет
ной дифференциальной среде, и штаммы возбудите
ля псевдотуберкулеза на абиотической поверхности

(полистироловые чашки Петри) формируют хорошо 
выраженную биопленку [1], что также согласуется с 
литературными данными [11]. Вероятно, у Y. pseudo
tuberculosis механизмы формирования биопленок на 
биотических и абиотических поверхностях различа
ются между собой.

Таким образом, нами проведено исследование 
способности к образованию биопленки у штаммов 
основного и неосновных подвидов, выделенных на 
территории Российской Федерации и стран ближнего

Рис. 3. Формирования, состоящие из «клубков» личинок, 
окруженных матриксом (показан стрелкой), 

на газоне У. pestis И-1996. *80
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зарубежья. Показано, что Pgm+ штаммы основного и 
неосновных подвидов, образующие пигментирован
ные колонии на среде с красителем, способны обра
зовывать биопленку на биотической поверхности -  
кутикуле нематод С. elegans, хотя выраженность это
го признака у разных штаммов была неодинаковой.

Работа поддержана грантами РФФИ 07-04-0100 
и 08-04-00731.
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Biofilm formation by Yersinia pestis strains of the main and non-main 
subspecies and Yersinia pseudotuberculosis was studied on the model of 
Caernorabditis elegans. It was shown that plague agent strains that did not 
form pigmented colonies on a medium with Congo red (Pgm-) did not pro
duce biofilm at the head and neck surfaces of nematode. Pgm+ strains of the 
main and non-main subspecies of plague microbe are able to form biofilm at 
cuticle of nematode C. elegans, the expression of this feature being unequal 
in various strains.
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