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Инвазивная нетифоидная сальмонеллезная болезнь является ведущей причиной смертности и заболеваемости в раз-
вивающихся странах, а Salmonella enterica Enteritidis – один из наиболее распространенных во всем мире штаммов 
нетифоидной сальмонеллы, способный вызывать летальные инвазивные и системные инфекции. В настоящее время 
в клинической практике отсутствуют вакцины для профилактики сальмонеллезной инфекции, вызванной S. Enteritidis.
Цель. Разработка технологии получения и иммунологическая оценка нетоксичного липополисахарида (ЛПС) 
S. Enteritidis для создания на его основе кандидатного вакцинного препарата против сальмонеллезной инфекции.
Материалы и методы. ЛПС получали методом фенольной экстракции, обрабатывали ферментами для удаления при-
месей белка и нуклеиновых кислот, далее ультрацентрифугировали. Для снижения токсичности полученного ЛПС его 
дезацетилировали. Далее проводили физико-химическую и биологическую характеристику полученного ЛПС. 
Результаты. Получен нетоксичный высокоочищенный ЛПС S. Enteritidis, не обладающий пирогенностью в фармако-
пейном тесте на кроликах. Структура и подлинность антигена подтверждены методами спектроскопии ядерного маг-
нитного резонанса и масс-спектрометрии. Препарат специфически распознавался сыворотками животных, содержа-
щими антитела к фактору 9 (тивелоза) или 12 О-антигена S. Enteritidis. Иммунизация лабораторных животных полу-
ченным вакцинным ЛПС вызывала образование специфических антител IgM и IgG. Максимальное количество сыво-
роточных антител достигалось после третьего введения антигена.
Заключение. Разработана технология, позволяющая получать нетоксичный высокоочищенный и иммуногенный ЛПС 
S. Enteritidis в промышленных масштабах. Это позволит создать вакцину против сальмонеллезной инфекции и сокра-
тить социально-экономический ущерб, наносимый заболеванием. 
Ключевые слова: Salmonella enterica Enteritidis, липополисахарид, деацитилирование, масс-спектрометрия, ядерно-
магнитный резонанс, высокоэффективная жидкостная хроматография, вакцина
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Р од Salmonella принадлежит к семейству Enterobacteria- 
ceae и включает грамотрицательные, не образующие 

спор, факультативно-анаэробные бактерии, являющиеся 
основным возбудителем сальмонеллезной инфекции во 
всем мире, передаваемым пищевым путем заражения [1]. 
Род Salmonella состоит всего из двух видов: S. enterica и 
S. bongori [2]. 

Инвазивная нетифоидная сальмонеллезная болезнь 
(iNTS) является ведущей причиной смертности и заболевае-
мости в развивающихся странах, а S. enterica Enteritidis (S. 
Enteritidis) – один из наиболее распространенных во всем 
мире штаммов нетифоидной сальмонеллы, способный вы-
зывать летальные инвазивные и системные инфекции [3]. 
Нетифоидная S. Enteritidis занимает ведущее место в этио-
логии сальмонеллеза в России и является доминирующим 
серовариантом, вызывающим пищевые токсикоинфекции 
человека [4, 5]. Например, в 2023 г. в Москве были выявле-
ны случаи заражения S. Enteritidis после употребления про-
дукции в кафе быстрого питания [6]. В группе риска при 
сальмонеллезной инфекции находятся младенцы, пожилые 
люди и люди с ослабленным иммунитетом, которые могут 
заболеть после приема всего одной клетки зараженного 
организма [7].

В последние десятилетия отмечается рост количества 
антибиотико-резистентных штаммов бактерии [8], а первые 
случаи были выявлены еще в начале 1960-х гг. к антибио-
тику хлорамфениколу [9]. Поэтому вакцинация является 
одним из эффективных способов предотвращения распро-
странения заболеваний, вызываемых сальмонеллами. 

Первой вакциной против сальмонеллезной инфекции – 
брюшного тифа – являлась убитая цельноклеточная брюш-
нотифозная вакцина, разработанная Wright в 1897 г. [10]. 
Современная брюшнотифозная Vi-полисахаридная вакцина 
ВИАНВАК была разработана предприятием «ГРИТВАК» и 
внедрена в практику здравоохранения России [11]. Однако 
лицензированных вакцин против нетифоидных сальмонел-

лезов iNTS в настоящее время нет, несмотря на частоту и 
тяжесть инфекционного заболевания.

В течение ХХ века предпринимались неоднократные по-
пытки получить живые аттенуированные сальмонеллезные 
вакцины. Однако достижение правильного баланса между 
иммуногенностью и безопасностью остается серьезной про-
блемой живых iNTS-вакцин [12]. Вследствие отсутствия в 
клетках нетифоидных сальмонелл дополнительных сильных 
иммуногенов, например капсульных антигенов, разработан-
ные инактивированные цельноклеточные вакцины, антиген-
ные фракции, выделенные из возбудителя, также оказались 
неэффективными [13].

Вместе с тем активность в области разработки вакцин 
против сальмонелл в последние годы существенно увеличи-
лась. Современные разработки сальмонеллезных вакцин 
уделяют большее внимание использованию полисахаридов 
как основы вакцинных конструкций, например в препаратах 
на основе гликоконъюгатов.

Технология гликоконъюгации [14] представляет собой 
одну из наиболее передовых стратегий разработки вакцины 
против iNTS [15]. Примером современного варианта глико-
конъюгированной вакцины является препарат на основе 
«утяжеленного» О-полисахарида-COPS, состоящего из 
части кор-ОПС (COPS) липополисахарида (ЛПС) S. Enteritidis, 
конъюгированного с белком флагеллина из гомологичного 
штамма [16, 17]. В настоящее время также проводятся ис-
следования, направленные на получение везикулярных 
сальмонеллезных вакцин (OMV-вакцин) путем создания ре-
комбинантных штаммов, продуцирующих везикулы внешней 
мембраны клетки [18].

За патогенное действие грамотрицательных бактерий от-
вечают «заякоренные» во внешней мембране клеточной 
стенки молекулы ЛПС, представляющие собой гетероген-
ные макромолекулы, состоящие из трех доменов: липида 
А – консервативного участка молекулы ЛПС, проявляющего 
свойства эндотоксина; центрального олигосахарида (кóра), 

1GRITVAK LLC, Moscow, Russian Federation;
2The State Scientific Center of Applied Microbiology and Biotechnology of Rospotrebnadzor, Obolensk, Moscow 
region, Russian Federation

Invasive none-typhoid salmonella disease is the main cause of death and morbidity in developing countries. Salmonella enterica 
Enteritidis is one of the most widespread strains of non-typhoid salmonella worldwide. It is cause of lethal invasive and systemic 
infections. Currently, there are no vaccines in clinical practice to prevent salmonella infection caused by S. Enteritidis.
Objective. Goals and objectives. Development of technology for the production of nontoxic lipopolysaccharide (LPS) from 
S. Enteritidis and it immunological evaluation to create a candidate vaccine preparation against salmonella infection.
Materials and methods. LPS was obtained by phenolic extraction, treated with enzymes to remove impurities of protein and 
nucleic acids, then ultracentrifugated. Than LPS was deacetylated to reduce it toxicity. Next, the physico-chemical and 
biological characteristics of the obtained LPS were carried out. 
Results. Non-toxic, highly purified LPS S. Enteritidis was obtained. The structure and identity have been confirmed by NMR 
and mass spectrometry. LPS was specifically recognized by animal serums containing antibodies to factor 9 (tyvelose) or 12 of 
the S. Enteritidis O-antigen. Immunization of laboratory animals with the obtained LPS caused the induction of specific IgM and 
IgG antibodies. The maximum rate of serum antibodies was reached after the third administration of the antigen.
Conclusion. Technology that allows to obtain non-toxic, highly purified and immunogenic S. Enteritidis LPS on an industrial 
scale has been developed. This will make it possible to create a vaccine against S. Enteritidis, and reduce the socio-economic 
damage caused by this infection.
Key words: Salmonella enterca Enteritidis, lipopolysaccharide, deacetylation, mass spectrometry, nuclear magnetic resonance, 
high-performance liquid chromatography, vaccine
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несущего антигены, общие для ЛПС большинства предста-
вителей семейства Enterobacteriaceae, и высоковариабель-
ного дистального участка, определяющего бактериальный 
серовар – О-специфического полисахарида (О-антигена), 
построенного из повторяющихся олигосахаридных звеньев 
[19]. Таким образом, ЛПС остается основой для создания 
вакцин против грамотрицательной инфекции. 

В предыдущих исследованиях нами была открыта воз-
можность получения клинически применимого ЛПС за счет 
рационального снижения эндотоксичности (детоксикации) 
молекулы ЛПС без снижения иммуногенности, т.е. возмож-
ности индуцировать выработку О-специфических антител 
[20]. Получение клинически применимого ЛПС может быть 
реализовано за счет детоксикации молекулы ЛПС путем 
О-дезацилирования липида А. С другой стороны, важно со-
хранить иммуногенный потенциал молекулы ЛПС, т.е. воз-
можность индуцировать выработку О-специфических анти-
тел, и для этого чрезвычайно важно, чтобы структура 
О-антигена оставалась неизменной. 

Целью данной работы являлась разработка биотехноло-
гического процесса получения нетоксичного слабоацилиро-
ванного ЛПС S. enteritidis и его иммунологическая оценка 
для создания на его основе кандидатного вакцинного пре-
парата против сальмонеллезной инфекции.

Материалы и методы

Бактериальный штамм и условия культивирования. 
Типовые штаммы S. Enteritidis AV11 были выращены до 
поздней логарифмической фазы в жидкой питательной ми-
неральной среде в течение 12 ч и сконцентрированы до 1 л. 

Выделение и деградация нативного ЛПС. Из получен-
ного концентрата центрифугированием отделяли бактери-
альные клетки, из которых были выделены ЛПС по методу 
фенольной экстракции, предложенной Westphal [21], с по-
следующим диализом и лиофилизацией. Полученный высу-
шенный препарат растворяли в 0,05 М буфере TRIS при рН 
7,2, содержащем по 0,01% CaCl2 и MgCl2. К полученному 
раствору добавляли РНКазу (Sigma-Aldrich) и ДНКазу 
(Sigma-Aldrich) и перемешивали при 37°C в течение 16 ч. 
Реакционную смесь обрабатывали протеиназой K (Sigma-
Aldrich) в течение 2 ч при 55°C. Очищенные ЛПС S. Enteritidis 
были подвергнуты препаративному ультрацентрифугирова-
нию (29 000 об./мин) в течение 3 ч и лиофилизированы.

Частичное дезацелирование ЛПС. Полученный сухой 
ЛПС растворяли в 8,3%-м водном растворе аммиака и пере-
мешивали при 30°С в течение 8 ч, а затем охлаждали до 
5–10°С. Полученный раствор нейтрализовали добавлением 
уксусной кислоты, высаживали в спирт, а осадок отделяли 
центрифугированием с повторной промывкой этанолом. 
Полученный осадок, содержащий конечный продукт – деза-
цилированный ЛПС (дЛПС), растворяли в воде и лиофили-
зовали. 

SDS-PAGE-электрофорез. Проводили на 12%-м акрила-
мидном геле с додецилсульфатом натрия по методу Laemmli 
[22] с использованием системы электрофореза Bio-Rad Mini-
Protean. Гели окрашивали азотнокислым серебром.

Высокоэффективная жидкостная хроматография 
(ВЭЖХ). Проводили на хроматографе Agilent 1260 Infinity 

(Agilent, США) с рефрактометрическим детектором с исполь-
зованием колонки TOSOH BIOSCIENCE TSK-GEL G3000PW, 
7,5 mm ID x 30,0 cm L (Sigma-Aldrich, США) в 0,2 М PBS-
буфере с рН 7,4 и концентрацией образцов дЛПС 
S. Enteritidis – 50 мкг/мл и 500 мкг/мл (после гидролиза). 
Калибровку колонки проводили с помощью декстранов 
Т250, Т70, Т40, Т10 и Т5 с молекулярными массами 250, 70, 
40, 10 и 5 кДа соответственно.

Масс-спектрометрия. Масс-спектры высокого разреше-
ния образцов липида А с ионизацией электрораспылением 
измеряли в режиме отрицательных ионов с использованием 
прибора micrOTOF II (Bruker Daltonics).

Ядерный магнитный резонанс (ЯМР). Перед съемкой 
спектров ЯМР образцы лиофилизовали из 99,9% D2O и ис-
следовали в виде раствора в 99,95% D2O. Спектр ЯМР реги-
стрировали на спектрометре Avance II 600 MHz (Bruker, 
Германия) при 50°C с использованием 3-триметилсилилпро-
паноата натрия-2,2,3,3-d 4 (δ H 0) в качестве эталона для 
калибровки.

Определение пирогенности. Проводили в соответствии с 
требованиями Государственной фармакопеи XIV, ОФС. 
1.2.4.0005.15 «Пирогенность» [23]. Исследуемые препараты 
разводили в апирогенном 0,9%-м растворе хлорида натрия 
до концентрации 0,025 мкг/мл и вводили внутривенно трем 
кроликам породы шиншилла массой 2–3 кг (питомник лабо-
раторных животных «Андреевка») из расчета 1 мл препарата 
на 1 кг массы животного. Ректальную температуру кроликов 
измеряли трижды в течение 3 мин с интервалом в 1 ч. 

Иммуноферментный анализ (ИФА) для определения 
специфической активности дЛПС S. Enteritidis. дЛПС 
S. Enteritidis сорбировали в 96-луночном планшете (Greiner, 
США) в последовательных разведениях от 50 до 0,4 мкг/мл 
в фосфатно-солевом буфере (ФСБ). После инкубации (5 ч 
при 37°С) и отмывки (3 раза ФСБ/ 0,05% (v/v) Твин-20 
(Sigma-Aldrich, США) – ФСБ-Т) в лунки вносили полиспеци-
фическую сыворотку кролика, содержащую антитела к фак-
тору 9 или 12 О-антигену S. Enteritidis (СПБНИИВС, Россия) 
в рабочем разведении в ФСБ-Т/ 1% (m/v) бычьего сыворо-
точного альбумина (БСА) (Sigma-Aldrich, США), инкубирова-
ли 1 ч при 37°С. Планшет отмывали 3 раза ФСБ-Т и вносили 
конъюгат козьих антител против IgG кролика, меченных пе-
роксидазой хрена (Sigma-Aldrich, США) в ФСБ-Т/ 1% (m/v) 
БСА, инкубировали 1 ч при 37°С. Планшет отмывали 3 раза 
ФСБ-Т, вносили субстрат тетраметилбензидин (ТМБ) (Sigma-
Aldrich, США), инкубировали 15 мин при комнатной темпера-
туре. Реакцию останавливали, добавляя в лунки 5%-й рас-
твор серной кислоты. Оптическую плотность (ОП) измеряли 
на фотометре iMark (Biorad, США) при длине волны 450 нм. 

Иммуногенность дЛПС. дЛПС S. Enteritidis вводили вну-
трибрюшинно (в/б) мышам (CBA × C57B1/6)F1 троекратно с 
интервалом в 14 дней в разовой иммунизирующей дозе 
50 мкг. Сыворотки для ИФА отбирали на 14-е сутки после 
каждого введения препарата из ретроорбитального синуса. 
Антиген-нативный ЛПС S. Enteritidis сорбировали в карбо-
нат-бикарбонатном буфере в лунках 96-луночного планшета 
в концентрации 40 мкг/мл в течение 2 ч при 37°С. После 
инкубации и отмывки (3 раза ФСБ-Т) в лунки вносили ФСБ/ 
1% (m/v) БСА и инкубировали ночь при 4°С. Планшет отмы-
вали 3 раза ФСБ-Т и вносили сыворотки с определяемыми 
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антителами в разведении 1:100 в ФСБ-Т/ 1% (m/v) БСА и 
титровали с шагом понижения концентрации в 2 раза. 
Инкубировали 1 ч при 37°С. После отмывки (3 раза ФСБ-Т) 
в лунки вносили конъюгаты козьих антител против IgG, или 
IgM, или IgA мыши с пероксидазой хрена (Sigma-Aldrich, 
США) в рабочем разведении в ФСБ/ 1% (m/v) БСА и инкуби-
ровали 1 ч при 37°С. После удаления конъюгатов и отмывки 
(3 раза ФСБ-Т) в лунки вносили субстрат ТМБ и инкубирова-
ли 20 мин при 37°С. Реакцию останавливали, внося в лунки 
стоп-реагент для ТМБ (10%-й раствор серной кислоты). 
Колориметрические измерения ОП проводили на фотометре 
iMark при двух длинах волн: 450 и 630 нм. Результаты пред-
ставляли в виде среднего геометрического конечных ти-
тров ± стандартное отклонение.

Результаты исследования

Разработан полный биотехнологический процесс получе-
ния кандидатного сальмонеллезного вакцинного препарата 
на основе низкотоксичного ЛПС S. Enteritidis. Основные ста-
дии пилотного процесса представлены на рис. 1. Техноло- 
гический процесс разработан в соответствии с требования-
ми надлежащей производственной практики и включает 
целый ряд точек внутрипроцессного контроля (наличие при-
месей белков и нуклеиновых кислот, пирогенность, подлин-
ность – ЯМР-спектроскопия).

Выделение, очистка и детоксикация ЛПС из биомассы 
S. Enteritidis. Методом фенольной экстракции, предложен-
ной Westphal, из сконцентрированных до 1 л клеточных куль-
тур S. Enteritidis AV116, выращенных в минеральной среде 
М9 в течение 12 ч, были выделены ЛПС. Полученные ЛПС 
S. Enteritidis были обработаны ДНКазой и РНКазой для 
очистки от примеси нуклеиновых кислот, а затем протеина-
зой К для удаления примесных белков. Количество приме-
сей нуклеиновых кислот и белков в ЛПС S. Enteritidis соста-
вило не более 1% (примеси нуклеиновых кислот – 0,68%; 
примеси белков – 0,8%). 

Очищенный ЛПС S. Enteritidis был подвергнут препара-
тивному ультрацентрифугированию (29 000 об./мин) в тече-
ние 3 ч. По данным SDS-электрофореза после лиофилиза-
ции супернатанта с высоким выходом были получены ЛПС 
S. Enteritidis, содержащие в мажоре длинноцепные О-поли- 
сахариды (рис. 2), т.е. являющиеся высокомолекулярными. 

Полученный ЛПС S. Enteritidis был подвергнут мягкому 
щелочному гидролизу с целью детоксикации (дезацилирова-
ния) по липиду А [24]. 

Физико-химическая характеристика ЛПС S. Enteritidis. 
Физико-химическая характеристика полученного дЛПС про-
водилась с целью подтверждения сохранности его структу-
ры после дезацилирования, а также подлинности. 

Спектр 1H ЯМР 3-ацилированного О-полисахарида S. 
Enteritidis AV116 показал 4 основных аномерных сигнала при 
4,89–5,27 м.д., сложную кольцевую область, 2 сигнала при 
2,05 и 1,81 м.д. и 2 синглета, соответствующие H-6 6-дезок-
сисахаров. Полученные протонные химические сдвиги хоро-
шо согласуются с ранее опубликованными данными ЯМР 
капсульного полисахарида S. Enteritidis (рис. 3) [25].

По результатам проведенных исследований ЯМР-
спектроскопии образец ЛПС S. Enteritidis AV116 содержит 

тетрасахаридное повторяющееся О-звено. Отсутствие пиков 
Glc2Ac в слабом поле при 5,0 ppm (аномер глюкозы) и 2,0 
(ацетатный заместитель) свидетельствует, что ЛПС 
S. Enteritidis AV116 имеет полностью неглюкозилированную 
регулярную полисахаридную цепь тетрасахарида, идентич-
ную другому штамму той же серогруппы S. Pullorum 11 
(рис. 4).

Полученные сигналы в спектрах ЛПС были по существу 
идентичны сигналам в спектрах исходного ОПC, указывая 
на то, что деацилирование не изменяло структуру повторяю-
щегося звена О-полисахарида, а значит, мы достигли значи-
тельного снижения эндотоксичности (рис. 5) [24]. 

Структуру липида А детоксицированных ЛПС S. Enteritidis 
оценивали с помощью масс-спектрометрии с ионизацией 
электрораспылением в режиме отрицательных ионов. 
Согласно проведенному анализу, препарат содержал в ос-
новном триацильные производные липида А, о чем свиде-
тельствует пик при m/z 1053,67, принадлежащий липиду А 
из ЛПС S. Enteritidis, содержащему одну лауроильную группу 
и две 3-гидроксимиристоильных группы (рис. 6). 

Культивирование S. Enteritidis AV11 в жидкой питательной минеральной среде / 
Cultivation of S. Enteritidis AV11 in liquid nutrient mineral medium

↓
Инактивация биомассы / 

Inactivation of biomass
↓

Концентрирование инактивированной бактериальной биомассы S. Enteritidis 
с помощью ультрафильтрации / 

Concentration of inactivated bacterial biomass of S. Enteritidis using ultrafiltration
↓

Выделение ЛПС из бактериальной биомассы S. enteritidis  
(фенольная экстракция по методу Westphal [35]) / 

Isolation of LPS from bacterial biomass of S. Enteritidis  
(phenol extraction according to the Westphal method [35])

↓
Диализ и лиофилизация ЛПС S. Enteritidis / 

Dialysis and lyophilization of LPS of S. Enteritidis
↓

Очистка ЛПС S. Enteritidis (обработка ферментами ДНКазой,  
РНКазой, протеиназой К) / 

Purification of LPS of S. Enteritidis (treatment with enzymes DNase,  
RNase, Proteinase K)

↓
Диализ и лиофилизация ЛПС S. Enteritidis / 

Dialysis and lyophilization of LPS of S. Enteritidis
↓

Препаративное ультрацентрифугирование ЛПС S. Enteritidis  
(29000 об/мин, 3 ч.) / 

Preparative ultracentrifugation of LPS of S. Enteritidis (29,000 rpm, 3 h)
↓

Получение высокомолекулярных ЛПС S. Enteritidis  
(диализ и лнофилизация супернатанта) / 

Obtaining high-molecular LPS of S. Enteritidis  
(dialysis and lyophilization of supernatant)

↓
Детоксикация ЛПС S. Enteritidis (дезацилирование липида А  

с помощью щелочного гидролиза) / 
Detoxification of LPS of S. Enteritidis (deacylation of lipid A using alkaline hydrolysis)

↓
Диализ и лиофилизация дЛПС S. Enteritidis / 
Dialysis and lyophilization of dLPS S. Enteritidis

↓
Физико-химическая и биологическая характеристика дЛПС S. Enteritidis / 

Physicochemical and biological characteristics of dLPS S. Enteritidis

Рис. 1. Схема стадий биотехнологического процесса выделения 
и очистки дЛПС из бактериальной биомассы S. Enteritidis.
Fig. 1. A schemeе of the biotechnological process stages for 
isolation and purification of LPS from the bacterial biomass of 
S. enteritidis.
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По данным SDS-электрофореза полученный дЛПС 
S. Enteritidis в мажоре содержит высокомолекулярную фрак-
цию, однако при попытке определить молекулярную массу 
полученного дЛПС S. Enteritidis при помощи гель-прони- 
кающей ВЭЖХ было установлено, что, исходя из времени 
выхода первого пика, все полученные препараты в 0,2 М 
PBS-буфере с рН 7,4 образуют высокомолекулярные ком-
плексы – мицеллы (рис. 7А); второй пик – гораздо менее 

высокомолекулярный, но также не исключено мицелообра-
зование. Поэтому было принято решение выделить О-поли- 
сахарид из дЛПС S. Enteritidis с помощью гидролиза в 2%-й 
уксусной кислоте при до выпадения осадка липида А, кото-
рый в дальнейшем был удален ультрацентрифугированием. 

По новым данным ВЭЖХ О-полисахарид, выделенный из 
дЛПС-К8, элюируется в виде пика с максимумом в области 
34,888 кДа (Tmax = 12,18 мин) (рис. 7Б). Исходя из молекуляр-
ных масс можно оценить длину О-ПС-К8 S. еnteritidis – 
42–44 повторяющихся звеньев.

Иммунобиологическая характеристика вакцинного анти-
гена ЛПС S. Enteritidis. Для оценки эндотоксичности дЛПС 
S. Enteritidis (триацилированной формы) проводили тест на 
пирогенность на кроликах, т.к. пирогенность является клю-
чевым критерием безопасности ЛПС грамотрицательных 
бактерий. Препарат считается апирогенным, если он не вы-
зывает подъема температуры ни у одного из трех подопыт-
ных кроликов более чем на 0,5°С по сравнению с исходной 
температурой, а сумма подъемов температур у трех подо-
пытных кроликов не превышает 1,2°С. При проверке пиро-
генности in vivo все препараты дЛПС S. Enteritidis в дозе 
0,025 мкг/кг не вызывали подъема температуры ни у одного 
из трех подопытных кроликов более чем на 0,2°С по сравне-
нию с исходной температурой, а сумма подъемов темпера-
тур у трех подопытных кроликов не превышала +0,5°С (рис. 
8), что соответствует критериям апирогенности. 

Полученные результаты согласуются с литературными 
данными о том, что степень ацилирования липида А оказы-
вает влияние на параметры эндотоксичности всей молекулы 
ЛПС [27]. Таким образом, детоксицированные по липиду А 
триацильные производные ЛПС S. Enteritidis являются апи-
рогенными и низкоэндотоксичными. 

Специфическую активность определяли в прямом ИФА 
по способности дЛПС распознаваться специфическими ан-
тителами к S. Enteritidis. Препарат адсорбировали на твер-
дую фазу планшетов, далее добавляли специфическую сы-
воротку (моноспецифическую сыворотку кролика, содержа-
щая антитела к фактору 9 (тивелоза) или 12 О-антигена 
S. Enteritidis). Полученный комплекс проявляли с помощью 
конъюгата козьих антител к IgG кролика, меченных перокси-
дазой хрена. В качестве контроля использовали сыворотку 
интактного кролика (рис. 9). 

Как видно из рис. 8, ОП сывороток, содержащих антитела 
к фактору 9 или 12 О-антигена S. Enteritidis, была выше по 
сравнению с ОП интактных сывороток. Это свидетельствует 
о специфичности проведенной реакции, а также о сохран-
ности антигенных детерминант у полученного препарата. 

Антитела являются ключевым компонентом протектив-
ного иммунного ответа против Salmonella. Поэтому нами 
было проведена оценка способности полученного ЛПС вы-
зывать образование специфических антител IgG и IgM. 
Оценку выполняли на лабораторных животных – мышах 
линии F1 (CBA × C57Bl/6)F1). Животных иммунизировали 3 
раза с интервалом 14 дней в дозе 50 мкг дЛПС/животное. 
На 14-й день после каждого введения антигена собирали 
сыворотки и определяли образование специфических анти-
тел (рис. 9). 

дЛПС S. Enteritidis вызывал образование специфических 
антител IgG и IgM уже после первого введения. Последующие 

Рис. 3. 1H ЯМР-спектр ЛПС S. Enteritidis AV116. Цифры относятся 
к атомам углерода в моносахаридных остатках, обозначенных 
следующим образом: A – Man, B – Gal, C – Rha, D – Tyv.
Fig. 3. 1H NMR LPS spectrum of S. Enteritidis AV116. The numbers 
refer to carbon atoms in monosaccharide residues, designated as 
follows: A – Man, B – Gal, C – Rha, D – Tyv.

Рис. 2. Результаты SDS-электрофореза ЛПС S. Enteritidis. А – 
нативный ЛПС, Б – очищенный ЛПС.
Fig. 2. Results of SDS electrophoresis of S. Enteritidis LPS. A – 
native LPS, Б – purified LPS.

Рис. 4. Структура тетрасахарида S. Enteritidis AV116, идентичная 
S. Pullorum 11 [26].
Fig. 4. The tetrasaccharide structure of S. Enteritidis AV 116 is 
identical to S. Pullorum 11 [26].
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введения ЛПС приводили к увеличению титра антител, мак-
симум достигался после третьего введения. Титр специфи-
ческих антител IgG составил 10 ± 5 после первого введения, 
91 ± 18 после второго введения и 1244 ± 249 после третьего 
введения. Титр специфических антител IgM составил 38 ± 8 
после первого введения, 200 ± 23 после второго введения и 
1689 ± 338 после третьего введения. Специфические анти-
тела IgA не определялись во всех группах. Как видно из по-
лученных данных, нет значительной разницы в титрах спе- 

цифических антител IgG и IgM во всех группах (рис. 10). 
Таким образом, модифицированный ЛПС имеет высокую 
иммунологическую активность.

Обсуждение

ЛПС являются консервативными патоген-ассоциирован-
ными молекулярными паттернами грамотрицательных энте-
робактерий, и их можно рассматривать в качестве целевых 

Рис. 5. Cхема частичного дезацилирования липида А из ЛПС S. Enteritidis AV116, в результате которого отщепляются 4 жирные 
кислоты.
Fig. 5. A scheme of lipid A partial acylation from LPS S. Enteritidis F M 116, as a result of which 4 fatty acids are cleaved off.

Рис. 6. Масс-спектр липида А, полученного из дЛПС S. Enteritidis AV116. m/z 871 соответствует дезацилированному липиду А; m/z 
1053 – триацилированному липиду А.
Fig. 6. Mass spectrum of lipid A obtained from S. Enteritidis AV116 dLPS. m/z 871 corresponds to diacylated lipid A; m/z 1053 corresponds 
to triacylated lipid A.
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протективных антигенов при разработке вакцин против раз-
личных заболеваний, обусловленных возбудителями, отно-
сящимися к данной группе энтеробактерий. Гуморальный 
иммунный ответ, направленный к экспрессированному на 
ЛПС главному протективному соматическому О-антигену 
сальмонелл, определяет специфичность протективного им-
мунитета против сальмонеллезной инфекции и играет опре-
деляющую роль в формировании надежной защиты от саль-
монелл. Нативный ЛПС вследствие входящего в его молеку-
лу домена липида А является токсичным, пирогенным веще-
ством, непригодным для приготовления вакцинных препара-
тов. Получение клинически применимого нетоксичного ЛПС 
может быть реализовано за счет детоксикации молекулы 
ЛПС путем О-дезацилирования липида А.

Нами была разработана технология, позволяющая полу-
чить ЛПС из S. Enteritidis промышленного масштаба и сни-
зить его эндотоксичность путем щелочного дезацилирова-
ния ЛПС. Методами ЯМР и масс-спектрометрии были под-
тверждены сохранность структуры ЛПС S. Enteritidis и 
О-дезацилирование липида А соответственно. Снижение 
эндотоксичности было подтверждено также в тесте пироген-
ности на кроликах. Сохранность антигенных детерминат 
была показана по распознаванию ЛПС S. Enteriditis моно-
специфическими сыворотками к фактору 9 и 12 О-антигена 
S. Enteritidis.

Поскольку полученный дЛПС планируется использовать в 
качестве вакцинного препарата, нами было проведено ис-
следование его иммуногенности. Антитела являются ключе-
вым компонентом протективного иммунного ответа против 
Salmonella. Эффективность поствакцинального иммунного 
ответа зависит от полиспецифического иммунного ответа, 
т.е. активации образования различных классов и изотипов 
специфических антител, которые задействованы в разно- 
образных механизмах противобактериальной (сальмонел-

Рис. 7. Результаты ВЭЖХ дЛПС (А) и О-полисахарида (Б) 
S. Enteritidis в 0,2 М PBS-буфере с рН 7,4.
Fig. 7. Results of HPLC of dLPS(A) and OPS (Б) of S. Enteritidis in 
0.2 M PBS buffer with pH 7.4.

Рис. 8. Характеристика пирогенности нативного и деацилиро-
ванного ЛПС S. Enteritidis. Столбики разных цветов отражают 
пирогенный ответ каждого из трех кроликов.
Fig. 8. Pyrogenicity characteristics of the native and deacylated 
S. Enteritidis LPS. Blocks of different colours represent individual 
febrile response of each of three rabbits.
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Рис. 9. Сероспецифическая активность дЛПС S. Enteritidis.
Fig. 9. Sera activity of S. Enteritidis dLPS.
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(CBA × C57Bl/6)F1), иммунизированных дЛПС S. Enteritidis. 
Результаты представлены в виде разведения сывороток.
Fig. 10. Development of a specific IgG and IgM response in F1 (CBA 
× C57Bl/6)F1) mice immunized with dLPS from S. Enteritidis. The 
results are presented in the form of sera dilution.
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лезной) иммунной защиты. Профиль изотипа влияет на 
связывание антител с Fc-рецепторами и на эффективность 
активации комплемента. Это, в свою очередь, оказывает 
влияние на опсонофагоцитоз и на усиление внутриклеточ-
ных антибактериальных механизмов фагоцитов. В исследо-
ваниях на мышах было обнаружено, что поликлональные и 
моноклональные IgM к полисахаридным антигенам сальмо-
неллы обладают высокой защитной способностью, а в не-
которых случаях и большей, чем IgG [28]. Проведенные нами 
исследования показали, что дЛПС S. Enteritidis вызывает 
образование специфических как IgG-, так и IgM-антител в 
примерно одинаковых титрах. Максимальные значения ти-
тров антител достигались после третьего введения. 

Препарат низкоэндотоксичного триацильного дЛПС, 
включающего длинные LC (long chain) О-полисахаридные 
цепи, обладает более высоким профилем безопасности, так 
как включает преимущественно триацильные формы ЛПС 
по сравнению с везикулярными сальмонеллезными вакци-
нами, в которых используется генетически детоксифициро-
ванный пентаацильный ЛПС [29]. Другим проблемным мо-
ментом именно сальмонеллезных везикулярных вакцин яв-
ляется снижение длины О-полисахаридных цепей в препара-
те и, соответственно, риск утраты иммуногенности [30]. 
Разработанная технология получения препарата дЛПС обе-
спечивает внутрипроцессный контроль содержания высоко-
молекулярных длинноцепных форм дЛПС и, таким образом, 
контроль иммуногенности.

Современные исследования уделяют важное внимание 
исследования тонкой химической структуры и нативности 
О-антигена S. Enteritidis, включая элементы молекулярного 
моделирования [31]. дЛПС содержит больший набор неаль-
терированных антигенных детерминант, включая полезные 
перекрестно реагирующие со всеми серотипами сальмо-
нелл антигенные детерминанты кора типа R2В, в отличие от 
фрагментов ЛПС, таких как О-полисахарид и даже COPS, 
используемых для получения конъюгированных белково-по-
лисахаридных сальмонеллезных вакцин. Таким образом, 
целый ряд оригинальных характеристик дЛПС S. Enteritidis 
свидетельствуют о перспективности его дальнейшего изуче-
ния и разработки.

Заключение

Разработка вакцины против S. Enteritidis может привести 
к существенному снижению заболеваемости прежде всего у 
тех групп лиц, которые проживают вблизи или трудятся на 
животноводческих фермах или вовлечены в агропроизвод-
ство, сотрудников пищевой промышленности, а также лиц, 
проживающих в эндемичных по данному возбудителю реги-
онах, которые могут инфицироваться при употреблении за-
раженных яиц.

Разработанная нами технология получения низкотоксич-
ных и иммуногенныех дЛПС S. enteriditis позволит создать 
вакцину против этого возбудителя и сократить социально-
экономический ущерб, вызываемый этой инфекцией.
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