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В последние десятилетия одной из глобальных 
проблем медицины стал резкий рост антибиоти-
корезистентности возбудителей бактериальных 
инфекций, в том числе и чумного микроба. От 
больных людей и животных выделяют культуры 
Yersinia pestis, устойчивые к действию антибиоти-
ков, рекомендованных для лечения чумы [1, 2].

Показано, что гены резистентности как к от-
дельным [3, 4], так и  одновременно к  несколь-
ким антибиотикам [5], предположительно мо-
гут переноситься в  клетки Y. pestis конъюгатив-
ными плазмидами энтеробактерий кишечника 
блох – естественного переносчика возбудителя 
[6]. Проблема борьбы с  антибиотикорезистент-
ностью может решаться несколькими путями: 
разработкой новых классов антибиотиков, а так-
же иных терапевтических средств, а именно им-
мунотерапевтических препаратов, катионных 

пептидов – ингибиторов отдельных факторов 
вирулентности, в частности, белков системы се-
креции III типа и  связанных с  ними токсинов, 
а также препаратов, действующих на структуры 
макроорганизма, используемые возбудителем для 
инвазии (host-directed therapies). Иными подхо-
дами к  решению этой проблемы являются кор-
ректировка питания макроорганизма (nutritional 
immunity), применение бактерий-хищников 
(predatory bacteria), выживание которых зависит 
от использования клеток возбудителя в качестве 
источника питания, а также поиск ингибиторов 
LpxC – фермента, катализирующего первую обя-
зательную стадию биосинтеза липида А [6].

Еще одним подходом к  созданию альтерна-
тивных средств лечения чумы является фаготе-
рапия, которая может быть использована в том 
числе и на фоне применения антибиотиков [7, 8]. 
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Первая попытка лечения больных чумой путем 
введения суспензии литического фага в бубоны, 
предпринятая столетие назад, оказалась удач-
ной [9]. Однако в  последующем в  силу разных 
причин, главным образом вследствие появления 
эффективных антибиотиков, это направление 
утратило актуальность. Рост числа случаев выде-
ления антибиотикорезистентных культур Y. pestis 
от больных людей и животных сделал актуальным 
возобновление исследований в области создания 
средств фаготерапии чумы [10]. Для повышения 
вероятности эффективного лечения чумы, вы-
званной существенно различающимися штамма-
ми возбудителя, считается целесообразным со-
ставление “коктейлей”, включающих несколько 
фагов, способных лизировать максимальное ко-
личество штаммов Y. pestis [11].

Чумные бактериофаги различаются по гене-
тической организации, определяющей особен-
ности их морфологии, антигенности, вирулент-
ности в отношении культур Y. рestis и структуры 
выявляемого ими рецепторного аппарата бак-
терий. Геномы наиболее часто используемых 
чумных фагов L-413C, φA1122, Покровской 
и  Yep-phi секвенированы [11]. Эти фаги харак-
теризуются различной и  относительной специ-
фичностью, они позволяют выявлять наряду со 
штаммами чумного микроба некоторые штам-
мы Yersinia pseudotuberculosis или Escherichia coli. 
По-видимому, один из наиболее высокоспец-
ифичных фагов – литический фаг L-413C мор-
фотипа Myoviridae, относимый к  Р2-подобным 
фагам, превосходит по диагностической специ-
фичности фаги Покровской и φA1122 морфоти-
па Podoviridae. Вместе с тем, предположительно 
ложноотрицательные (равно как и  ложнополо-
жительные) результаты, полученные при исполь-
зовании одного фага, например, L-413C целесо-
образно подтверждать или отрицать применени-
ем другого фага, взаимодействующего с  иным 
рецептором на поверхности чумного микроба, 
например, фага Покровской [11, 12]. При этом 
нужно учитывать значимость температуры куль-
тивирования идентифицируемых клеток иер-
синий. Так, рецептор-связывающий белок GpH 
фага L-413C способен выявлять культуры чумно-
го микроба, выращенные при различных темпе-
ратурах (от 6 до 37°С), в то время как аналогич-
ный белокGp17 фага φA1122 может связываться 
с  клетками Y. pseudotuberculosis, выращенными 
при температуре 37°С или, во всяком случае, не 
ниже 30°С. Бактерии Y. pestis, выращенные при 
температуре 37°С, практически не выявляют-
ся с помощью белка Gp17 из-за экранирования 
рецепторов капсульным антигеном [13]. Кроме 
того, при оценке эффективности фагов следует 
отдавать отчет в том, что они могут характеризо-
ваться различной литической активностью в ус-
ловиях in vitro и  in vivo. Так, фаг PST проявлял 

выраженную литическую активность в  отноше-
нии бактерий штамма Y. pestis EV76, выращенных 
как в жидкой питательной среде, так и в цельной 
крови человека, в  то время как фаг ϕA1122 ак-
тивно лизировал лишь микробные клетки после 
их культивирования в жидкой питательной среде 
[10]. В такого рода исследованиях следует исполь-
зовать в том числе и условия, имитирующие ту 
или иную среду обитания возбудителя в организ-
ме хозяина. Это особенно важно для возбудителя 
чумы, способного расти и размножаться внутри-
клеточно и в биологических жидкостях человека.

Вполне вероятно, что одним из компонентов 
разрабатываемого “коктейля” должен стать фаг 
L-413C, как способный лизировать наибольшее 
количество штаммов возбудителя чумы (99.9%) 
и, по-видимому, на сегодняшний день наиболее 
специфичный из числа используемых в диагно-
стической практике чумных фагов [12]. Очевид-
но, эти достоинства фага L-413C определяются 
его существенными отличиями от большинства 
других чумных фагов, используемых в диагности-
ческой практике, не только по морфологическим 
особенностям, но и  по механизмам рецепции 
и последующим стадиям инфицирования бакте-
риальной клетки. Однако, несмотря на доказан-
ную значимость липополисахарида (ЛПС) Y. pestis 
в качестве рецептора фага L-413C, процесс пер-
вичной адгезии фага на поверхности микробной 
клетки нуждается в дальнейшем исследовании.

Цель работы – изучение значимости поверх-
ностных антигенов Y. pestis в  рецепции фага 
L-413C.

МЕТОДИКА

Бактериофаги. В  работе использовали бак-
териофаги производства ФКУН Российский 
научно-исследовательский противочумный 
институт “Микроб”: 1) чумной L-413C мор-
фотипа Myoviridae, по новой классификации 
(https://ictv.global/taxonomy) – Peduovirus L413C 
(класс Caudoviricete, семейство Peduoviridae, 
род Peduovirus) и  2) псевдотуберкулезный диа-
гностический морфотипа Podoviridae, по новой 
классификации (https://ictv.global/taxonomy) – 
Teseptimavirus YpsP-G (класс Caudoviricete, семей-
ство Autographiviridae, субсемейство Studievirinae, 
род Teseptimavirus), известный и как бактериофаг 
d’Herelle-m (PpsP-G) [11, 14].

Получение нокаутного мутанта ΔpsaA. Констру-
ирование нокаутного ΔpsaA мутанта вакцинного 
штамма Y. pestis EV линии НИИЭГ проводили 
с помощью RedGam-мутагенеза по методу, опи-
санному в работе [15].

Выделение и  очистка антигенов. Выделе-
ние и  очистку препаратов рекомбинантно-
го (PsaA-рек) и  нативного (PsaA-нат) антигена 
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PsaA (или впервые обозначенного как антиген 
pH 6) из штаммов E. coli DH5α/pIG428 и Y. pestis 
KM260(11) соответственно, проводили как описа-
но в работе [16]. Секретируемый капсульный ан-
тиген (F1, Caf1) выделяли из супернатанта куль-
туры Y. pseudotuberculosis 11M/pFSK3–9 путем 
фракционирования сульфатом аммония с после-
дующей хроматографической очисткой (Мето-
дические рекомендации 4.2.0219–20 “Выделение 
и очистка F1 антигена чумного микроба”).

Кодирующую последовательность генов yapF, 
yapM и ail из штамма Y. pestis subsp. pestis EV ли-
нии НИИЭГ клонировали в составе векторной 
плазмиды pET32b(+) по сайтам рестриктаз NdeI 
и XhoI в клетках дефицитного по протеазе штам-
ма E. coli BL21(DE3) (“Novagen”, Германия). Ре-
комбинантные белки YapF, YapM и Ail выделяли 
методом металло-хелатной хроматографии. Пре-
парат ЛПС выделяли из культуры вакцинного 
штамма Y. pestis subsp. pestis EV линии НИИЭГ, 
выращенной при 27°С, методом Вестфаля с по-
мощью водно-фенольной экстракции [17] и очи-
щали трехкратным ультрацентрифугированием 
при 105000 g в течение 3 ч.

Получение антисывороток. Беспородных белых 
мышей обоего пола массой (19 ± 1) г иммунизи-
ровали препаратами вышеназванных белковых 
антигенов подкожно двукратно с  интервалом 
30 сут. Через 30 сут после бустерной иммуниза-
ции забирали кровь путем пункции ретроорби-
тального синуса.

Твердофазный иммуноферментный анализ 
(ТИФА). Использовали стандартную процедуру 
постановки реакции. Лунки микротитроваль-
ных планшетов (“Greiner BioOne”, Германия) 
сенсибилизировали 100 мкл антигенных препа-
ратов в  концентрации 10 мкг/мл, после отмыв-
ки блокировали 250 мкл блокирующего буфе-
ра (1%-ного бычьего сывороточного альбумина, 
БСА, “Диаэм”, Россия). Далее в  лунки добав-
ляли 100  мкл комплементарной сенситину ис-
следуемой антисыворотки, после отмывки вно-
сили 100 мкл козьего антимышиного конъюгата 
(“Sigma”, США) в  буфере для отмывки с  0.5% 
БСА и  после инкубации (1 ч при комнатной 
температуре) четырежды отмывали. Вносили 
по 100 мкл субстрата (0.04%-ный ортофенилен-
диамин, “Alfa Aesar”, Великобритания) в 0.1 М 
цитратном буфере, рН  4.7–5.0, с  добавлением 
0.05% пероксида водорода и после 30 мин инку-
бации – 50 мкл 1 н Н2SO4 для остановки реак-
ции. Результаты реакции регистрировали с помо-
щью микропланшетного ридера Anthos 2020 (ЗАО 

“БиоХимМак”, Россия) и выражали в единицах 
оптической плотности при λ = 492 нм (ОП492).

Трансмиссионная электронная микроскопия. 
Исследуемые препараты наносили на медные се-
точки (200 меш, SPISupplies, США), покрытые 

углеродной пленкой-подложкой, сорбировали 
2 мин, убирали избыток жидкости фильтроваль-
ной бумагой, сушили препарат. Снимки получа-
ли на электронном микроскопе JEM-2100 (“Jeol”, 
Япония) при ускоряющем напряжении 160 кВ. 
Фотографирование осуществляли с  исполь-
зованием CCD камеры Keen View (“Olympus”, 
Германия).

Сканирующая электронная микроскопия. Для 
измерения диаметра микросфер использованы 
сканирующий электронный микроскоп JEOL 
JSM-6510LV (JEOL, Япония) при ускоряющем 
напряжении 10 кВ, вакуумный напыляющий ап-
парат JEOL JFC-1600 (JEOL, Япония). Размер 
микросфер определяли при увеличении ×40000 
в  ручном режиме с  применением встроенного 
инструмента анализа размеров частиц.

Определение титра бактериофага. Использова-
ли метод Грациа. Кратко: смесь (по 100 мкл) ис-
следуемых растворов, содержавших бактериофаг 
и суспезию бактерий вакцинного штамма Y. pestis 
EV (~ 1 млрд м. к./мл), выращенного при 27°С 
в  течение 18–20 ч, инкубировали 10 мин при 
комнатной температуре. Затем в пробирки добав-
ляли по 3 мл 1.5% БТН-агара (“Биотехновация”, 
Россия), предварительно расплавленного и  ох-
лаждённого до 47°С, интенсивно перемешивали 
и переносили в чашки Петри с подсушенным 3% 
БТН-агаром. Через 18–24 ч термостатирования 
чашек при 27°С подсчитывали количество бля-
шек, соответствующее числу бляшкообразующих 
единиц (БОЕ).

Сенсибилизация микросфер антигенами. Для сен-
сибилизации микросфер антигенами использова-
ли полистирольные микросферы диаметром 1 мкм 
(Polysciences, США). Пассивную сенсибилизацию 
микросфер препаратами белков проводили в со-
ответствии с ранее описанными методиками [18]. 
Процедура сенсибилизации микросфер препара-
том ЛПС изложена в [19]. Контролем служили ми-
кросферы, покрытые БСА (“Диаэм”, Россия) по 
методике сенсибилизации микросфер белковыми 
антигенами Y. pestis. Конечные препараты сенси-
билизированных микросфер в концентрации 0.5% 
(w/v) хранили при температуре 4–6°С в фосфат-
ном буферном растворе, рН 7.3 (ФБР).

Наличие на поверхности сенсибилизирован-
ных микросфер того или иного белкового анти-
гена, подтверждали иммунохимически. Для этого 
микросферы инкубировали с сывороткой, ком-
плементарной целевому антигену, взятой в пред-
варительно подобранной концентрации. По ре-
зультатам сравнения результатов ТИФА сыво-
ротки, истощенной микросферами той или иной 
специфичности, и  сыворотки, коинкубирован-
ной с  контрольными микросферами, покрыты-
ми БСА, судили о присутствии антигена на по-
верхности микросфер. Как показали результаты 
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ТИФА, значения ОП492 для сывороток, истощен-
ных микросферами, которые были сенсибили-
зированы белковыми антигенами всех 6  типов, 
оказались не менее чем в два раза ниже по срав-
нению с  соответствующими сыворотками, ко-
инкубированными с микросферами “БСА”. Это 
однозначно указывало на наличие каждого из ис-
пользованных антигенов на поверхности микрос-
фер. Факт иммобилизации препарата ЛПС-EV на 
поверхности микросфер верифицировали мето-
дом сканирующей электронной микроскопии, 
оценивая их диаметр (диаметр несенсибилизиро-
ванных микросфер составил 0.989 ± 0.009 мкм, 
покрытых ЛПС-EV – 0.994 ± 0.009 мкм, различие 
достоверно для р < 0.01).

Адсорбция бактериофага на сенсибилизиро‑
ванные микросферы. Сенсибилизированные тем 
или иным антигеном микросферы разводили 
ФБР до ОП600, равной 1.2, на спектрофотометре 
SmartSpec Plus (“BioRad”, США). Затем смеши-
вали 100 мкл суспензии тех или иных микросфер 
и 20 мкл разведенного в буфере SM (0.58% NaCl, 
0.2% MgSO4·7 H2O, 0.05 M трис-HCl, pH 7.5) бак-
териофага с концентрацией 8 · 105 БОЕ/мл. Смесь 
инкубировали на термошейкере Thermo Shaker 
PST-60HL-4 (“Biosan”, Латвия) при 500 об/мин 
в течение 3 ч при температуре 37°С. После этого 
микросферы осаждали на центрифуге Centrifuge 
5424 (“Eppendorf”, Германия) при 13000 g в тече-
ние 10 мин, надосадочные жидкости разбавляли 
1 : 100 буфером SM и высевали на чашки Петри 
по методике определения титра бактериофага.

Инактивация бактериофага антигенами в рас‑
творе. Готовили препараты белковых антигенов, 
БСА и ЛПС-EV в концентрации 0.2 мг/мл в ФБР 
с  0.01% SDS. Предварительно белок Ail солю-
билизировали в буфере TES (100 мМ Трис-НСl,  
рH  7.5, 1% ДДС-Na, 5 мM ЭДТА) в  объемном 
соотношении антиген – буфер 4  : 1 в  течение 
10 мин и диализовали против ФБР с 0.01% SDS, 
а препарат ЛПС-EV, хранившийся при темпера-
туре –70°С, центрифугировали (13000 g, 15 мин) 
для освобождения от высокомолекулярных кон-
гломератов, надосадочную жидкость переводили 
в  ФБР с  0.01% SDS. Смешивали 100 мкл каж-
дого из этих растворов с  20 мкл бактериофа-
га, разведенного буфером SM до концентрации 
8 · 105 БОЕ/мл. Смесь инкубировали на термо-
шейкере Thermo Shaker PST-60HL-4 (“BIOSAN”, 
Латвия) при 500 об/мин в  течение 3 ч при тем-
пературе 37°С. По окончании инкубации суспен-
зии разбавляли 1 : 100 в буфере SM и полученные 
разведения высевали по методике определения 
титра бактериофага.

Методика оценки адгезивности бактериофага 
к бактериальным клеткам. Культуры Y. pestis EV 
и  EVΔpsaA выращивали в  жидкой питательной 
среде LB (дрожжевой экстракт – 5 г/л, хлористый 

натрий – 10 г/л, триптон – 10 г/л) при темпе-
ратуре 37°С и  рН 6.0, а  также рН 7.0 в  течение 
18–20 ч, осаждали низкоскоростным центрифу-
гированием. Осадок клеток разводили до концен-
трации 8 · 109 кл./мл либо в ацетатном буферном 
растворе (АБР) (необработанные клетки), либо 
в АБР с добавлением 100 мМ периодата натрия. 
Обработку проводили в течение 2 ч при комнат-
ной температуре в защищенном от света месте. 
Обработанные и необработанные клетки трижды 
отмывали буфером SM путем осаждения на цен-
трифуге Eppendorf при 15870 g в течение 10 мин. 
Отмытые клетки разводили в жидкой питатель-
ной среде LB, доводя концентрацию до значения 
ОП600 = 1.2. Далее к 100 мкл каждого препарата 
клеток добавляли 20 мкл препарата бактериофага 
L-413C в расчетной концентрации 8 · 105 БОЕ/мл 
и  инкубировали при 27°С в  течение 20 мин на 
шейкере-инкубаторе Thermo Shaker PST-60HL-4 
(“BIOSAN”, Латвия) при 450 об./мин. Клетки 
осаждали на центрифуге Eppendorf при 15870 g 
в течение 10 мин и к 10 мкл надосадочной жид-
кости добавляли 990 мкл буфера SM, после чего 
полученные суспензии фага высевали по методу 
Грациа. Контролем служила суспензия фага без 
клеток в идентичной концентрации.

Иммунохимическую активность клеток 
Y.  pestis EV и  EVΔpsaA с  полученной кроличь-
ей антисывороткой к  PsaA антигену оценива-
ли методом ТИФА. Для этого в  лунки планше-
та вносили суспензию клеток в  концентрации 
200 · 106 кл./мл и, после блокировки, последова-
тельно по стандартной схеме добавляли антисы-
воротку к антигену PsaA, антикроличий перок-
сидазный конъюгат морской свинки (“Sigma”, 
США), ортофенилендиамин (“Alfa Aesar”, Ве-
ликобритания), Н2SO4. Результаты представляли 
в виде ОП492.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Большинство чумных фагов в качестве рецеп-
торов на поверхности клеток Y. pestis использу-
ют определенные участки липополисахарида [20]. 
Однако имеются сообщения об участии в процес-
се их адгезии и  других компонентов наружной 
мембраны возбудителя. В  этой связи, для даль-
нейшего изучения природы взаимодействия фага 
L-413C с  клеткой чумного микроба оценивали 
значимость в рецепции фага ряда поверхностных 
антигенов Y. pestis, экспериментально подтверж-
денных или предположительно проявляющих 
адгезивные свойства по отношению к  эукарио-
тическим клеткам [21]. Как было показано ра-
нее, антигены Ail и YapF в той или иной степени 
могут участвовать в рецепции фагов Покровской 
и псевдотуберкулезного диагностического [22].
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Возможный вклад антигенов Y. pestis в  ре-
цепцию фага L-413C первоначально оценивали 
с  помощью двух методических подходов. Пер-
вый из них основан на способности микросфер, 
предварительно покрытых препаратом того или 
иного антигена, связывать частицы фага из рас-
твора. Второй метод использует эффект инакти-
вации литической способности фага за счет его 
связывания с  водорастворимым антигеном, не 
связанным с твердой фазой. Полученные резуль-
таты, представленные на рис. 1, свидетельствуют 
о том, что антигены YapF, YapM, F1 и Ail не спо-
собны к существенному связыванию частиц фага, 
определяемому двумя использованными метода-
ми (различия не достоверны для р = 0.01). ЛПС 
проявил высокую адгезивность в отношении фага 
L-413C, причем выраженность этого эффекта бо-
лее ярко проявлялась, когда антиген находился 
в растворе, по сравнению с антигеном, иммоби-
лизованным на микросфере. При этом количе-
ство литически активных частиц фага, опреде-
ленное двумя методами, снижалось до 6.0 ± 2.3 
и  58.5 ± 15.1% относительно соответствующих 
контролей (рис. 1). Значимость ЛПС в качестве 
рецептора фага L-413C подтверждена и результа-
тами трансмиссионной электронной микроско-
пии микросфер, покрытых ЛПС-EV и БСА (кон-
троль). Доли микросфер “ЛПС-EV” и  “БСА”, 
не содержащих на своей поверхности фаговых 
частиц, составили 23.0 и  41.7% соответственно. 
Среднее количество частиц фага, приходящихся 
на одну микросферу, оказалось равным, в сред-
нем, 13.7 (для “ЛПС-EV”) и  1.6 (для “БСА”). 
Способность сенсибилизированных микросфер 
адгезировать частицы фага L-413C иллюстри-
рует рис.  2, на котором представлены покры-
тые препаратами ЛПС-EV и  БСА микросферы, 

инкубированные в суспензии фага L-413C. Как 
видно из рис.  2, частицы фага находятся в  сво-
бодном состоянии или адгезированы к поверхно-
сти микросферы.

Эти результаты согласуются с данными А. Фи-
липпова с соавт. [20], которые, используя мутан-
ты штамма Y. pestis CO92, показали, что рецептор 
фага L-413C ассоциирован с липополисахаридом, 
точнее, N-ацетилглюкозамином наружного кора.

Как было показано нами ранее, ЛПС-EV зна-
чим и в рецепции фага d’Herelle-m. Однако, если 
доля обоих фагов, не связавшихся с  микрос-
ферами, сенсибилизированными этим антиге-
ном, оказалась одинаковой и ярко выраженной: 
58.5 ± 15.1% для L-413C (рис. 1) и 58.5 ± 19.9% для 
фага d’Herelle-m [19], то в растворе ЛПС-EV фаг 
d’Herelle-m практически не инактивировался (раз-
личие с контролем несущественно для р = 0.05) 
[19], в отличие от фага L-413C (рис. 1). Очевидно, 
названные различия объясняются особенностя-
ми механизмов рецепции двух фагов, в том числе 
различиями в локализации и степени доступности 
для фагов рецепторных участков на молекуле ЛПС, 
имеющей различные конформационные свойства 
при том или ином использованном в работе мето-
де оценки адгезивности фагов.

Неожиданными оказались результаты опре-
деления роли в рецепции фага L-413C антигена 
PsaA. Если микросферы, покрытые препаратами 
антигена PsaA-нат и PsaA-рек, не адсорбировали 
на себя частицы фага, то инкубация фага в рас-
творе этого антигена оставляла литически актив-
ными 60.9 ± 8.5% и 58.8 ± 7.6% частиц соответ-
ственно (рис. 1).

В  параллельно проводившихся сравнитель-
ных экспериментах оценивали способность 
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Рис. 1. Влияние на адсорбцию фага L-413C коинкубации с антигенами Y. pestis, находящимися в растворе (1) или 
на микросферах (2).
БОЕ (%) – доля литически активных частиц фага после коинкубации с антигенами в растворе или на поверхности 
микросфер. За 100% принимали среднее значение концентрации фага после взаимодействия с БСА, иммобилизо-
ванным на микросферах, или в растворе; 95% CI – доверительный интервал для р = 0.95.
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этих же препаратов PsaA-нат и  PsaA-рек, а  так-
же ЛПС-EV, находящихся в  растворе, инакти-
вировать частицы фага d’Herelle-m. Результаты 
этих исследований подтвердили ранее получен-
ные о  слабо выраженной инактивации указан-
ного фага препаратом PsaA-рек – в  растворе 
оставалось 75.7 ± 26.8% [22] и препаратом ЛПС-
EV – 83.3 ± 14.2% частиц фага, способных к ли-
зису бактерий [19]. Вместе с тем, доля литически 
активных частиц фага d’Herelle-m после инкуба-
ции с  микросферами, покрытыми ЛПС-EV со-
ставила 58.5 ± 19.9% [19], то есть практически 
столько же, сколько при использовании фага 
L-413C (рис. 1).

Несмотря на то, что проведенные эксперимен-
ты включали использование одних и тех же пре-
паратов антигена PsaA, результаты, полученные 
с использованием двух вышеназванных методов, 
оказались прямо противоположными в отноше-
нии двух препаратов антигена. Объяснением та-
кому кажущемуся противоречию могли служить 
известные данные литературы о том, что резуль-
таты подобных исследований во многом зависят 
от неоднородности физико-химических свойств 
поверхности биомолекул, в  частности, белков, 
что может приводить к разнородной ориентации 
молекул при их пассивной адсорбции на твер-
дом субстрате. Кроме того, твердые поверхности 
могли иметь гетерогенный химический состав, 
что также объясняет вариативность взаимодей-
ствия белок – субстрат. Различия в  условиях 
проведения адсорбции, например, наличие соли 
или ее концентрация, также могли резко менять 
картину ориентации молекул на субстрате и ре-
зультаты их взаимодействия с  целевым биообъ-
ектом, в данном случае бактериофагом [23, 24]. 
Молекулы антигена PsaA в растворе, очевидно, 
имели больше вариантов связывания с частица-
ми фага по сравнению с иммобилизованным на 

микросферах антигеном. Косвенно на это указы-
вает сопоставление результатов взаимодействия 
с фагом и других антигенов Y. pestis, оценка ко-
торых была проведена двумя методами – во всех 
случаях средние значения доли литически актив-
ных частиц фага, остающихся в растворе, оказа-
лись несколько выше при использовании анти-
генов, адсорбированных на поверхности микрос-
фер (рис. 1). Однако, резкая, практически полная 
инактивация фага зарегистрирована только для 
ЛПС и,  в  меньшей мере, для двух препаратов 
антигена PsaA, находящихся в растворе. Разни-
ца в результатах экспериментов с микросферами, 
покрытыми двумя этими антигенами, объясня-
ется, по-видимому, тем, что при иммобилизации 
на полистироле происходит блокировка структур 
антигенов, способных связываться с фагом – от 
полной для PsaA до частичной для ЛПС.

Учитывая неоднозначные результаты оцен-
ки роли антигена PsaA в рецепции фага L-413C, 
полученные с  помощью двух охарактеризован-
ных выше методов, представлялось целесообраз-
ным провести подобные исследования с исполь-
зованием штамма Y. pestis с нокаутом гена psaA. 
В  этой работе были использованы исходный 
штамм Y. pestis EV, а также его изогенный вари-
ант, дефектный по биосинтезу белка PsaA. Куль-
туры этих бактерий выращивали в жидкой пита-
тельной среде LB с рН ~7.0 и рН ~6.0. Биосинтез 
антигена PsaA происходит при температуре 37°С 
и низких значениях рН. Для исключения вклада 
в рецепцию фага компонентов микробной клет-
ки углеводной природы, во всяком случае ЛПС, 
каждую из четырех вариантов культур (EV  и 
EVΔpsaA, выращенных при двух значениях рН) 
обрабатывали (и  не обрабатывали) раствором 
NaIO4 (100 мМ) в течение 2 ч с последующей от-
мывкой SM.

Рис. 2. Трансмиссионная электронная микроскопия. Микросферы “ЛПС-EV” (а) и “БСА” (б) после инкубации 
с суспензией фага L-413C.

(а) (б)
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Представленные в табл. 1 результаты подтвер-
дили иммунохимическую инертность нокаута 
EVΔpsaA в  ТИФА с  антисывороткой к  PsaA ан-
тигену и способность клеток исходного варианта 
EV к продукции этого антигена в жидкой пита-
тельной среде при рН 6.0.

Как показали результаты высева по Грациа 
надосадочных жидкостей после центрифугиро-
вания суспензий, содержащих бактериальные 
клетки и  частицы бактериофага, PsaA-антиген 
в составе микробной клетки вакцинного штамма 
Y. pestis EV не способствовал адгезии фага L-413C, 
как это видно из табл. 1. Более того, при выра-
щивании бактериальных культур в жидкой пита-
тельной среде при рН 6.0 доля фага, связавше-
гося с клетками исходного штамма EV, продуци-
рующего PsaA-антиген, оказалась существенно 
ниже (р < 0.05) по сравнению с  его изогенным 
вариантом EVΔpsaA, дефектным по биосинте-
зу антигена. Это могло быть связано с  измене-
нием поверхностной структуры клеток вариан-
та-нокаута в процессе его получения, что могло 
привести к  повышению доступности для фага 
ЛПС – основного, если не единственного, ре-
цептора. Нельзя исключить также и того, что де-
леция pgm локуса хромосомной ДНК вирулент-
ного штамма-прародителя штамма EV привела не 
только к прекращению биосинтеза ряда факторов 
патогенности чумного микроба [25], но и к кон-
формационным изменениям поверхностных 
структур бактерии. По этой причине экспрессия 
в том числе PsaA-антигена на поверхности бак-
терий вакцинного штамма EV могла существен-
но отличаться от таковой вирулентных штаммов 
возбудителя и вследствие этого опосредовать из-
менения в  проявлении биологических свойств, 
в частности, рецепции фага L-413C. Следует так-
же отметить тенденцию к снижению адгезивно-
сти фага L-413C к клеткам обоих сравниваемых 

вариантов Y. pestis при повышении значения 
рН с 6.0 до 7.0 (табл. 1), что могло объясняться 
экранированием ЛПС поверхностными белка-
ми, которые лучше экспрессируются при тем-
пературе культивирования 37°С и нейтральных 
значениях рН питательной среды, такими как 
F1, белки системы секреции III типа. Обработка 
культур вариантов EV и EVΔpsaA периодатом на-
трия приводила к полному прекращению адгезии 
фага к клеткам безотносительно к значению рН 
питательной среды. Последнее лишний раз под-
тверждало значимость ЛПС Y. pestis в качестве ре-
цептора фага L-413C.

Учитывая способность антигена PsaA связы-
ваться с Fc-фрагментом IgG человека [26], апо-
липопротеином В  сыворотки крови человека 
[16], фосфатидилхолином эпителиальных альве-
олярных клеток человека [27], галактозильными 
остатками гликосфинголипидов эукариотиче-
ских клеток нескольких типов [28], а  также по-
лученные в этой работе результаты, можно пред-
положить, что молекула антигена включает по-
верхностные домены, опосредующие высокую 
неспецифическую адгезию к ряду абиотических 
(например, полистирол микросфер) и  биотиче-
ских субстратов различной химической природы. 
Последнее объясняет неспособность сенсибили-
зированных белком PsaA микросфер связывать 
частицы фага, которые так же достаточно хоро-
шо взаимодействовали с указанными доменами 
антигена, о  чем может свидетельствовать выра-
женная адгезивность фага L-413C к  нативной 
форме антигена в растворе (рис. 1). По-видимому, 
этот реакционноспособный участок молекулы 
PsaA-антигена не экспрессируется на поверхно-
сти микробной клетки штамма EV, но участвует 
в связывании образующего пили белка PsaA с ни-
жерасположенными мембранными структурами 
бактерии.

Таблица 1. Значимость антигена PsaA Y. pestis в рецепции фага L-413C, оцененная с помощью нокаута EVΔpsaA

Вариант
Y. pestis

pH среды 
выращивания

Обработка 
NaJO4

*Количество фага в надосадочной 
жидкости, %, Xmean ± 95% CI

Результаты ТИФА (ОП492),
Xmean ± 95% CI

EV

6.0
– 33 ± 9 1.79 ± 0.52

+ 110 ± 14 1.35 ± 0.30

7.0
– 42 ± 11 0.39 ± 0.08

+ 104 ± 13 0.30 ± 0.05

EVΔpsaA

6.0
– 16 ± 9 0.39 ± 0.08

+ 104 ± 11 0.31 ± 0.04

7.0
– 32 ± 13 0.40 ± 0.13

+ 100 ± 22 0.38 ± 0.14

* Доля литически активных частиц фага, не связавшихся с бактериальными клетками после их коинкубации; 95% CI – 
доверительный интервал для р = 0.95.
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Оценивая экспериментальные данные отно-
сительно значимости поверхностных антигенов 
Y. pestis в адгезии к фагу L-413C, следует отметить 
существенные различия между этим фагом и дру-
гими чумными фагами, используемыми в  диа-
гностической и исследовательской практике. Не-
смотря на показанную способность ЛПС Y. pestis 
участвовать в рецепции большинства специфиче-
ских фагов, относящихся к нескольким группам, 
отдельные участки молекулы ЛПС, вовлеченные 
в механизм их рецепции, не идентичны [11]. Для 
нескольких чумных фагов показано участие в ад-
гезии и  других поверхностных антигенов бакте-
риальной клетки. Так, Т7-подобный бактерио-
фаг Yep-phi использует для адгезии, помимо ЛПС, 
белки Ail и OmpF [29, 30], бактериофаг Покров-
ской – белки Ail и YapF [22], бактериофаг псевдо-
туберкулезный диагностический (или d’Herelle-m 
или YpsP-G) – порины OmpF и, возможно, OmpC 
Y. pseudotuberculosis [19]. Для двух последних упо-
мянутых фагов антиген PsaA оказался незначим 
в качестве рецепторной структуры [22].

Учитывая разнообразие чумных фагов по их 
морфологии, антигенности и другим свойствам, 
есть основания считать возможным составление 
фагового “коктейля”, эффективного для лече-
ния этого тяжелейшего заболевания, вызываемо-
го различными штаммами возбудителя. Одним 
из компонентов такого “коктейля”, по-видимому, 
должен стать фаг L-413C. Его скорее всего нельзя 
отнести к числу высоковирулентных фагов, во вся-
ком случае, в условиях in vitro [11], однако вслед-
ствие его высокой, возможно наибольшей среди 
чумных фагов, универсальности в выявлении все-
го разнообразия штаммов возбудителя чумы [13], 
вероятность включения фага L-413C в состав раз-
рабатываемого “коктейля” достаточно высока.

Полученные результаты подтвердили значи-
мость в рецепции фага L-413C липополисахарида 
Y. pestis. Если этот антиген, иммобилизованный 
на поверхности микросфер, показал приблизи-
тельно одинаковую способность связывать ча-
стицы фагов L-413C и  d’Herelle-m, то в  раство-
ре ЛПС инактивирует фаг L-413C в значительно 
большей мере по сравнению с фагом d’Herelle-m 
(рис.  1) и  [19]. Образующий пили белок PsaA 
в растворенном в воде виде оказался способным 
инактивировать литическую активность этого 
фага, но не проявлял этого свойства, будучи свя-
занным с полистирольными микросферами или 
в составе микробной клетки вакцинного штам-
ма EV. Вместе с  тем, как было установлено ра-
нее [22], PsaA не связывается с  чумными фага-
ми Покровской и d’Herelle-m ни в растворе, ни 
в связанном с микросферами виде. Показанная 
в  работе способность белка PsaA инактивиро-
вать частицы фага L-413C в растворе наряду с из-
вестными данными об участии этого антигена 

в адгезии иерсиний к эукариотическим клеткам 
нескольких типов, способности инициировать 
гемагглютинацию эритроцитов барана, опосре-
довать антифагоцитарную активность, ингиби-
ровать продукцию антител макроорганизмом, 
реакцию митогензависимой бласттрансформации 
и др. [31–33] свидетельствует о высокой и, по-ви-
димому, неспецифической адгезивности антиге-
на к биотическим структурам различного хими-
ческого состава.

Таким образом, приведенные выше результаты 
еще раз подчеркнули разницу в механизмах адсо-
рбции чумных фагов, определяемую особенностя-
ми их морфологии, химического состава, а также 
пространственной организацией рецепторных 
структур наружной мембраны возбудителя. Пред-
ставленные экспериментальные результаты под-
твердили ранее установленную значимость в ре-
цепции фага L-413C липополисахарида Y. pestis. 
Иные, использованные в работе поверхностные 
антигены этого микроба (YapF, YapM, Ail, F1), не 
проявляли этого свойства. Способность взаимо-
действовать с фагом L-413C показана для препа-
ратов антигена PsaA, нативного и рекомбинантно-
го, находящегося в растворе. PsaA в составе бакте-
риальной клетки или будучи иммобилизованным 
на поверхности полистирольной микросферы 
не способствовал их взаимодействию с частица-
ми фага. Отмеченное противоречие объясняется, 
по-видимому, различиями в агрегатном состоянии 
антигена, определяющего конформационные осо-
бенности и доступность для взаимодействия с фа-
гом реакционноспособных групп белка.
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The Role of Yersinia pestis Antigens in Reception  
of the Plague Diagnostic Bacteriophage L‑413C
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The role of surface antigens of Yersinia pestis in reception of the phage L-413C was experimentally 
evaluated. Based on the methods of the phage inactivation after its co-incubation with the soluble or 
bead-bounded antigens, an importance of LPS from the plague microbe in the phage reception and 
inability to bind a capsular antigen F1, Ail protein and two autotransporters YapF and YapM were 
confirmed. The native and recombinant PsaA, being solved, significantly inhibited the lytic activity 
of the phage in comparison with the bead-bound antigens. The knockout EV cells (ΔpsaA) are able to 
bind the phage particles as well as the wild strain. The use of three methods to evaluate the role of PsaA 
antigen in phage L-413C reception gave contradictory results. On the one hand the reactive domains 
of PsaA are able to interact with phage particles in solution. At the same time, these domains appear to 
determine nonspecific binding of PsaA protein to the underlying bacterial cell structures and polystyrene 
microsphere, preventing phage adhesion.

Keywords: bacteriophage L-413C, antigen, Yersinia pestis, receptor


