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Таким образом, охрана окружающей среды -  одна из 
актуальнейших проблем нашего времени. Она является 
неотъемлемым условием обеспечения развития общества, 
Вооруженных Сил. Вооруженные Силы Республики Беларусь, 
обладая мощным материальным и научно-техническим по­
тенциалом, являются хорошо организованным и мобиль­
ным организмом, который, несмотря на проблемы, спосо­
бен участвовать в решении как собственных, так и госу­
дарственных экологических проблем.
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Статья посвящена актуальному направлению современной иммунологии — созданию новых эффективных 

средств профилактики и регуляции функций иммунной системы на основе технологии получения бактериаль­
ных «теней». «Тени» бактерий представляют собой клеточные стенки грамотрицательных бактерий, ли 
шенпые содержимого цитоплазмы. Рассматриваются: механизм формирования бактериальных «теней», ин­
дукция иммунного ответа на бактериальные «тени» у  экспериментальных животных, использование «теней» 
в качестве средства доставки мишеней к тканям человека и животных.

Борьба с инфекциями в 3-м тысячелетии вступила в 
новый этап развития и разработки новых подходов 

в создании средств специфической и неспецифической про­
филактики.

Ключевые стратегии вакцинации, иммунотерапии и 
пассивного лечения антителами основываются на сильном, 
кооперативном ответе иммунной системы в отношении за­
кономерностей патогенных микроорганизмов. Вскрытие 
механизмов иммунного ответа против конкретных патоге­
нов открывает новые пути для новых стратегий профилак­
тики и лечения инфекционных заболеваний. Естественные 
механизмы иммунной защиты организма человека бази­
руются как на функции постоянно расположенных в тканях 
клетках иммунной системы, так и на миграции в случае 
необходимости дополнительных типов и количеств клеток в 
очаг инфекции. Быстрая ответная реакция иммунной сис­
темы организма в значительной степени обусловлена на­
личием специализированных рецепторов на мембране кле­
ток, известных кактолл ^о11-Пке)-рецепторы. Эти рецепторы 
способны взаимодействовать с полимерными структурами 
микроорганизмов (белками, гликопро-теидами, липопроте- 
идами, РНК и ДНК). Рецепция данных молекул клетками 
ассоциируется с процессом активации. Установлено, что 
толл-рецепторы экспрессированы на моноцитах, макрофа­
гах, нейтрофилах, дендритных клетках, NK-клетках. Толл-ре­
цепторы -  семейство молекул, состоящее из Итрансмемб- 
ранных одноцепочечных белков-рецепторов со сходным стро­
ением. Молекулы толл-рецепторов имеют внеклеточную 
часть, представленную 19-25 тандемно-повторяющимися 
участками с повышенным содержанием лейцина, транс­
мембранную часть и внутриклеточную часть (гомологичную 
внутриклеточному домену ИЛ-1). Фрагменты этих рецепто­

ров напрямую взаимодействуют с миеломоноцитарным 
рядом сходных структурных компонентов различных пато­
генов, называемых молекуляр-ными паттернами-РАМР 
(pathogen-associated molecular patterns), образуя актива­
ционные комплексы. Примерами молекулярных паттернов 
служат липополисахариды (ЛПС) грам-отрицательных бак­
терий, пептидогликаны грамположительных микроорганиз­
мов, вирусная двуспиральная РНК, а также ДНК, богатая 
CpolyG последовательностями, что характерно для ДНК-бак- 
терий. Проведение активационного сигнала, индуцирован- 
ноготолл-рецепторами, происходит с участием нескольких 
вспомогательных молекул-C D ll/ C D lS , CD14, MD2, ЛСБ и 
др.[1]. Рядом исследователей из Австрии и Германии была 
показана воз-можность использования бактериальных «те­
ней» (оболочек) как эффективных иммуномо-дуляторов, вос­
станавливающих и корригирующих функции иммунной си­
стемы, посредством их воздействия на «структурораспоз­
нающие» толл-рецепторы [10,14]. Бактериальными «теня­
ми» являются клеточные оболочки грамотрицательных бак­
терий, лишенных цитоплазматического содержимого и в то 
же время сохраняющих свою морфологию и нативные по­
верхностные антигенные структуры, включая адгезивные 
свойства [11,12,13,14].

Одним из условий успешной вакцинации против какого 
бы то ни было инфекционного заболевания является высо­
кая эффективность используемого иммунобиологического 
препарата, проявляющаяся в развитии мощного специфи­
ческого иммунологического ответа. Для повышения имму­
нологической эффективности вакцин используют специаль­
ные вещества-адъюванты, которые, в силу своих неспеци­
фических свойств не только пролонгируют действие имму- 
ногенной составляющей вакцинного препарата, но (и глав­
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ным образом) стимулируют активность клеток 
иммунной системы, усиливают продукцию не­
обходимых цитокинов и улучшают антигенпре- 
зентацию. В качестве адъювантов традицион­
но используют такие вещества, как оксид алю­
миния, термолабильный токсин Е. coli, липид А 
наружной мембраны грамотрицательных бак­
терий, полисахариды клеточных стенок бакте­
рий, адъювант Фрейнда, лектины, искусствен­
но полученные липосомы и пр. Одним из эффек­
тивных подходов к вакцинации в этом смысле 
является использование бактериальных «теней», 
которые, с одной стороны, продуцируют разви­
тие специфического гуморального и/или клеточ­
ного ответа, а с другой-являются системой, об­
ладающей внутренними адъювантными свой­
ствами [8].

Способы получения бактериальных «теней».
Одним из методов получения «теней», т.е. оболо­
чек бактериальных клеток, является достижение 
экспрессии в клетках грамотрицательных бак­
терий гена Е фага фХ174, отвечающего в приро­
де за выход фагового потомства из бактериаль­
ной клетки во внешнюю среду путем лизиса клет­
ки. Ген Е кодирует мембранный гидрофобный 
белок, состоящий из 91 аминокислотного остат­
ка. Образовав-шийся в результате экспрессии 
гена белок Е ингибирует процесс синтеза кле­
точной стенки у грамотрицательных бактерий 
путем его встраивания во внутреннюю мемб­
рану. Это, в свою очередь, приводит к слиянию 
внешней и внутренней мембран с формированием транс­
мембранного отверстия (туннеля) диаметром 40-200 нм. 
Через этот канал происходит экзо-цитоз всего цитоплазма­
тического содержимого, при сохранении относительной 
структур-ной целостности клеточной оболочки [6,7]. В ре­
зультате образуются пустые клеточные оболочки, лишенные 
нуклеиновых кислот, рибосом и других компонентов [5,3,10].

Движущей силой экзоцитоза цитоплазматического со­
держимого из клеток является разница в осмотическом дав- 
лении между внутренней средой клетки (цитоплазмой) и 
наружной средой, которые сообщаются туннельной струк­
турой, образованной Е-белком. За исключением отверстия, 
образовавшегося в результате лизиса, морфология бакте­
рии, включая все поверхностные структуры клетки, остает­
ся интактной. Экспериментальные данные свидетельству­
ют о том, что состав мурей нового слоя клеток также не под­
вергается значительным изменениям в результате Е-опос- 
редованного лизиса. Что же касается фосфолипидного слоя, 
то некоторые изменения, обусловленные действием белка 
Е, скорее всего, усиливают слияние наружной и внутрен­
ней мембран [10].
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Рис.1. Схемати­
ческое изображе­
ние формирования 
бактериальных «те­
ней» (a-d -  этапы 
образования, Д-по- 
тенциальные зоны 
клеточного деления)

Современная рабочая модель Е-опосредо- 
ванного лизиса включает три этапа и представ­
лена на рис. 1.

Этап 1: интеграция белка Е во внутреннюю 
мембрану (С-концевая часть молекулы обраще­
на к цитоплазме (Рис. 1а);

Этап 2: конформационное изменение белка 
Е (перенос С-концевой части молекулы через 
внутреннею мембрану и сборка в мультимеры в 
потенциальных местах клеточного деления (Рис. 
lb , с);

Этап 3: локальное слияние наружной и внут­
ренней мембран вследствие переноса С-конце- 
вого домена белка Е к поверхности наружной 
мембраны (рис. Id).

Электронно-микроскопические исследова­
ния “теней” подтверждают, что белок Е-специ- 
фические трансмембранные туннели, пронизы­
вающие клеточные мембраны, образуются не 
случайно, а только в участках потенциального 
разделения клетки, преимущественно в ее сере­
дине, либо в полярных областях (рис. lb ). Пока­
зано, что мутантные штаммы бактерий с дефек­
тами клеточного деления (ftsZ84, йзА12)толеран- 
тны к белок Е-опосредованному лизису, в то вре­
мя как другие типы мутантов(например, ftsA3, 
ftsQ и ftsl) подвергаются лизису. Это подтверж­
дает предположение о том, что инициация кле­
точного деления и грает существенную роль в Е- 
опосредованном лизисе бактериальных клеток 
[15].

Было продемонстрировано, что для Е-опосредованного 
лизиса бактериальных клеток необходимо наличие в кле­
точной стенке двухмембранной системы. Экспрессия гена 
Еу грамположительных бактерий приводит к гибели, но не 
лизису клеток [3].

Создание генно-инженерных конструкций. В основу 
технологии получения бактериальных «теней» закладыва­
ется создание генно-инженерных конструкций, содержащих 
ген Ефага фХ174. Экспрессия гена Е может быть поставле­
на под контроль термочувствительного промотора ^PR, ре­
гулируемого температурочувствительным белком-репрессо- 
ром cl, либо химически индуцированного промотора лак- 
тозного оперона, что необходимо для получения продукции 
бактериальных «теней» посредством протеин Е-опосредо- 
ванного лизиса [2,9,10,11].

Было получено несколько Е-специфических лизисных 
плазмиде различными маркерами устойчивости, точками 
начала репликации и различным контролем экспрессии 
гена Е [2]. На рис.2 схематически представлены различные 
Е-специфическиелизисные плазмиды. Различные плазми­
ды содержат лизисные кассеты, включающие ген Е бакте­

риофага phiX174 под
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Рис.2. Схематическая презентация Е-специфических лизисных плазмид

контролем термочувстви­
тельного промотора фага 
лямбда ^PR (pAW12, 
p M L l) или промотора 
лактозного  оперона 
LacPO (pUH51) и соответ­
ствующих репрессоров 
CI857 и lacl.

В большинстве случа­
ев для получения «теней»

90



Военная эпидемиология и гигиена f t

А В
Рис.3. Сканирующая электронная микрография типич­

ных бактериальных «теней»: А -  бактериальные клетки, ра­
стущие при 28°С; В -  лизированные клетки (бактериаль­
ные «тени»), полученные при сдвиге температуры инкуба­
ции до 42°С; стрелками показаны лизисные отверстия в 
клеточ н ых оболоч ках

используются системы, в которых экспрессия гена Е нахо­
дится под контролем температурочувствительного белка- 
реп рессора. В различных лизисных плазмидах экспрессия 
гена Е, которая является летальной для клетки-хозяина, кон­
тролируется правонаправленным промотором фага лямб­
да (A.Pr) и соответствующим температурочувствительным 
репрессором с1857, который инактивируется при темпера­
турах выше, чем 30°С. Бактериальный лизис вследствие 
экспрессии гена Е индуцируется посредством температур­
ного шифта культивирования бактериальной культуры с 28°С 
до 42°С [8].

Таким образом, для получения первой генерации бак­
териальных «теней», бактерии выращиваются при 28°Сдо 
середины лог-фазы, а затем поднятием температуры до 42°С 
индуцируется их лизис.

Модели бактериальных «теней». Протеин Е-опосредо- 
ванный лизис был получен в различных грамотрицатель­
ных бактериях, включая: E.coli штамм К12, энтерогеморра- 
гический штамм E.coli (ЕНЕС), Salmonella typhimurium, 
Salmonella enteritidis, Klebsiella pneumoniae, Bordetella 
bronchiseptica, V ibrio cholerae, Actinobacillus 
pleuropneumoniae(App), M annheim ia (Pasteurella) 
haemolytica, Pasteurella multocida, Helicobacter pylori, 
Pseudomonas putida, Ralstonia eutropha и Pectobacterium 
(Erwinia) cypripedii [9].

Этот длинный список бактерий показывает, что Е-опос- 
редованный лизис применим для любых грамотрицатель­
ных бактерий, и лизисная кассета может быть введена в 
новую реципиентную клетку с помощью соответствующего 
вектора, осуществляющего правильный контроль экспрес­
сии гена Е. На Рис.З показан процесс образования бакте­
риальных «теней».

Индукция иммунного ответа на бактериальные тени у 
экспериментальных животных. В целях изучения законо­
мерностей иммунного ответа на бактериальные «тени» были 
использованы различные экспериментальные животные, 
включая мышей, кроликов, лис и свиней и различные спо­
собы их иммунизации: внутрибрюшинно, подкожно, либо 
аэрогенный путь.

Lubitz и Witte (1999) использовали аэрогенный путь им­
мунизации экспериментальных животных для того, чтобы

индуцировать полную защиту против пневмонии свиней, 
вызываемую патогенными бактериями Actinobacillus 
pleuropneumoniae. Аэрозольная вакцинация свиней с ис­
пользованием бактериальных «теней», полученных из 
Actinobacillus pleuropneumoniae, обеспечила полную защиту 
животных после введения летальной дозы патогена и со­
провождалась повышением количества плазматических 
клеток, лимфоцитов и продукции антител. Для группы жи­
вотных, вакцинированныхаэрозольнобактериальными «те­
нями», было показано существенное увеличение иммуно­
глобулинов классов IgA и IgM в бронхоальвеолярной жид­
кости. В дальнейших исследованиях, в которых бактериаль­
ные «тени» A. pleuropneumoniae вводились внутримышеч­
но, было показано, что иммунизация защищала не только 
от первичного инфекционного заражения, но и предотвра­
щала развитие заболевания у ранее инфицированных осо­
бей [3,4].

«Тени», полученные из Vibrio cholerae (VCG) и вводимые 
внутрибрюшинно мышам, вызывали высокие уровни спе­
цифичных IgG иммунных ответов. Введение кроликам бак­
териальных «теней», полученных из серотипов 01 и 0139 V. 
cholerae, также вызывало образование специфических 
антител в высоких титрах. Рядом исследований [3,4,15] было 
также показано, что антитела, образованные в результате 
иммунного ответа на бактериальные «тени» VCG, способны 
защитить новорожденных мышей от холерного вибриона.

Другие эксперименты показали, что однократное вве­
дение «теней» Е. coli 078 и К80 однодневным цыплятам внут­
римышечно, либо с питьевой водой повышало их выживае­
мость по сравнению с контрольной группой [3]. К аналогич­
ным результатам привело введение мышам «теней» Е. coli 
0157:Н7: выживаемость уже после первого введения была 
значительно выше, чем у контрольной группы [11].

Изучение иммунного ответа на различных моделях экс­
периментальных животных показало, что бактериальные 
«тени» индуцируют гуморальный и клеточный иммунитет. При 
этом все эксперименты с вакцинацией бактериальными 
«тенями» проводились с использованием препаратов, пред­
ставленных в различных субстанциях: лиофильно высушен­
ных «теней» (аэрозольная вакцинация), лиофильно высушен­
ных «теней», ресуспендированных в физиологическом ра­
створе или воде для внутримышечного, либо перорального 
введения, и без применения адъювантов, стабилизаторов 
и других веществ [2,3]. Как известно, адъюванты повыша­
ют эффективность вакцин за счет своего основного свой­
ства пролонгировать действие иммуногенной составляю­
щей вакцинного препарата, а также стимулировать актив­
ность иммунной системы посредством активации макро­
фагов и антиген-презентирующих клеток и высвобождения 
иммуномодуляторов. Бактериальные «тени» содержат такие 
хорошо известные иммуностимулирующие соединения, как 
липополисахариды или липид А и пептидогликан, которые 
позволяют им повышать иммунный ответ против специфи­
ческих антигенов, а также, взаимодействуя со специфи­
ческими рецепторами, активировать иммунную систему 
посредством макрофагов, дендритных клеток. Эндотелиаль­
ные клетки реагируют на компоненты бактериальной кле­
точной стенки посредством высвобождения противовоспа­
лительного цитокина И/1-6 и de novo экспрессией Е-селек- 
тина. CD14, мембранный антиген, экспрессированный на 
поверхности моноцитов и макрофагов, но не на эндотели­
альных клетках, действует как рецептор для Л ПС и Л ПС, свя­
занных с Л ПС-связывающим белком (Л ПБ). Л ПС/Л ПБкомп-
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Рис.4. Антигены, прикрепленные к внутренней стороне 
цитоплазматической мембраны бактериальной «тени»

леке связывается с растворимой формой CD14 (sCD14), 
присутствующей в плазме здоровых индивидуумов, и акти­
вирует эндотелиальные клетки. Было показано, что челове­
ческие эндотелиальные клетки пупочной вены (HUVEC) от­
вечали на введение бактериальных «теней» E.coli 026:В6 
высвобождением ИЛ-6 и экспрессией поверхностного Е- 
селектина [3].

Бактериальные «тени» как средство доставки мишеней 
к тканям человека и животных. Свойство бактериальных 
теней сохранять компоненты клеточных оболочек, включая 
такие биоадгезивные структуры как фимбрии, дает возмож­
ность использовать «тени» для прикрепления специфичес­
ких мишеней и их целевой доставки к различным тканям 
органов человека и животных. Клеточные оболочки, полу­
ченные, к примеру, из энтеробактерий, могут служить для 
доставки антигенов в желудочно-кишечный тракт благода­
ря своей антигенной поверхности: поскольку «тени» легко 
распознаются макрофагами, то они представляют собой хо­
роший инструмент для доставки вакцин и медицинских пре­
паратов к М-клеткам кишечника. Благодаря тому, что свой­
ство распознавания рецепторов у бактериальных «теней» 
такое же, каки уживыханалогов бактерий,то они прикреп­
ляются ктем же поверхностям тканей, к которым прикрепля­
ются патогенные микроорганизмы, из которыхони были по­
лучены. Поэтому данное качество делает «тени» хорошо при­
способленными для доставки материала-мишени, заключен­
ного внутри оболочки бактериальной «тени», либо заякорен­
ных (встроенных) на поверхности бактериальных оболочек 
чужеродных иммуногенных детерминант, к специфическим 
поверхностям тканей животных или человека [12].

Использование одной из модификаций получения бак­
териальных «теней» посредством Е-опосредованного лизи­
са, где высокие концентрации соли сульфата магния 
(MgS04) позволяют подавлять образованиетрансмембран- 
ноготуннеля, а последующее центрифугирование и ресус­
пендирование осажденных клеток в воде или буфере сла­
бой ионной силы приводит к их быстрому лизису, позволило 
получить бактериальные «тени» с большими размерами пор 
[3]. Электронные микрофотографии свидетельствуют о том, 
что такой метод получения лизированных клеток индуциру­
ет образование пор большего диаметра. Бактериальные 
«тени» с такими большими порами могут быть использова­
ны как пустые «мешки», которые можно наполнить различ­
ными необходимыми для доставки в организм вещества­
ми. Внутриклеточное пространство бактериальных «теней» 
может быть заполнено как водорастворимыми вещества­
ми, так и эмульсиями, но необходимо, чтобы нужное веще­
ство было прикреплено к внутренней стороне цитоплазма-
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тической мембраны (рис.4). Для прикрепления к мембране 
чужеродного антигена могут быть использованы различ­
ные молекулы. В частности, представляется актуальным 
заполнение внутреннего пространства бактериальных «те­
ней» декстраном, котрый обладает хорошей способностью 
связывания с пептидами, лекарственными препаратами и 
другими веществами. Было также показано, что нуклеино­
вые кислоты также могут быть эффективно “упакованы” в 
бактериальные «тени» [10].

Избирательная доставка медицинских препаратов к 
определенным тканям может не только уменьшить дозу пре­
парата и свести к минимуму их побочное действие, но и 
значительно увеличить эффективность медикаментозного 
лечения во многих случаях в связи с тем, что бактериаль­
ные «тени» сохраняют клеточные стенки в нативном состоя­
нии, включая биоадгезивные структуры, и это позволяет им 
прикрепляться копределеннымтканям-мишеням,таким как 
слизистые поверхности желудочно-кишечного тракта и сли­
зистые дыхательных путей. Поразительно большая ёмкость 
бактериальных теней для переноски чужеродных антиге­
нов обеспечивается периплазматическим пространством, 
мембранами и внутренней полостью, и в будущем должна 
быть использована для создания новых комплексных вак­
цин. Однако, многие вопросы до сих пор остаются невыяс­
ненными, в частности, какой из методов создания бактери­
альных «теней» является наиболее эффективным в плане 
индукции иммунного ответа: с использованием свободно 
упакованных антигенов во внутреннем пространстве или 
в форме прикрепленных к внутренней мембране. Очевид­
но, что различные комбинации антигенов потребуют при­
менения различных способов для создания эффективных 
вакцин и их презентации иммунной системе. Методы полу­
чения и наполнения бактериальных «теней» в настоящее 
время находятся в стадии разработки.

Заключение. Таким образом, способность бактериаль­
ных «теней» индуцировать гуморальный и клеточный имму­
нитет и являться системой, обладающей внутренними адъ­
ювантными свойствами, открывает большие возможности 
для создания новых эффективных средств профилактики и 
регуляции функций иммунной системы. Технология получе­
ния бактериальных «теней» дает возможность создания ори­
гинальных комбинированых вакцин для человека и живот­
ных с использованием препаратов бактериальных «теней». 
Использование таких препаратов в качестве иммуномоду­
ляторов является одной из новых стратегий эффективной 
иммунологической защиты организма посредством акти­
вации иммунокомпетентных клеток. Несомненно, бактери­
альные «тени» обладают большим стратегическим потенци­
алом и в плане доставки лекарственных препаратов, что 
позволит значительно увеличить эффективность медикамен­
тозного лечения.
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Представлены результаты изучения годовой динамики и структуры заболеваемости вирусным гепатитом 

А и дизентерией Флекснера в социально-возрастных группах населения г. Минска. Выявлены контингенты с 
максимальным риском заражения и заболевания, а также социально-возрастные группы ,  имеющие значение в 
распространении возбудителей данных инфекций.

На современном этапе вирусный гепатит А (ВГА) и ди­
зентерия Флекснера (ДФ) в Республике Беларусь от­

носятся к малораспространенным заболеваниям. Показатель 
заболеваемости ВГА и ДФ в 2007 г. составил 2,3 и 4,3 случаев 
на 100000 населения соответственно. Тем не менее, актуаль­
ность данных инфекций сохраняется. Особенностью ВГА и ДФ 
является наличие многолетних циклических колебаний. В ис­
тории известны длительные межэпидемические периоды, ко­
торые сменялись резкой активизацией эпидемического про­
цесса данных инфекций [2,4,6].

Нами проведено изучение уровней, структуры и годовой 
динамики заболеваемости ВГА и ДФ в социально-возраст- 
ных группах населения г. Минска в периоды с различной ин­
тенсивностью эпидемического процесса с целью выявления 
контингентов с максимальным риском заражения и контин­
гентов, имеющих значение в распространении возбудителей 
данных инфекций.

Материал и методы
В работе использованы данные официальной регистра­

ции заболеваний ВГА и ДФ населения г. Минска за период 
1985-2007 гг. Уровни заболеваемости оценивали по показа­
телям, рассчитанным на 100000 населения (%000). Достовер­
ность различий в интенсивных и экстенсивных показателях 
заболеваемости оценивали по критерию t Стьюдента [1,3]. 
Для анализа годовой динамики заболеваемости население г. 
Минска было разделено по эпидемиологическим признакам 
на следующие социально-возрастные группы: дети 0-2 лет 
посещающие и не посещающие дошкольныеучреждения(ДУ), 
дети 3-6 лет посещающие и не посещающие ДУ, дети 7-14 лет 
(школьники), лица 15 лети старше (взрослые). Анализ годовой 
динамики заболеваемости проводили по типовым кривым, 
построенным по среднемноголетним данным. Верхний пре­
дел круглогодичной заболеваемости определяли по методике 
Пуассона. Для определения очередности вовлечения различ­
ных групп населения в сезонный подъем заболеваемости оп­
ределяли даты начала и окончания сезонного подъема [1]. Вы­
раженность сезонного подъема оценивали по значению ко­
эффициента интенсивности, который определяли путем огно-
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