
О Б З О Р Н А Я  С Т А Т Ь Я

56

Бактериология, 2020, том 5, №2, с. 56–70

Bacteriology, 2020, volume 5, No 2, p. 56–70

DOI: 10.20953/2500-1027-2020-2-56-70

Разработка кандидатных вакцин против 

инфекции, вызванной шига-токсин-

продуцирующими Escherichia coli. Часть 1

Э.А.Светоч, И.А.Дятлов, Н.Н.Карцев, Б.В.Ерусланов, М.Е.Канашенко, Н.К.Фурсова

ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 

Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Шига-токсин-продуцирующие штаммы Escherichia coli (STEC) вызывают тяжелые и опасные для жизни человека забо-
левания – геморрагический колит (ГК) и ассоциированный с ним гемолитико-уремический синдром (ГУС). Применение 
антибактериальных этиотропных средств лечения при этих заболеваниях противопоказано. Вакцинные препараты 
против ГК и ГУС человека отсутствуют. В обзоре представлены материалы по конструированию различных типов 
кандидатных вакцин против шига-токсин-продуцирующих штаммов E. соli и оценке их иммуногенных и протективных 
свойств в экспериментах на лабораторных и сельскохозяйственных животных. Рассматриваются перспективы исполь-
зования в практике инактивированных корпускулярных и живых (векторных) вакцин, липополисахаридных, ДНК-
вакцин и нановакцин, вакцин на основе бактериальных клеточных оболочек (теней), а также вакцин, создаваемых 
методами обратной вакцинологии.
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П
ищевые инфекции, вызываемые шига-токсин-проду-

цирующими штаммами Escherichia coli (STEC), явля-

ются весьма актуальной проблемой для общественного 

здравоохранения многих стран мира, включая высокораз-

витые [1–3]. Начиная с 1990-х гг. заболевания, обусловлен-

ные STEC-штаммами, регистрируются и в Российской 

Федерации [4–6]. Шига-токсин-продуцирующие E. соli чаще 

всего вызывают обычную, водянистую диарею, которая 

протекает в легкой форме, и тяжелые формы болезни – 

геморрагическую диарею (геморрагический колит (ГК)) и 

гемолитико-уремический синдром (ГУС). Наибольшую 

опасность представляет ГУС, при котором у больного раз-
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виваются тромбоцитопения, гемолитическая анемии, пора-

жения эпителиальных клеток микрососудов и несостоя-

тельность (почечная недостаточность) выделительной 

системы. У значительной части пациентов отмечаются 

нарушения центральной нервной системы (раздражитель-

ность, латергия, судороги, ступор, кома и др.). Желудочно-

кишечные осложнения в острой стадии ГУС проявляются в 

виде перфорации желудка, некроза и панкреатита. 

Особенно болезнь опасна для детей и лиц пожилого воз-

раста. Смертность при развившемся ГУС составляет 5–15% 

[7]. Использование этиотропных средств для лечения ГК и 

ГУС противопоказано, поскольку их применение вызывает 

лизис клеток SТЕС в кишечнике человека и, как следствие, 

дополнительный выброс шига-токсинов в кровеносную 

систему, который усугубляет тем самым течение патологи-

ческого процесса у больного. Кроме того, антибиотики 

могут индуцировать переход умеренного бактериофага, 

несущего в своем геноме гены шига-токсинов, из неактив-

ной фазы (фаг интегрирован в хромосоме) в литическую, 

что также может способствовать накоплению шига-токси-

нов в организме больного. Поэтому лечение ГУС является 

всего лишь поддерживающим, симптоматическим и пред-

полагает контроль у больного баланса жидкости и электро-

литов. К сожалению, сейчас отсутствуют методические 

подходы, которые могли бы предотвратить развитие ГУС у 

инфицированных детей [7].

Шига-токсин-продуцирующие E. соli включают в себя 

группу энтерогеморрагических штаммов (ЕНЕС), для кото-

рых характерны наличие в геноме генов синтеза шига-ток-

синов двух типов, Stx1 и Stx2, интимина (Eae), энтерогемо-

лизина (Ehx) и других факторов вирулентности, и группу 

не-ЕНЕС эшерихий, в геноме которых отсутствуют гены 

синтеза интимина (еае-гены) и энтерогемолизина (ehx-

гены). Классическим представителем ЕНЕС-группы являет-

ся серотип E. coli O157:H7, наиболее опасный патоген, с ко-

торым связаны крупные вспышки пищевых инфекций, за-

регистрированные в разное время в Японии, США, Англии, 

Германии и др. странах. В эти эпидемические вспышки были 

вовлечены сотни и тысячи человек, во всех случаях среди 

больных ГУС отмечалась гибель [1–3, 7].

Кроме серотипа E. coli O157:H7, спорадические и вспы-

шечные случаи ГК могут вызвать E. coli других серогрупп, 

среди которых наиболее часто встречаются серогруппы 

О26, О55, О103, О111, О121 и О145. E. coli указанных серо-

групп вызывают менее тяжелые формы болезни, однако 

обусловленные ими ГК и ГУС также могут сопровождаться 

гибелью больных [8, 9]. В настоящее время специалисты от-

мечают увеличивающуюся эпидемиологическую значимость 

указанных выше серогрупп E. coli. Эта тенденция делает 

весьма насущным для эпидемиологической службы посто-

янный мониторинг этиологической структуры ГК и ГУС в 

Российской Федерации. 

Представителем не-ЕНЕС шига-токсин-продуцирующих 

E. coli является новый гибридный высокопатогенный и опас-

ный для человека, резистентный ко многим антибиотикам, 

штамм серотипа O104:H4, вызвавший в 2011 г. в Германии 

крупную эпидемическую вспышку, охватившую более 

4000 человек, сопровождавшуюся развитием у больных тя-

желых форм ГУС [10, 11]. При этой вспышке от ГУС погибли 

54 человека. Столь тяжелые последствия вспышки ярко де-

монстрируют неготовность современной медицины эффек-

тивно бороться с пищевой инфекцией, обусловленной шига-

токсин-продуцирующими E. coli.

Как известно, основным источником SТЕС-штаммов яв-

ляются сельскохозяйственные (крупный рогатый скот, сви-

ньи, козы, овцы, птица) и дикие животные [12–14]. В послед-

ние годы установлено, что дополнительным естественным 

резервуаром E. coli O157:H7 и Salmonella spp. являются 

сельскохозяйственные растения, такие, например, как сала-

ты, петрушка, укроп, редис и др., в тканях которых возбуди-

тель не только сохраняется, но и размножается [15]. Этим, 

по всей вероятности, и объясняется факт увеличения в по-

следние годы числа вспышек ГК среди людей после употре-

бления зеленных растений или их семян. 

Основные меры борьбы с ГК – это предупреждение носи-

тельства животными возбудителей ГК и предупреждение 

распространения ЕНЕС от животных с фекалиями во внеш-

нюю среду, на молочные, мясные и другие продукты, а также 

в питьевую воду. Большое значение имеют предпринимае-

мые меры по деконтаминации пищевого сырья, полуфабри-

катов, готовых продуктов и питьевой воды от шига-токсин-

продуцирующих эшерихий. К сожалению, перечисленные 

меры далеко не всегда позволяют предохранить пищевое 

сырье и продукты питания от обсемененности их STЕС куль-

турами, а значит, и предотвратить заражение человека, 

употреблявшего контаминированную патогеном некаче-

ственно приготовленную пищу. Следует отметить низкую 

заражающую дозу E. coli O157:H7 для человека, которая 

составляет 100–1000 живых клеток [7].

Учитывая эпидемическую значимость и тяжелые послед-

ствия пищевой инфекции, вызываемой шига-токсин-проду-

цирующими штаммами E. coli, невозможность применения 

этиотропных средств для лечения ГК и ГУС, во многих стра-

нах мира (США, Канаде, европейских странах, Японии, 

Аргентине, Китае и некоторых других) активно проводят на-

учные поиски по созданию специфических вакцинных пре-

паратов для профилактики носительства STEC-штаммов 

сельскохозяйственными животными и для защиты человека 

от STEC-инфекции. Начиная с 1990-х гг. исследователи раз-

рабатывают самые разные типы вакцин: корпускулярные 

убитые (бактерины), живые вакцины, вакцины на основе 

клеточных оболочек (теней), вакцины на основе полисахари-

дов (ПС) и липополисахаридов (ЛПС), ДНК-вакцины, нано-

вакцины, вакцины, создаваемые на основе методов обрат-

ной вакцинологии, и субъединичные рекомбинантные вакци-

ны [16–20].

Поскольку для конструирования большинства перечис-

ленных выше вакцин в качестве иммунодоминантных анти-

генов в настоящее время используют небольшое число из-

вестных факторов патогенности EHEC – адгезины и шига-

токсины, ниже мы приводим их краткую характеристику.

Адгезию EHEC-штаммов к эпителию кишечного тракта 

обеспечивают ряд структурных и секреторных компонентов 

клетки: группа протеинов системы III типа секреции (T3SS), 

пили, фимбрии, жгутики, белки-аутотраспортеры и белки 

внешней мембраны [21–24]. Среди перечисленных компо-

нентов большое внимание уделяется транслоцирующим и 

эффекторным протеинам T3SS, которые обеспечивают ад-
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гезию возбудителя к клеткам эпителия слизистой кишечни-

ка и одновременно поражают микроворсинки эпителия. 

Процесс адгезии и поражение микроворсинок известен как 

феномен «прикрепления и сглаживания» (attaching and 

effecting – A/E). В процессе А/Е патоген крепко присоединя-

ется к энтероцитам и вызывает гибель их микроворсинок. 

Белки T3SS кодируются генами, локализированными на 

островке патогенности хромосомы EHEC (~30–35 тыс. п.н.), 

названном локусом сглаживания энтероцитов (locus of 

enterocyte effacement – LEE). На этом же генетическом локу-

се находится и ген eae, контролирующий синтез интимина – 

белка внешней мембраны клетки, основного адгезина EHEC 

[25, 26]. 

Для конструирования кандидатных вакцин против EHEC-

патогенов в подавляющем большинстве случаев используют 

белки T3SSEspA, EspB, Tir и интимины, играющие ключевую 

роль в адгезии и колонизации клетками EHEC кишечного 

тракта человека и животных. Важно заметить, что в сыво-

ротке крови людей, переболевших ГК и ГУС, ко всем пере-

численным выше антигенам обнаруживают специфические 

антитела [27, 28].

Белок EspA – полипептид размером 25кДа, являющийся 

основным структурным компонентом большой филаментоз-

ной органеллы, транзиторно экспрессирующийся на поверх-

ность клеток EHEC. Эта органелла выполняет функцию 

первичного связывания патогена с мембраной клетки хозяи-

на, образуя между ними своеобразный «мост». По образо-

ванному белком EspA «мосту» происходит транслокация 

эффекторных секреторных белков T3SSEspB и EspD, а 

также Tir-белка – рецептора для основного адгезина клеток 

EHEC интимина [27, 29, 30]. 

Белки EspB (37 кДа) и EspD (39 кДа) – полипептиды, кото-

рые обеспечивают формирование в плазматической мем-

бране хозяйской клетки пор (транслоконов), через которые 

происходит доставка эффекторных белков патогена в цито-

плазму эукариотической клетки. Кроме того, полипептид 

EspB транслоцируется в цитоплазму хозяйской клетки, где 

выполняет функцию триггера, «спускового крючка» процес-

са А/Е и образования пьедесталоподобной структуры для 

клетки патогена [27, 29, 30].

Еще один секреторный протеин системы T3SS – Tir-белок 

(80 кДа), который транслоцируется вначале в цитоплазму 

эпителиальной клетки хозяина, а затем, после его фосфори-

лирования протеиназой А, встраивается в мембрану этой 

клетки и служит, как уже указывалось выше, рецептором 

для основного адгезина клеток EHEC – интимина. 

Присоединение интимина к Tir-белку обеспечивает прочную 

связь клетки патогена с клеткой хозяина. В результате опи-

санных событий происходит образование пьедестала для 

клетки патогена, что в свою очередь вызывает гибель ми-

кроворсинок клеток эпителия, а возможно, и гибель (слущи-

вание) самих клеток эпителия [31]. 

Интимин (Eae) – протеин (94–97 кДа), экспрессируемый 

клеткой и локализующийся на поверхности ее внешней мем-

браны. Интимин играет, как уже отмечалось, ключевую роль 

во взаимодействии с эукариотической клеткой. Рецептор-

связывающая активность интимина с Tir-белком обеспечи-

вается С-концевой последовательностью пептида величи-

ной 280–300 аминокислотных остатков (Int280, Int300), кото-

рая, как правило, и используется в качестве антигена при 

разработке прототипа вакцинных препаратов. По степени 

гетерогенности С-концевой последовательности на сегодня 

различают 17 типов интиминов, среди которых интимин-γ1 

чаще других ассоциирован с высоковирулентными эпидеми-

ческими штаммами EHEC, вызывающими вспышки ГК и 

ГУС. Именно интимин типа γ1 используют при конструирова-

нии вакцин [32]. На рис. 1 представлена модель участия 

пептидов EspA, EspB, Tir и интимина в формировании пора-

жения эпителия кишечника с помощью механизма А/Е. 

Вторым целевым патогенетическим фактором STEC-

штаммов, против которого должна защищать разрабатыва-

емая вакцина, являются продуцируемые ими шига-токсины. 

Шига-токсины – это главная причина тяжелых поражений у 

человека: ГК и потенциально опасного для жизни ГУС. 

STEC продуцируют два типа шига-токсинов: шига-токсин 

типа I (Stx1) и шига-токсин типа II (Stx2). Stx1 практически 

идентичен Stx Shigella dysenteriae, в то время как Stx2 лишь 

на 60% идентичен Stx1. Антитела против Stx1 не нейтрали-

зуют Stx2 и наоборот. Stx2 в 1000 раз токсичнее шига-токси-

на Stx1 как в опытах in vitro, так и in vivo. Важно отметить, 

что оба шига-токсина, Stx1 и Stx2, имеют по несколько суб-

типов, незначительно различающихся по антигенной струк-

туре, но существенно различающихся по биологическим 

свойствам, в частности по видовой специфичности и по 

степени тяжести вызываемых ими патологий. У людей при 

тяжелых спорадических случаях и вспышках болезней чаще 

всего выделяют шига-токсины субтипов Stx2a, Stx2c, реже 

Stx2d [33–36]. 

Шига-токсины Stx1 и Stx2 принадлежат семейству AB5-

токсинов с молекулярной массой 70 кДа. Они состоят из 

одной копии энзиматически активной субъединицы А 

(32 кДа) и пяти субъединиц В (7,7 кДа), каждая из которых 

несет на себе три связывающих с рецептором сайта (рис. 2). 

Рецептором для обоих шига-токсинов является гликоли-

пид глоботриаозилцерамид (Gb3), в большом количестве 

присутствующий в эндотелии сосудов почек, печени и дру-

гих органов (рис. 3). Проникая через слизистую кишечника в 

кровеносное русло, шига-токсины связываются с помощью 

В-субъединицы с рецептором Gb3 клеток мишеней и посред-

ством N-гликозидазной активности субъединицы А вызыва-

ют их гибель. У крупного рогатого скота, основного носителя 

STEC-штаммов, шига-токсины не вызывают повреждений и 

гибели клеток кишечного эпителия и других органов, однако 

Рис. 1. Диаграмма формирования A/E-поражения кишечного 

эпителия [27].

Просвет кишечника

эпителиальная
клетка
кишечника
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EHEC
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экспериментально показано, что шига-токсины способны 

супрессировать иммунную систему животных и тем самым 

увеличивать сроки носительства EHEC или делать его по-

стоянным [37]. Здесь же уместно отметить еще одно важное 

свойство шига-токсинов: они способствуют колонизации па-

тогеном кишечного тракта, тем самым увеличивая микроб-

ную нагрузку на макроорганизм и утяжеляя течение инфек-

ции [38].

Синтез шига-токсинов Stx1 и Stx2 кодируется локусом 

генов Stx1 и Stx2, локализованных в геноме лямбдоидного 

умеренного фага, встроенного в хромосому STEC-клеток. 

Под влиянием различных стресс-факторов, например тем-

пературы, антибиотиков, бактериофаг может перейти в ли-

тическую фазу и трансдуцироваться в гетерологичные клет-

ки E. coli и в клетки других видов энтеробактерий [34, 35]. 

Учитывая ведущую роль шига-токсинов в патогенезе ГК и 

ГУС, создание вакцины, способной нейтрализовать их ток-

сическую и колонизационную активность, является, пожа-

луй, важнейшим критерием успешности будущего вакцинно-

го препарата против STEC-инфекции.

Корпускулярные инактивированные (убитые) вакцины

Корпускулярные убитые вакцины довольно широко ис-

пользуют в ветеринарной практике для профилактики бакте-

риальных инфекций, в том числе колибактериоза (колидиа-

реи и колисепсиса) у сельскохозяйственных животных. Реже 

убитые корпускулярные вакцины используют в медицине. 

Этот тип вакцин, используемый для борьбы с носительством 

животными EHEC-штаммов серотипа E. coli O157:H7, основ-

ного возбудителя ГК и ГУС у человека, можно разделить на 

две группы: вакцины, в которых используют инактивирован-

ные интактные клетки E. coli O157:H7, и вакцины, в которых 

применяют генетически модифицированные штаммы E. coli

O157:H7. 

В Российской Федерации для профилактики колибакте-

риоза сельскохозяйственных животных применяют убитую 

корпускулярную вакцину, в состав которой включены ин-

тактные клетки доминирующих в стране патогенных сероти-

пов E. coli, включая E. coli O157:H7 (поливалентная вакцина). 

К сожалению, данные о влиянии этой вакцины на носитель-

ство животными (крупным рогатым скотом и свиньями) 

EHEC-штаммов E. coli O157:H7 отсутствуют [39]. В то же 

время в работах Sharma et al. [40] убедительно продемон-

стрирована эффективность убитой вакцины, приготовлен-

ной на основе цельных клеток E. coli O157:H7, мутантных по 

гену hha, контролирующему функцию гена lar, главного регу-

лятора экспрессии белков T3SS. Цельные мутантные клет-

ки, введенные бычкам внутримышечно вместе с водно-мас-

ляным адъювантом, существенно снижали выделение E. coli

O157:H7 с фекалиями.

Интересной представляется работа Schaut et al. [41] по 

вакцинации бычков инактивированной формалином культу-

рой Stx2 негативного, дефектного по hha-гену штамма E. coli

O157:H7. В эксперименте было показано, что внутримышеч-

ная иммунизация инактивированными клетками полученно-

го мутанта индуцировала у животных клеточный и гумораль-

ный (сывороточный и мукозальный) иммунные ответы на 

соматический антиген O157. Важно отметить, что экстракты 

фекалий иммунизированных животных были способны бло-

кировать адгезию патогена к эпителиальным клеткам ки-

шечника и тем самым контролировать выделение патогена 

во внешнюю среду. Авторы делают заключение о возмож-

ности использования сконструированного ими мутанта 

E. coli O157:H7 в качестве корпускулярной инактивирован-

ной вакцины.

Живые вакцины

Живые аттенуированные вакцины для профилактики 

STEC-инфекции привлекают исследователей простотой и 

дешевизной биотехнологического процесса их производ-

ства, а также возможностью как перорального, так и парен-

терального применения. Пероральный способ доставки вак-

цины особенно важен для индуцирования местного муко-

зального иммунитета, играющего решающую роль в защите 

макроорганизма от возбудителей кишечных инфекций. При 

разработке экспериментальных живых вакцин против ЕНЕС-

штамма E. coli O157:H7, ведущего возбудителя ГК и ГУС, 

исследователи использовали как аттенуированные штаммы 

E. coli O157:H7, так и аттенуированные штаммы Salmonella и 

Mycobacterium bovis (штамм ВСG). Аттенуированные штам-

мы в данном случае выступают в качестве векторов-носите-

лей протективных антигенов ЕНЕС-штаммов (векторные 

вакцины).

Рис. 2. Схема строения шига-токсина (Stx) и шига-подобного 

токсина, показывающая наличие пяти связывающих (B) субъе-

диниц и одной ферментативной (A) субъединицы [35].

Рис. 3. Пути распространения шига-токсина в организме чело-

века и его поражающее действие на органы-мишени [36].

Ферментативный сайт
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В 2009 г. Liu et al. [42] с помощью передачи суицидного 

вектора в клетки E. coli O157:H7 получили вариант штамма 

с делецией ler-гена, центрального регулятора генов секре-

торных белков системы T3SS, отвечающих за A/Е-эффект 

патогена. Путем пассажа на питательной среде из ler-

варианта E. coli O157:H7 был элиминирован профаг с гена-

ми синтеза шига-токсинов Stx1 и Stx2. Этот штамм, обозна-

ченный как F25, не продуцировал шигатоксинов и был не-

вирулентным для мышей BALB/c. Далее в штамм F25 была 

трансформирована плазмида с мутантными генами 

А-субъединиц шигатоксинов Stx1 и Stx2, кодирующими соот-

ветствующие нетоксичные белки обоих токсинов. 

Полученный штамм E. coli O157:H7(F105), так же как и 

штамм F25, был нетоксичным для Vero-клеток и мышей. 

Животные, которым внутрибрюшинно инъецировали этот 

штамм, продолжали нормально расти и прибавлять в весе, у 

них не было отмечено каких-либо признаков болезни. 

Вакцинированные штаммами F25 и F105 мыши, после их 

внутрибрюшинного заражения вирулентным штаммом E. coli 

O157:H7 EDL933, в 55 и 70% случаев соответственно оста-

вались живыми; все контрольные (невакцинированные) 

мыши после заражения погибли. После интрагастральной 

вакцинации штаммами F25 и F105 у мышей сформировался 

мукозальный иммунитет: при пероральном заражении клет-

ками E. coli O157:H7 EDL933 у животных отмечали резкое 

снижение концентрации патогена в кишечном содержимом, 

все мыши остались живыми; все контрольные (невакциниро-

ванные) животные погибли на 4-й день после заражения. 

Интрагастральная вакцинация штаммами F25 и F105 инду-

цировала у беременных мышей развитие колострального 

(пассивного) иммунитета: мышата, родившиеся от вакцини-

рованных матерей, после перорального их заражения штам-

мом E. coli O157:H7 EDL933 выжили в 75 и 83% случаев со-

ответственно; среди контрольных мышат, родившихся от 

невакцинированных матерей, живыми остались 17%. Авторы 

работы делают заключение, что сконструированные ими 

аттенуированные штаммы E. coli O157:H7 F25 и F105 могут 

быть использованы в качестве оральной вакцины против 

EHEC-штаммов E. coli О157:H7.

Gu et al. [43] для защиты мышей BALB/c от E. coli O157:H7 

EDL933 использовали аттенуированный рекомбинантный 

штамм Salmonella, экспрессирующий слитный белок, состо-

ящий из трех протективных антигенов EHEC: EspA, интими-

на из 300 (Int300) аминокислот и B-субъединицы шига-токси-

на Stx2 – Stx2В. Пероральная вакцинация мышей рекомби-

нантным штаммом Salmonella в дозе 1–4 × 108 КОЕ индуци-

ровала у животных образование высоких титров сывороточ-

ных IgG и в меньшей степени – мукозальных секреторных 

IgA (sIgA), обнаруживаемых в фекалиях. Иммунизированные 

мыши на протяжении длительного времени (>70 дней) были 

защищены от перорального заражения смертельной дозой 

штамма E. coli O157:H7 EDL933. Было показано также, что 

местный мукозальный иммунитет, индуцированный у мышей 

рекомбинантной живой вакциной, может быть активирован 

однократным подкожным введением чистого препарата 

слитного EspA + Int300 + Stx2B белка даже спустя 70 дней 

после первичной пероральной иммунизации. Авторы работы 

считают, что сконструированный ими штамм Salmonella, 

продуцирующий протективные антигены EHEC, является 

альтернативой другим типам вакцин, создаваемых для про-

филактики EHEC-инфекции.

Oliveira et al. [19] сконструировали живую пероральную 

вакцину на основе аттенуированного штамма Salmonella 

typhimurium, экспрессировавшего основной адгезин EHEC, 

интимин-γ. Вакцина индуцировала у мышей образование вы-

соких титров специфичных анти-интимин-мукозальных sIgA-

антител и подавляла колонизационную активность патогена: 

у иммунизированных животных после перорального зараже-

ния штамм E. coli O157:H7 быстрее элиминировался из ки-

шечника по сравнению с контрольными (неиммунизирован-

ными) мышами. Авторы считают, что описанная ими живая 

рекомбинантная вакцина может быть с успехом использова-

на для снижения носительства EHEC-штаммов у животных.

Fujii et al. [44] в качестве векторной живой вакцины против 

шига-токсин-продуцирующих E. coli применили сконструиро-

ванный ими рекомбинантный штамм M. bovis (BCG), проду-

цирующий протективный антиген B-субъединицы шига-ток-

сина Stx2. Двукратная интраперитонеальная иммунизация 

этим штаммом мышей BALB/c в дозе 107 КОЕ индуцировала 

у животных высокие титры специфических (анти-Stx2) сыво-

роточных IgG- и мукозальных sIgA-антител. Иммунизиро-

ванные живой вакциной в дозах 107 и 106 КОЕ мыши в 57 и 

63% соответственно остались живыми после перорального 

заражения их смертельной дозой шига-токсин-продуцирую-

щего (Stx2d) штамма E. coli; продолжительность жизни по-

гибших иммунизированных мышей была намного больше, 

чем у контрольных (неиммунизированных). Сывороточные 

IgG и мукозальные sIgA анти-Stx2 антитела сохранялись у 

иммунизированных мышей на протяжении 2 мес. Авторы 

работы полагают, что рекомбинантный штамм M. bovis BCG, 

экспрессирующий белок субъединицы B шига-токсина Stx2, 

может рассматриваться как потенциальная вакцина против 

STEC-инфекции.

Представленные выше результаты свидетельствуют, что 

аттенуированные ЕНЕС-штаммы E. coli O157:Н7 и вектор-

ные вакцины на основе аттенуированных штаммов Salmonella 

и M. bovis (BCG) позволяют, в зависимости от способа их 

применения, индуцировать у животных как системный, так и 

местный интестинальный иммунные ответы, способные пре-

дотвратить адгезию патогена и последующую колонизацию 

им кишечника и обеспечить защиту макроорганизма от ши-

га-токсинов.

Вакцины на основе клеточных оболочек (теней)

Одним из сравнительно новых научных направлений раз-

работки вакцин для профилактики STEC-инфекции являет-

ся использование оболочек (теней) бактериальных клеток 

(bacterial ghosts – BG), сохранивших целлюлярную морфо-

логию и все нативные структуры, характерные для живой 

клетки патогена. В BG в неповрежденной форме присут-

ствуют даже такие чувствительные и хрупкие структуры, 

как пили и фимбрии. Важно заметить, что в BG в неденату-

рированном виде сохраняются все иммунодоминантные 

антигены, способные индуцировать в макроорганизме си-

стемный и мукозальный иммунные ответы. ЛПС, связанные 

с внешней мембраной клеточной оболочки, обладают мини-

мальной токсичностью по сравнению с химически очищен-

ными препаратами ЛПС и поэтому не являются лимитирую-
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щими для использования бактериальных теней в качестве 

вакцин [45]. 

Препараты BG получают путем передачи в целевые клет-

ки грамотрицательных патогенов плазмидных ДНК с генами 

Е бактериофага PhiX174 и с генами термостабильной нукле-

азы Staphylococcus aureus (SNUC), активность которых в 

клетках-реципиентах индуцируются либо температурой, 

либо химическими препаратами. Ген Е кодирует мембран-

ный протеин из 91 аминокислоты, который способен вне-

дряться во внешнюю и внутреннюю мембраны бактериаль-

ной клетки и формировать в клеточной стенке специфиче-

ские туннели (поры), через которые происходит выход со-

держимого клетки. В свою очередь, SNUC в комбинации с 

белком Е полностью разрушает одно- и двухцепочные ну-

клеотидные последовательности бактерий и вирусов. Таким 

образом, BG грамотрицательных патогенов не могут являть-

ся источником генов вирулентности и антибиотикорези-

стентности для других видов кишечных бактерий при перо-

ральном введении их в макроорганизм. Следует также от-

метить, что BG, рассматриваемые в качестве возможных 

вакцин, не требуют для повышения иммуногенного ответа 

дополнительного введения адъювантов, поскольку сами об-

ладают мощными адъювантными свойствами [45]. 

Следующим важным свойством BG, которое привлекает 

внимание исследователей, является их способность быть 

носителями (векторами) гетерологичных протективных ан-

тигенов, которые экспрессируются на поверхности клеточ-

ной стенки еще живой бактерии при передаче ей соответ-

ствующих генетических детерминант. Сегодня клеточные 

оболочки (тени), в том числе несущие гетерологичные анти-

гены, получены для многих важных для человека и живот-

ных патогенах: Francisella tularensis, Brucella melitensis, энте-

ропатогенных и энтерогеморрагических E. coli, Vibrio 

cholerae, Mannheimiae haemolytica, Actinobacillus 

pleuropneumoniae, Helicobacter pylori, Klebsiella pneumoniae, 

Salmonella typhimurium и др. [46].

Первые исследования, посвященные разработке вакцины 

против EHEC на основе BG, были опубликованы в 2005 г. 

Mayr et al. [46]. Работа была выполнена на штамме E. coli 

O157:H7, продуцирующим шига-токсины Stx1 и Stx2. Для 

получения BG авторы использовали литический протеин Е 

бактериофага PhiX174, а для деградации ДНК штамма – ну-

клеазу SNUC. Индукцию экспрессии гена Е в культуре кле-

ток E. coli O157:H7, выращенных в ферментере, осуществля-

ли повышением температуры от 28 до 42°С, экспрессию 

гена нуклеазы SNUC – добавлением изопропил-β-D-

тиогалактопироназида (IPTG). Полученные клеточные обо-

лочки штамма E. coli O157:H7 не содержали каких-либо де-

терминант патогенности и антибиотикорезистентности. Для 

оценки протективных и иммуногенных свойств BG опытных 

мышей иммунизировали одно-двукратно интрагастрально в 

дозе 1 мг/мышь лиофильно высушенных BG, что соответ-

ствовало 4,8 × 109 единиц BG. На 55-й день после иммуниза-

ции мыши были заражены гетерологичным штаммом E. coli 

O157:H7 в дозе 1 × 108 KOE. Как показали результаты экс-

перимента, мыши, иммунизированные BG однократно, после 

интрагастрального заражения выжили в 86% случаев, при 

двукратной иммунизации – в 93,9% случаях, в то время как 

в контрольных (неиммунизированных) группах живыми оста-

лись 26,7 и 30% животных соответственно. Через 7 дней 

после заражения в фекалиях выживших иммунизированных 

животных E. coli O157:H7 не обнаруживали. BG E. coli 

O157:H7 индуцировали у животных образование специфи-

ческих сывороточных IgG, в то время как sIgG определяли и 

в сыворотке крови, и в содержимом кишечника. У иммунизи-

рованных мышей был также отмечен повышенный уровень 

секреции клетками селезенки γ-интерферона. Таким обра-

зом, интрагастральная иммунизация мышей препаратом BG 

E. coli O157:H7 индуцировала у животных системный и мест-

ный мукозальный иммунные ответы, которые обеспечивали 

защиту животных от перорального заражения их клетками 

штамма E. coli O157:H7.

В другой работе Mayr et al. [47] были испытаны иммуно-

генные и протективные свойства BG вирулентного штамма 

E. coli O157:H7 при ректальном способе введения антигена. 

Как показали результаты эксперимента, однократная доза 

вакцины (1 мг) без применения адъюванта индуцировала у 

животных специфический системный и мукозальный им-

мунные ответы: высокие титры IgG (1:2000 и выше) были 

обнаружены в сыворотке крови, но не в кишечном содержи-

мом; в то же время мукозальные sIgA обнаруживали в сы-

воротке крови и содержимом кишечника в титрах 1:80 и 

1:60 соответственно. Было показано также, что ректальная 

вакцинация даже одной дозой BG индуцировала у живот-

ных 100%-ю защиту от перорального заражения двумя ле-

тальными дозами LD50 гетерологичного штамма E. coli 

O157:H7. В заключение авторы высказывают предположе-

ние, что ректальный способ введения вакцины на основе 

BG может быть эффективным и безопасным и при иммуни-

зации детей против EHEC-инфекции; не исключено, что 

эффективной может оказаться даже однократная ректаль-

ная вакцинация. 

Иммуногенные и протективные свойства BG E. coli 

O157:H7 были изучены и в экспериментах на телятах [48]. 

Животных иммунизировали препаратом BG подкожно в 

дозе 10 мг дважды с промежутком между инъекциями в 

21 день. Спустя 2 нед. после вакцинации в сыворотке крови 

животных обнаруживали высокие титры специфических 

анти-BG IgG-антител; однако IgG-антитела отсутствовали в 

слюне и фекалиях. Мукозальные специфические sIgA в низ-

ких титрах детектировали в слюне иммунизированных телят, 

в сыворотке крови и в фекалиях их не выявляли. Несмотря 

на то, что в кишечном содержимом и в сыворотке крови sIgA 

не были обнаружены, иммунизированные животные, после 

их перорального заражения, по сравнению с контрольными 

(неиммунизированными) были лучше защищены от колони-

зации штаммом E. coli O157:H7: продолжительность выделе-

ния патогена у иммунизированных телят была существенно 

короче, чем у контрольных животных (11 дней против 

15 дней); концентрация клеток E. coli O157:H7 в содержимом 

фекалий иммунизированных телят была ниже более чем на 

50% по сравнению с контрольными животными. Описанный 

феномен частичной защиты телят от колонизации штаммом 

E. coli O157:H7 авторы объясняют низким содержанием 

специфических мукозальных sIgA, которые не удалось де-

тектировать в данном эксперименте. Авторы, на основании 

полученных данных, предложили гипотезу, по которой на-

личие в слюне анти-BG-антител может свидетельствовать о 
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присутствии их на слизистой кишечника, что и обеспечивает 

защиту животных от ЕНЕС.

Cai et al. [20] испытали иммуногенные и протективные 

свойства кандидатной рекомбинантной вакцины rSOBGs, 

полученной на основе BG клеток E. coli O157:H7 EDL933, во 

внешнюю мембрану которых были встроены протеины не-

токсичной субъединицы А2 и субъединицы В1 шига-токси-

нов Stx2 и Stx1 соответственно. Препаратами rSOBGs дваж-

ды интрагастрально иммунизировали мышей BALB/c в дозе 

0,1 мг/мышь, что соответствовало 1 × 108 КОЕ живого ми-

кроба. Иммунизированных мышей заражали интрагастраль-

но или интраперитонеально различными дозами клеток го-

мологичного и гетерологичного штаммов E. coli O157:H7. 

Показано, что рекомбинантная вакцина rSOBGs индуциро-

вала у иммунизированных животных образование в сыво-

ротке крови IgG/sIgA Stx-специфических антител, а также 

строго специфических IgG/sIgA-антител к интимину, основ-

ному адгезину EHEC. Группы иммунизированных rSOBGs 

вакциной животных после их перорального заражения жи-

выми клетками E. coli O157:H7 или лизатами E. coli O157:H7 

были лучше защищены, чем группа животных, иммунизиро-

ванная препаратом OBGs без протеина StxA-StxB: от дозы 

500 LD50 живых клеток E. coli O157:H7 в первом случае вы-

жило 52% животных от числа зараженных, во втором – толь-

ко 12%. При заражении иммунизированных вакциной 

rSOBGs животных двумя дозами LD50 живых клеток и 5 до-

зами LD50 лизированных клеток E. coli O157:H7 выживае-

мость составила 73,3%, что гораздо больше процента вы-

живших мышей, иммунизированных OBGs. В опытах in vitro 

сыворотка мышей, иммунизированных rSOBGs, обладала 

нейтрализующей активностью против шига-токсинов E. coli 

O157:H7. Кроме того, результаты гистологических исследо-

ваний показали, что иммунизация животных rSOBGs снижа-

ет или ингибирует повреждающее действие адгезии патоге-

на (A/Е-эффекта) и его шига-токсинов на организм живот-

ных. Следовательно, кандидатная рекомбинантная вакцина 

rSOBGs индуцировала у животных как антитоксическую, так 

и антиадгезивную защиту от EHEC-инфекции. Авторы счи-

тают, что сконструированная ими кандидатная вакцина 

rSOBGs может быть эффективной и для защиты детей от 

EHEC. 

Таким образом, клеточные оболочки (тени) вирулентных 

штаммов ЕНЕС, а также оболочки клеток с дополнительно 

интегрированными в них рекомбинантными протективными 

антигенами сегодня могут рассматриваться в качестве пер-

спективной иммунодоминантной конструкции при создании 

вакцин против STEC/ЕНЕС для перорального и ректального 

их применения.

Липополисахаридные вакцины

Липополисахариды грамотрицательных бактерий явля-

ются гетерогенными молекулами, состоящими из трех до-

менов: липида А, определяющего эндотоксичность молеку-

лы ЛПС, О-специфического ПС, определяющего бактери-

альную сероспецифичность, и связующего их олигосахари-

да кора. ЛПС E. coli О157:H7, наряду с шига-токсинами, яв-

ляются важным фактором патогенности возбудителя, уча-

ствуя в индукции и патогенезе ГК и ГУС [49, 50]. В много-

численных исследованиях на животных было установлено, 

что только при совместном введении ЛПС и Stx2 наблюда-

ются клинические симптомы ГУС [51, 52]. Для ЛПС доказа-

на также роль в адгезии патогенов: в опытах на различных 

видах животных было показано, что дефектные по ЛПС 

штаммы E. соli O157:H7 имели сниженные адгезивную и 

колонизационную активности [53], а антитела против ЛПС 

на 95% предотвращали адгезию гомологичных штаммов 

E. соli серогрупп О111 и О157 к клеткам эпителия кишечни-

ка человека in vitro [54]. 

Важное значение ЛПС в патогенезе ГК и ГУС – веское 

основание для изучения этих макромолекул в качестве це-

левых протективных антигенов при разработке липополиса-

харидных или субъединичных вакцин против ГК и ГУС. 

Следует отметить, что у больных и переболевших ГК и ГУС 

людей, включая детей, в сыворотке крови обнаруживают вы-

сокие титры специфических антител против ЛПС STEC-

возбудителей [55, 56], что свидетельствует о высокой анти-

генной активности этого клеточного компонента.

В 1994 г. Konadu et al. [57], основываясь на положитель-

ном опыте по созданию липополисахаридных вакцин против 

Shigella sonnei, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, 

Vibrio cholerae, провели эксперименты по иммунизации 

мышей BALB/c конъюгатами полисахарида (О-антигена) 

E. соli O157:H7 с белками-носителями: бычьим сывороточ-

ным альбумином, инактивированным экзотоксином 

Clostridium welchii и рекомбинантным экзопротеином 

Pseudomonas aeruginosa. Было показано, что подкожная 

иммунизация мышей конъюгатами ПС индуцировала у них 

образование специфических IgG с бактерицидной активно-

стью против E. соli O157:H7. Полученные результаты позво-

лили авторам заключить, что сывороточные IgG против ЛПС 

способны транссудироваться из крови в кишечник и инакти-

вировать в нем инокулюм E. соli O157:H7, тем самым пред-

отвращая развитие инфекции. 

Высказанное положение нашло дальнейшее развитие в 

работе Robins et al. [58] и представлено в виде гипотезы, по 

которой антиполисахаридные IgG являются главным имму-

ноглобулиновым компонентом секреторных жидкостей орга-

низма, включая его кишечник. Эти IgG, по мнению авторов, 

и обеспечивают инактивацию инокулюма патогена на эпите-

лиальной поверхности кишечника. О транссудации специ-

фических IgG из плазмы крови и последующей адсорбции их 

на слизистой кишечника было сообщено в 2003 г. в работе 

Meckelein et al. [59]. Важная защитная роль антител против 

STEC продемонстрирована Paton et al. [54], которые показа-

ли, что поликлональные антитела против ЛПС О111 и О157 

на 95% блокировали адгезию гомологичных штаммов E. соli 

O111:H- и O157:H- к эпителиальным клеткам кишечника че-

ловека. 

В 1998 г. Konadu et al. [60] и в 2006 г. Ahmed et al. [61] про-

вели успешные испытание вакцины, приготовленной на ос-

нове конъюгата полисахарида О157 и рекомбинантного эк-

зопротеина P. aeruginosa, на взрослых волонтерах и 2–5-лет-

них детях. И в том, и в другом случаях вакцина была без-

опасной и индуцировала у привитых уже в первые недели 

после вакцинации высокие титры специфических сыворо-

точных IgG, обладающих бактерицидной активностью про-

тив E. coli O157:H7; специфические IgG-антитела у вакцини-

рованных сохранялись на протяжении нескольких месяцев. 
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К сожалению, дальнейшая информация о судьбе разрабо-

танных этими коллективами вакцин отсутствует.

В работах аргентинских исследователей [62] также пред-

ставлены данные, свидетельствующие о целесообразности 

использования специфических О111-полисахаридов 

(О-антигена) в качестве целевого антигена для конструиро-

вания вакцины против разных патотипов E. coli серогруппы 

О111 – энтеропатогенных (ЕРЕС), энтерогеморрагических 

(ЕНЕС) и энтероаггрегативных (ЕАЕС), различающихся по 

антигенной структуре и набору факторов патогенности. 

Обращают на себя внимание результаты исследований 

Ademokoya et al. [63], которые показали, что интрагастраль-

ная и парентеральная иммунизация белых крыс препарата-

ми ЛПС E. coli O157:H7 в одинаковой степени эффективно 

снижали концентрацию патогена в печени, селезенке, под-

вздошной кишке и фекалиях иммунных животных и в 70% 

случаев защищала их от перорального заражения смертель-

ной дозой E. coli O157:H7 при 100%-й гибели контрольных 

(невакцинированных) животных.

В то же время Conlan et al. [64, 65] в своих исследованиях 

не получили доказательств, что образовавшиеся после под-

кожной иммунизации мышей BALB/c конъюгатом полисаха-

рида ЛПС E. coli O157:H7 специфические анти-О157-

антитела могут транссудироваться из кровяного русла на 

слизистую кишечника: ни разу IgG против O157 не были 

обнаружены в фекалиях иммунизированных животных. Не 

детектировались IgG против антигена O157 и в фекалиях 

мышей, которым внутрибрюшинно вводили моноклональ-

ные IgG в дозе 1 мг/мышь. Внутрибрюшинная иммунизация 

не защищала мышей от колонизации E. coli O157:H7 после 

их интрагастрального заражения. Авторы работы считают, 

что парентеральная иммунизация не является подходящей 

для борьбы с кишечной инфекцией E. coli O157:H7, однако 

не исключают, что после оптимизации такой способ иммуни-

зации может оказаться вполне эффективным.

ДНК-вакцины

Конструирование ДНК-вакцин – одно из современных на-

учных направлений, используемых для создания средств 

специфической защиты человека от инфекционных заболе-

ваний. ДНК-вакцины имеют ряд преимуществ перед другими 

вакцинными препаратами. Они, как полагают, наиболее без-

опасны для человека, поскольку в их составе отсутствуют 

бактериальные клетки или какие-либо их компоненты, спо-

собные отрицательно повлиять на макроорганизм. ДНК-

вакцины содержат только известную ДНК и относительно 

просты в производстве. Плазмидные ДНК, используемые в 

вакцине, очень стабильны и устойчивы к экстремальным тем-

пературам и другим внешним факторам, что важно для хра-

нения и транспортировки вакцинных препаратов. 

Особенностью ДНК-вакцин является их способность индуци-

ровать иммунный ответ на ранней стадии жизни человека 

или животных, активируя созревание иммунной системы ма-

кроорганизма. Важно отметить также, что иммунный ответ на 

«генетическую вакцину» может быть повышен путем одно-

временного их введения с плазмидными ДНК, экспрессирую-

щими различные цитокины, другие факторы, стимулирующие 

иммунный ответ, например гранулоцитмакрофагальный ко-

лониестимулирующий фактор, фактор роста и др. [66–68]. 

ДНК-вакцины обычно представлены бактериальными плаз-

мидами, несущими в своем составе эукариотические гены, 

обеспечивающие экспрессию протективных антигенов целе-

вого патогена в эукариотической клетке.

В первой работе, посвященной получению ДНК-вакцины 

против ГУС, вызываемого STEC-штаммами, Cappozzo A. 

et al. [69] сконструировали две эукариотические плазмиды, в 

одной из которых присутствовали гены B-субъединицы ши-

га-токсина Stx2 (Stx2B), в другой – гены Stx2B вместе с де-

летированным геном Stx2A, детерминирующим синтез не-

токсичного протеина А-субъединицы. Полученной ДНК-

вакциной иммунизировали внутримышечно новорожденных 

и взрослых мышей BALB/c; отдельным группам животных 

одновременно с ДНК-вакциной вводили и плазмидную ДНК 

с генами фактора роста (pGM-CSF), способным повышать у 

животных гуморальный ответ. Результаты эксперимента по-

казали, что обе «генетические вакцины», введенные мышам, 

индуцировали у взрослых и новорожденных животных анти-

токсический иммунитет: мыши были защищены от зараже-

ния их нативным шига-токсином Stx2. Нейтрализующая ак-

тивность сыворотки крови иммунизированных животных 

была продемонстрирована также в опыте in vitro на культуре 

клеток Vero.

Аналогичная описанной выше работа была выполнена 

Bentancor H. et al. [70], которые клонировали полный ген 

субъединицы B и делетированный ген субъединицы А2 ши-

га-токсина Stx2 в составе эукариотической плазмиды pGM-

CSF, кодирующей мышиный гранулоцит-макрофагальный 

колониестимулирующий фактор. Полученная ДНК-вакцина 

индуцировала в организме мышей образование специфиче-

ских сывороточных анти-Stx2-антител IgG. В опытах in vivo и 

in vitro была продемонстрирована антитоксическая актив-

ность вакцины: иммунизированные животные были защи-

щены от заражения их шига-токсином Stx2, а сыворотка 

крови иммунных мышей обладала нейтрализующей шига-

токсин Stx2 активностью и защищала клетки Vero от гибели.

Иранские исследователи [68] встроили в эукариотиче-

скую плазмиду три гена, кодирующие синтез протективных 

антигенов EHEC: секреторного протеина EspA, интимина 

Eae и Tir-белка. При иммунизации мышей полученной ДНК-

вакциной в сыворотке крови животных обнаруживали специ-

фические антитела ко всем трем антигенам; мыши, иммуни-

зированные этой вакциной, были защищены от перорально-

го заражения их смертельными дозами штамма E. coli 

O157:H7, то есть ДНК-вакцина в данном случае обеспечива-

ла животным ярко выраженную антиколонизационную за-

щиту. 

В последнее время благодаря биоинформационному ана-

лизу в геномах штаммов E. coli O157:H7 были выявлены 

новые иммунодоминантные протективные антигены, кото-

рые исследователи с успехом использовали при конструиро-

вании ДНК-вакцины против EHEC-штаммов [18]. Так, напри-

мер, идентифицированный с помощью информационного 

анализа ген eseC, кодирующий секреторный протеин T3SS-

системы, будучи встроен в эукариотическую плазмиду, при 

интраназальной иммунизации мышей BALB/c индуцировал у 

животных образование специфических сывороточных IgG и 

мукозальных sIgA в кишечном тракте. У иммунизированных 

ДНК-вакциной мышей после их перорального заражения 
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штаммом E. coli O157:H7 отмечали существенное снижение 

количества клеток патогена в фекалиях, содержимом тол-

стого кишечника и слепой кишки по сравнению с контроль-

ными (невакцинированными) животными [18, 71]. При кон-

струировании ДНК-вакцин были использованы и другие 

новые идентифицированные антигены EHEC, показавшие 

при иммунизации животных хороший иммуногенный и про-

тективный эффекты. 

Таким образом, ДНК-вакцины, содержащие в своем со-

ставе рекомбинантные гены шига-токсинов и антигенов ад-

гезии EHEC-штаммов, при внутримышечной и интраназаль-

ной аппликации их лабораторным животным способны инду-

цировать у них системный антитоксический и мукозальный 

интестинальный антиколонизационный иммунные ответы и 

защитить животных от EHEC-инфекции.

Нановакцины

Создание вакцин против шига-токсин-продуцирующих 

E. coli на основе наночастиц, носителей протективных анти-

генов – одно из новейших и многообещающих научных на-

правлений в данной области исследований. Для конструиро-

вания кандидатных нановакцин чаще всего используют два 

вида носителей: наночастицы природного полимера полиса-

харида хитозана и наночастицы неорганического золота.

Наночастицы хитозана (величиной 100–500 нм) отличают-

ся высокой биосовместимостью с органами и клетками ма-

кроорганизма; они прочно связывают и удерживают на своей 

поверхности антигены белковой природы и защищают их от 

протеазной активности ферментов. Наночастицы хитозана 

хорошо прилипают к эпителиальным клеткам слизистых но-

соглотки и кишечного тракта и свободно проникают в ткани и 

клетки организма. Они нетоксичны, будучи введенные в орга-

низм, постепенно подвергаются биодеградации и элимина-

ции [17, 72, 73]. Наночастицы хитозана обладают еще одним 

интересным свойством: для них характерна определенная 

антибактериальная активность, в том числе против E. coli. 

При конструировании вакцин наночастицы хитозана выпол-

няют не только функцию носителя целевых антигенов, но и 

одновременно являются хорошими адъювантами: они суще-

ственно увеличивают гуморальный и клеточный иммунные 

ответы на вводимые в макроорганизм антигены. Аппликация 

нановакцин на основе хитозана может осуществляться раз-

личными способами: интраназально, перорально и паренте-

рально (подкожно и внутримышечно). Важно отметить, что 

при пероральной доставке нановакцины способны индуциро-

вать у животных образование мукозальных антител sIgА, 

обеспечивающих основную защиту кишечного тракта от ко-

лонизации его патогенами. Установлено также, что наноча-

стицы хитозана способны пролонгировать иммуногенное 

действие мобилизованных на них антигенов. Еще одно пре-

имущество «хитозановых нановакцин» – это сравнительно 

дешевый и простой способ их получения [73].

Наночастицы золота так же, как и наночастицы хитозана, 

прочно удерживают различные биологические макромоле-

кулы на своей поверхности, в том числе иммунодоминант-

ные антигены бактерий (рис. 4). Наночастицы золота неток-

сичны, однако, в отличие от наночастиц хитозана, не обла-

дают адъювантными свойствами. Их использование в каче-

стве носителей протективных антигенов, как это будет по-

казано ниже, позволяет получать достаточно напряженный 

иммунный ответ и на антигены STEC.

В 2016 г. Doavi et al. [74] сообщили об успешном испыта-

нии вакцины против EHEC штамма E. coli O157:H7, сконстру-

ированной на основе наночастиц хитозана с иммобилизо-

ванными на них молекулами антигена – трехвалентного ре-

комбинантного слитного белка из Eae-, Tir- и EspA-протеинов. 

Мышей линии BALB/c иммунизировали приготовленной на-

новакциной трехкратно интраназально, используя для этого 

электроспрей. Однократная доза антигена на мышь состав-

ляла 20 мкг, на весь цикл иммунизации – 60 мкг. Отдельную 

группу мышей иммунизировали интраперитонеально. 

Специфические титры IgG и sIgA определяли с помощью 

ИФА в сыворотке крови, фекалиях и смывах глаз опытных 

животных. Было показано, что трехкратная интраназальная 

иммунизация мышей индуцировала у них образование высо-

ких титров специфических IgG и sIgA против всех трех анти-

генов, которые обнаруживали как в сыворотке крови, так и в 

содержимом кишечника; в незначительных количествах 

sIgA-антитела обнаруживали также в смывах глаз. При ин-

траперитонеальном введении нановакцины секреторные 

sIgA в фекалиях не определялись. 

У иммунизированных интраназально нановакциной 

мышей после их заражения клетками E. coli O157:H7 концен-

трация патогена на протяжении всего эксперимента в фека-

лиях животных была низкой, а на 8–9-й день после зараже-

ния возбудитель из фекалий уже не выделялся. Напротив, у 

контрольных (неиммунизированных) животных культуру 

E. coli O157:H7 из фекалий высевали в высокой концентра-

ции (~1 × 108 КОЕ/г) на протяжении всех трех недель наблю-

дения. Авторы работы делают вывод, что интраназальный 

способ введения нановакцины на основе хитозана является 

весьма эффективным и может рассматриваться в качестве 

альтернативного другим методам аппликации нановакцин 

против EHEC-инфекции.

Khanifer et al. [17] испытали эффективность нановакци-

ны, сконструированной в выше рассмотренной работе 

Doavi et al. [74], при оральной, орально-интраперитонеаль-

ной и подкожной ее доставке мышам BALB/c. Животных 

иммунизировали четырехкратно, доза антигена при ораль-

ном однократном введении составляла 10 мкг/мышь, на 

весь цикл иммунизации – 40 мкг. При интраперитонеаль-

ной и подкожной иммунизации доза антигена на весь цикл 

составляла 10 мкг. Как показали результаты проведенного 

эксперимента, только оральная и орально-интраперитоне-

Рис. 4. Схема вакцинации мышей линии BALB/c и заражения 

штаммом EHEC O157:H7, с последующим забором крови, фека-

лий и органов [76].
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альная (трехкратное оральное + однократное интраперито-

неальное введение антигена) вакцинация индуцировала у 

животных системный и мукозальный иммунные ответы. 

Высокие титры специфических IgG-антител против интими-

на, Tir- и EspA-протеинов были обнаружены только в сыво-

ротке крови мышей. Напротив, мукозальные sIgA-антитела 

определялись как в сыворотке крови, так и в фекалиях 

иммунизированных животных. При интраперитонеальном и 

подкожном введении нановакцины у животных выявляли 

только сывороточные IgG, мукозальные sIgA в сыворотке 

крови иммунизированных животных отсутствовали. В 

опыте на культуре клеток Caco-2 было показано, что об-

работанные иммунной сывороткой клетки E. coli O157:H7 

резко теряли свои адгезивные свойства, а животные, им-

мунизированные нановакциной орально или орально-ин-

траперитонеально, были маловосприимчивы к перораль-

ному заражению живой культурой E. coli O157:H7: концен-

трация патогена в кишечном содержимом у них была су-

щественно ниже, чем у контрольных (неиммунизирован-

ных) животных, что свидетельствует о формировании у 

вакцинированных животных местного антиколонизацион-

ного мукозального иммунитета. На основании полученных 

данных Khanifer et al. делают заключение, что вакцина на 

основе наночастиц хитозана с иммобилизованным на них 

слитным белком (интимин + белки Tir и EspA) способна за-

щитить животных от EHEC-штамма E. coli O157:H7. После 

всесторонней оценки преимуществ и рисков такой нано-

вакцины она, по мнению авторов, может быть допущена до 

клинических испытаний.

Тот же коллектив иранских исследователей (Khanifer et al.) 

в 2019 г. [75] приготовил нановакцину на основе частиц хито-

зана, одна часть которых была нагружена слитным трипепти-

дом (интимин + белки Tir и EspA), другая – рекомбинантным 

белком В-субъединицы шига-токсина Stx2. Мышей иммунизи-

ровали, как и в выше описанной статье, орально, орально-

интраперитонеально и подкожно. Оральная однократная им-

мунизирующая доза антигена включала 100 мкг/мышь ре-

комбинантного трипептида и 100 мкг рекомбинантного пепти-

да Stx2B. При интраперитонеальном и подкожном введении 

доза антигена составляла 15 + 15 мкг/мышь. Как показали 

исследования, оральная и орально-интраперитонеальная им-

мунизация мышей нановакциной индуцировала у животных 

образование высоких титров специфических sIgA-антител 

против слитного трипептида и протеина Stx2B, которые обна-

руживали как в сыворотке крови, так и в содержимом кишеч-

ника животных. В значительно меньших титрах sIgА-антитела 

были выявлены в сыворотке крови и фекалиях у мышей, им-

мунизированных нановакциной подкожно. И наоборот, IgG в 

больших титрах присутствовали в сыворотке крови мышей, 

иммунизированных нановакциной подкожно, и в значительно 

меньшем – при иммунизации оральным путем. В опытах на 

клетках Vero было продемонстрировано, что сыворотка им-

мунизированных животных обладала нейтрализующей ак-

тивностью в отношении токсина Stx2. Зараженные смертель-

ной дозой шига-токсина Stx2 иммунизированные нановакци-

ной мыши в 66% случаев остались живыми, в то время как 

все контрольные животные погибли. Нановакцина также су-

щественно снижала и выделение E. coli О157:Н7 с фекалия-

ми у орально иммунизированных мышей после их перораль-

ного заражения. Таким образом, в работе было продемон-

стрировано, что нановакцина, полученная на основе частиц 

хитозана и иммунодоминантных антигенов EHEC, способна 

при пероральной иммунизации защитить животных как от 

шига-токсинов E. coli, так и от колонизации их кишечного 

тракта патогеном E. coli О157:Н7.

Sanchez-Villamil et al. [76] разработали вакцину против 

E. coli О157:Н7 на основе наночастиц золота, на которых 

были мобилизованы два пептида: EspC и LomW, обнаружен-

ные у разных патотипов E. coli с помощью биоинформацион-

ного анализа их геномов. EspC – секреторный белок T3SS-

системы, величиной 56 кДа, располагается на внешней мем-

бране клетки и участвует в адгезии патогенов. Он присут-

ствует не только в клетках EHEC, но и в клетках EPEC, вы-

зывающих тяжелую диарею у детей. Антиген LomW (28 кДа) 

кодируется генами профага E. coli O157:Н7, он локализован 

на внешней мембране клетки, как и антиген EspC. Помимо 

штаммов EHEC, этот антиген обнаружен у штаммов EAEC, 

также играющих важную роль в этиологии диарейных забо-

леваний. Антигены EspC и LomW хорошо инкорпорирова-

лись и ковалентно связывались с наночастицами золота 

(AuNPs), образуя стабильные и, как оказалось, иммуноген-

ные структуры-нановакцины: AuNPEspC и AuNPLomW. 

Указанными вакцинами и их комбинацией вместе с адъю-

вантами (гидроокись алюминия и детоксицированный холер-

ный токсин) трехкратно иммунизировали мышей BALB/c 

подкожно. Суммарная доза антигенов на весь цикл иммуни-

зации составила 10 мкг/мышь. Как показали результаты 

эксперимента, во всех трех группах животных, иммунизиро-

ванных нановакцинами AuNP-EspC, AuNPLomW и AuNP-

EspC+AuNP-LomW, на 3-и и 6-е сутки после интрагастраль-

ного заражения их штаммом E. coli O157:H7 в образцах со-

держимого толстого кишечника отмечали резкое снижение 

концентрации патогена по сравнению с контрольными (не-

иммунизированными) животными, что свидетельствовало о 

формировании у иммунизированных мышей мукозального 

антиколонизационного иммунитета. И действительно, у всех 

трех групп иммунизированных мышей обнаруживали высо-

кие титры специфичных анти-EspC- и анти-LomW-антител 

IgG и sIgА как в сыворотке крови, так и в содержимом ки-

шечника животных. То есть, в данной работе получены уни-

кальные данные: подкожная аппликация вакцины на основе 

наночастиц золота индуцирует у животных не только систем-

ный, но и мукозальный иммунные ответы, которые подавля-

ют адгезивную и колонизационную активность патогена 

E. coli O157:H7. Более того, в экспериментах in vitro на куль-

туре клеток кишечного эпителия человека (IECs, Caco-2) 

было продемонстрировано, что сыворотка крови мышей, 

иммунизированных нановакциной AuNP–EspC, в 98% случа-

ев ингибировала не только адгезию EHEC E. coli O157:H7, но 

и клеток ЕРЕС E. coli O127:H6, поскольку антиген EspC при-

сутствует, как уже упоминалось выше, и у ЕНЕС-, и у ЕРЕС-

штаммов. В то же время сыворотка крови животных, имму-

низированных нановакциной AuNPLomW, ингибировала ад-

гезию к клеткам IECs и Caco-2 и штамма ЕНЕС E. coli 

O157:H7, и гибридного штамма ЕAEC/EHEC E. coli O104:H4. 

Сыворотка от животных, иммунизированных комбинацией 

AuNPEspC + AuNPLomW, ингибировала адгезию штаммов 

трех патотипов: ЕНЕС, ЕРЕС и EAEC/EHEC. Заключая свою 
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работу, авторы предлагают использовать разработанную 

ими методологию получения нановакцины в качестве уни-

версальной платформы для создания нановакцин для про-

филактики других кишечных инфекций.

В последние 10 лет для разработки вакцин против грам-

отрицательных бактерий-патогенов активно используют 

везикулы их внешних мембран (OMV), образующихся при 

обработке клеток детергентами. Образовавшиеся везику-

лы – это наночастицы величиной 0,28–99 нм, содержащие 

в своем составе многие нативные антигены, включая раз-

личные токсины, обладающие иммуномодулирующими 

свойствами. Так, в работе Fingerman et al. [77] было проде-

монстрировано, что полученные из клеток вирулентного 

штамма E. coli O157:H7 обработкой диоксихелатом натрия 

и инактивированные глутаральдегидом везикулы внешней 

мембраны патогена обладали высокими протективными и 

иммуногенными свойствами. Мыши, вакцинированные 

OMVi подкожно дважды в дозе 10 мкг вместе с адъювантом 

гидроксида алюминия, в 100% случаев были защищены от 

смертельных доз шига-токсинов Stx1и Stx2 и других токси-

ческих факторов E. coli O157:H7. Эти же препараты OMVi 

индуцировали у телят образование высоких титров сыворо-

точных IgG. Дальнейшие исследования OMVi энтеробакте-

рий позволят оценить, насколько перспективно использо-

вать их для создания вакцинных препаратов против STEC-

инфекции. 

Вакцины, создаваемые на основе методов 

обратной вакцинологии

Анализ представленного выше материала показывает, 

что для разработки кандидатных вакцин против STEC-

инфекции исследователи чаще всего используют весьма 

ограниченное число хорошо изученных протективных анти-

генов ЕНЕС: белки EspA, EspB, Tir, интимин, а также неток-

сичные дериваты шига-токсинов Stx1 и Stx2. Поэтому впол-

не логичными являются проводимые в настоящее время ис-

следования по поиску новых иммунопротективных антиге-

нов, способных индуцировать у человека и животных си-

стемный и мукозальный иммунные ответы и обеспечить 

эффективную защиту их от STEC-штаммов.

Одним из научных подходов, используемых в последнее 

время исследователями для поиска новых протективных 

антигенов для конструирования вакцины против STEC, яв-

ляются методы обратной вакцинологии [17]. Суть этого под-

хода – идентификация протективных антигенов in silico 

путем сравнительного биоинформационного анализа гено-

мов целевых патогенных бактерий между собой или между 

патогенными и непатогенными штаммами одного вида бак-

терий. Примером использования методов обратной вакци-

нологии при поиске новых антигенов ЕНЕС является работа 

лаборатории Torres [17, 71]. Используя базы данных, авторы 

сравнили геномы двух ЕНЕС-штаммов E. coli O157:H7 и 

двух непатогенных штаммов E. coli K12 и HS. В результате 

проведенного анализа геномов указанных четырех штам-

мов для последующего исследования было отобрано 65 

генов E.coli О157:H7, отсутствующих у непатогенных эшери-

хий. Эти гены кодировали протеины, предположительно се-

кретируемые клеткой во внешнюю среду или локализован-

ные на ее внешней мембране. Все 65 гипотетических про-

теинов были подвергнуты иммуноинформационному анали-

зу: у них были изучены физико-химические свойства, адге-

зивность, антигенность и наличие предполагаемых иммуно-

доминантных эпитопов. На основании полученных данных 

протеины были категорированы на три потенциально пер-

спективные группы: протеины-кандидаты с высоким, сред-

ним и низким приоритетом. Далее из каждой названной 

группы было выбрано по три гена, которые были клонирова-

ны в плазмиде PAX1. ДНК полученных плазмид с генами 

предполагаемых протеинов использовали в качестве ДНК-

вакцин, иммуногенные и протективные свойства которых 

были испытаны на мышах BALB/c. Животных вакцинирова-

ли плазмидными ДНК интраназально вместе с адъюван-

том – ДНК субъединицы В холерного токсина. Результаты 

эксперимента показали, что ДНК всех трех генов из группы 

высокого приоритета, кодирующих соответственно Lom-

подобный протеин (pVAX3), гипотетический протеин субъе-

диницы пилина (pVAX12) и фрагмент структурного протеина 

EscC системы T3SS (pVAXSb.2), индуцировали у животных 

продукцию специфических сывороточных IgG- и мукозаль-

ных sIgA-антител, а также повышенное количество Th2-

зависимых цитокинов. За счет мукозальных sIgA у вакцини-

рованных мышей после их перорального заражения клетка-

ми E. coli O157:Н7 была существенно снижена концентрация 

патогена в кишечном содержимом по сравнению с кон-

трольными (невакцинированными) животными. Наибольшая 

антиколонизационная активность была отмечена у ДНК 

вакцины pVAXSb.2, детерминирующей синтез фрагмента 

структурного протеина EscC системы T3SS. Таким образом, 

с помощью биоинформационного анализа авторам удалось 

идентифицировать три новых протективных антигена у 

ЕНЕС-штаммов E. coli O157:Н7 – EscC, структурный белок 

системы T3SS, Lom-подобный протеин и протеин субъеди-

ницы пилина.

Принципы обратной вакцинологии в комбинации с проте-

омикой использованы и в работе Lo et al. [78]. Цель работы – 

поиск новых протективных антигенов E. coli, способных обес-

печить перекрестную защиту человека и животных от ин-

фекций, вызываемых разными патотипами E. coli. Используя 

биоинформационные методы, авторы провели сравнитель-

ный анализ 1700 геномов E. coli (62 полных и 1638 частично 

секвенированных). Исследованные штаммы были выделены 

в разные годы в различных географических зонах от людей 

и животных при различных патологиях: бактериемии, сепси-

се, диарее, ГУС, маститах, менингитах, перитонитах, омфа-

литах, при инфекциях респираторного и уринарного трактов. 

Поиск генов, детерминирующих протективные антигены, 

осуществляли среди консервативных жизненно важных для 

бактериальной клетки генов, присутствующих более чем у 

99% исследованных E. coli. В результате проведенного ана-

лиза были отобраны 4 гена, кодирующие протеины, предпо-

ложительно локализованные на внешней мембране клетки. 

Все четыре гена были клонированы, а у детерминируемых 

ими протеинов были испытаны иммуногенные и протектив-

ные свойства. Оказалось, что среди четырех протеинов 

только протеин YneE индуцировал у вакцинированных 

мышей высокие уровни IgG и защиту животных от систем-

ной инфекции, вызванной UPEC-штаммом. Было установле-

но, что ген, детерминирующий протеин YneE, присутствует у 
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штаммов E. coli патотипов ETEC, EHEC, EAEC и UPEC. Этот 

белок был обнаружен в супернатантах культуральной жид-

кости E. coli всех четырех патотипов. Учитывая высокие им-

муногенные и протективные свойства YneE-протеина, его 

высокую консервативность, растворимость, а также факты 

экспрессии его в процессе инфекции у человека (по обнару-

жению специфических антител), авторы делают заключе-

ние, что протеин YneE полностью отвечает требованиям 

кандидатных протективных антигенов и может использо-

ваться при конструировании мультивалентных (против мно-

гих патотипов E. coli, включая EHEC) вакцин.

Краткий анализ представленных выше двух работ свиде-

тельствует о больших перспективах методов обратной вак-

цинологии при разработке эффективных вакцин против 

различных бактериальных кишечных патогенов, включая 

шига-токсин продуцирующие штаммы E. coli.

Заключение 

В системе мер борьбы со STEC-инфекцией человека (ГК 

и ГУС) важная, если не решающая роль отводится разработ-

ке средств специфической профилактики – вакцинам, по-

скольку этиотропное лечение данной болезни противопока-

зано. Как следует из представленного в обзоре материала, 

в настоящее время исследователи разрабатывают различ-

ные вакцины: корпускулярные убитые, живые аттенуирован-

ные, вакцины на основе клеточных оболочек (теней), липо-

полисахаридные вакцины, ДНК-вакцины и нановакцины. 

Субъединичные рекомбинантные вакцины будут рассмотре-

ны во второй части обзора.

Все разрабатываемые кандидатные вакцины, по заклю-

чению их авторов, способны с той или иной степенью эф-

фективности защитить лабораторных и сельскохозяйствен-

ных животных от STEC-штаммов. В такой ситуации исклю-

чительно важным представляется выбор типа вакцины, 

разрабатываемой для человека. Такой выбор, на наш взгляд, 

должен учитывать следующие факторы: для какой катего-

рии населения будет создаваться вакцина; какой вид адап-

тивного иммунитета предполагается получить у вакциниро-

ванного: системный, интестинальный мукозальный или ко-

лостральный; какой способ и число аппликаций вакцины 

будет применяться. Поскольку этиологическая структура ГК 

и ассоциированного с ним ГУС весьма сложная (инфекцию 

могут вызвать STEC-штаммы многих серогрупп), важно 

определиться, против каких возбудителей создается вакци-

на: или против небольшого числа доминирующих в том или 

ином регионе STEC, включая серотип E. coli O157:H7, или 

против любого STEC-штамма. Не последнюю роль в выборе 

типа вакцины играют сложность и стоимость биотехнологии 

ее производства. Наши приоритеты и наш взгляд на выбор 

типа вакцины против ГК и ГУС человека будут изложены во 

второй части обзора.
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Н о в о с т и  н а у к и

Искусственная слизь и микробиом

Слизь – это трехмерный гидрогель, в котором находится 

большая часть человеческого микробиома. Слизистая среда 

играет важную роль в дифференциации и поведении микроб-

ных фенотипов и позволяет создавать пространственные 

распределения. Нарушение регуляции слизи в дальнейшем 

связано с различными заболеваниями. Поэтому слизь явля-

ется ключевым ингредиентом для изучения поведения ком-

менсальной и патогенной микробиоты in vitro. Микро ор га-

низмы, культивируемые в слизи, имеют фенотипы, сущест-

венно отличающиеся от тех, которые представлены в стан-

дартных лабораторных средах. В работе обсуждается влияние слизи на микробиом и исследуется структура и гликозилиро-

вание муцинов – основных строительных блоков слизи. Изучается влияние гликанов на функцию муцина и разрабатываются 

различные подходы к конструированию синтетических муцинов, включая синтез основной цепи, конструкцию муциново-ми-

метических гидрогелей и конструирование гликанов. Наконец, обсуждаются миметики муцина для 3D-культуры клеток in vitro 

и для модуляции структуры и функции микробного сообщества.
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