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вили молодые люди и люди активной 
жизненной позиции, трудоспособного 
возраста 20-49 лет (табл.2). 

Заключение. Необходимо иметь в 
виду, что данные официальной реги-
страции не могут отражать истинную 
картину заболеваемости острым ви-
русным гепатитом С, так как желтуш-
ный вариант болезни встречается ред-
ко и в 75-80% случаев ОГС протекает 
бессимптомно, с минимальной клини-
ческой симптоматикой. Если уровень 
заболеваемости ХГС в РС(Я) до 2002 г. 
не превышал уровня заболеваемости 
по РФ, то начиная с 2003 по 2010 г. он 
был выше российского.

Эпидемиологическая ситуация по 
ВГС в Республике Саха (Якутия) носит 
неблагоприятный характер, т.к. забо-
леваемость гепатитом С регистрирует-
ся в основном у трудоспособной части 
населения в возрасте 20-49 лет. Рас-
тет уровень регистрации хронического 

гепатита С (51%), а также в стадии ЦП 
– 34,6%. За анализируемый период, 
с 2007 по 2011 г. наблюдается повы-
шение ХГС с исходом в ЦП, начиная с 
2008 г. идет тенденция снижения ХГВ, 
Д, (микст), ЦП. По гендерному призна-
ку в последние годы среди больных 
ВГС наблюдается преобладание жен-
щин – 82,9% , чем мужчин – 17,1%.

При отсутствии специфической про-
филактики ГС маловероятно в ближай-
шее время снижение заболеваемости 
ХГС, что представляет реальную угро-
зу для здоровья и этнической попу-
ляции, проживающей на территории 
РС(Я).
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Распределение заболеваемости вирусным гепатитом С
 по  гендерному признаку с 2007 по 2011 г.

НСV ОВГС ХГС ХГС с ЦП Mixt (С+В)
абс. % абс. % абс. % абс. % абс. %

Мужчины 411 47,2 32 64 226 51 114 37,7 39 51,3
Женщины 461 52,8 18 36 218 49 188 62,3 37 48,7

Итого 872 100 50 5,7 444 51 302 34,6 76 8,7

Таблица 2
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Введение. Инфекции, вызываемые 
иерсиниями (Y. pseudotuberculosis, Y. 
pestis, Y. enterocolitica), встречаются во 
многих странах мира. В России псев-
дотуберкулезная инфекция наиболее 

актуальна для территорий Сибири и 
Дальнего Востока, с умеренным и хо-
лодным климатом, где ежегодно ре-
гистрируется в виде спорадических 
случаев или эпидемических вспышек. 
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Проведен анализ полиморфизма гена мембранно-связанной фосфолипазы А Y. pseudotuberculosis. Выявлена высокая консерватив-
ность этого фермента на нуклеотидном и аминокислотном уровнях. Путем экспрессии в клетках E. coli получена рекомбинантная фос-
фолипаза А, которая использована в качестве антигена для выявления специфических антител. Показано, что антитела к этому белку 
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Здесь циркулирует дальневосточный 
патогенный тип Y. pseudotuberculosis 
(YPMa+ HPI-, возбудитель системной 
псевдотуберкулезной инфекции) [8]. 

Псевдотуберкулез относится к чис-
лу инфекций с пищевым путем переда-
чи, реализуемым через сырые овощи, 
загрязненные выделениями грызунов 
и длительное время хранившиеся при 
низкой температуре. 

Клинические признаки псевдотубер-
кулеза у человека характеризуются 
разнообразием форм и вариантов, что, 
по-видимому, может быть обусловлено 
различной ролью тех или иных факто-
ров патогенности Y. pseudotuberculosis. 
Кроме того, характерными особенно-
стями патогенеза иерсиниозов явля-
ются длительное сохранение возбу-
дителя в организме, незавершенность 
патологического процесса и наруше-
ния иммуногенеза, в результате чего 
наблюдается развитие осложнений 
или вторично-очаговых форм этой па-
тологии. Ежегодно в России регистри-
руется около 4,5 тыс. случаев забо-
левания иерсиниозами (из них более 
50% - дети до 14 лет) [4]. 

Диагностика кишечных инфекций, 
обусловленных иерсиниями, харак-
теризуется низкой эффективностью 
средств и способов их выявления. 
Такое положение определяет устой-
чивое внимание ученых к совершен-
ствованию бактериологических и раз-
работке иммунохимических методов 
лабораторной диагностики псевдоту-
беркулеза и кишечного иерсиниоза. В 
связи с этим актуальным остается по-
иск высокоспецифичных бактериаль-
ных антигенов для разработки новых 
эффективных вакцинных препаратов 
и средств дифференциальной диагно-
стики иерсиниозов от других кишечных 
инфекций.

В качестве диагностических антиге-
нов наиболее перспективным представ-
ляется использование белков наруж-
ной мембраны (НМ) бактерий, одним 
из которых является липолитический 
фермент – мембранно-связанная фос-
фолипаза А (PldA - detergent-resistant 
phospholipase A, ген pldA) [9]. Этот 
фермент отщепляет ацильный заме-
ститель в молекулах фосфолипидов 
с образованием лизофосфолипидов 
и свободных жирных кислот. PldA яв-
ляется Ca2+-зависимым ферментом, 
который находится в НМ бактерий в не 
активной форме. Активация происхо-
дит в результате димеризации белка, 
вызванной нарушением целостности 
клеточной оболочки. Установлено, что 
фосфолипаза А является фактором 
вирулентности бактерий, однако до 
настоящего времени остаются неиз-

вестными ее мишени и механизм дей-
ствия на клетки макроорганизма [10]. 
Показано, что бактерии Helicobacter 
pylori с высоким содержанием лизо-
фосфатидилэтаноламина (ЛФЭ), яв-
ляющегося основным продуктом ги-
дролиза мембранной фосфолипазы 
А, характеризуются высокой патоген-
ностью [15]. 

Нами было показано, что в услови-
ях недостатка кислорода у Y. pseudo-
tuberculosis существенно повышается 
уровень ЛФЭ, что коррелирует с изме-
нением физических свойств мембран 
и увеличением инвазивности клеток 
[1]. Следует отметить, что в литерату-
ре описаны единичные исследования 
структурно-функциональных и анти-
генных свойств бактериальных фос-
фолипаз. Для Y. pseudotuberculosis 
подобных исследований ранее не про-
водилось.

Целью данной работы является 
генетическая характеристика PldA Y. 
pseudotuberculosis на основе изучения 
аллельного полиморфизма pldA гена. 
Кроме того, в ходе работы была про-
ведена оценка возможности примене-
ния рекомбинантной фосфолипазы А 
в качестве диагностического антигена 
для верификации псевдотуберкулез-
ной инфекции. 

Материалы и методы. Геномную 
ДНК из штаммов Y. pseudotuberculosis 
выделяли с помощью набора Nucleo-
Spin® Tissue («Macherey-nagel», США) 
согласно рекомендациям производите-
ля. Определение полиморфных вари-
антов генов pldA Y. pseudotuberculosis 
проводили с помощью разработан-
ных праймеров и HSТaq- полимеразы 
(«Евроген», Россия) методом ПЦР с 
«горячим стартом». ПЦР фрагменты 
секвенировали на автоматическом 
ДНК анализаторе 3130хL («Applied 
Biosystems», США). Поиск гомологич-
ных последовательностей осущест-
вляли на сервере GenBank по алго-
ритму BLASTN (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi). Анализ нуклеотидных 
последовательностей проводили с ис-
пользованием пакета программ MEGA 
v.4 [14]. 

Филогенетические деревья для по-
лученных нуклеотидных последова-
тельностей строили с помощью метода 
ближайших соседей (Neighbour-Joining), 
используя алгоритм «Kimura-2parameter» 
и «bootstrap» тест в 1000 реплик.

Выделение, фолдинг и очистку ре-
комбинантной фосфолипазы А (rPldA) 
проводили согласно методике, описан-
ной в работе [7]. 

Сыворотки крови больных острой 
кишечной и вторично-очаговыми фор-
мами псевдотуберкулеза были полу-

чены из отделений Городской клини-
ческой больницы № 2 (г. Владивосток), 
стационара Медобъединения ДВО 
РАН (г. Владивосток) и ФБУЗ «Центр 
гигиены и эпидемиологии в Респу-
блике Саха (Якутия)» (г. Якутск). Для 
исследования сывороток крови при-
меняли непрямой вариант ИФА, ис-
пользуя микропланшеты Costar (USA). 
В качестве антивидовых антител ис-
пользовали коммерческие иммуно-
ферментные конъюгаты производства 
НИИ эпидемиологии и микробиологии 
им. Н. Ф. Гамалеи (г. Москва). Резуль-
таты учитывали на спектрофотометре 
μQuant, BIO-TEK INSTRUMENTS.INC 
(USA) при 492 нм, в качестве хромо-
гена применяли 0.04% раствор орто-
фенилендиамина. 

Результаты и обсуждение. Липо-
литические ферменты (липазы, фос-
фолипазы, лизофосфолипазы) играют 
существенную роль у бактерий, обе-
спечивая фосфолипидный обмен. Эти 
ферменты могут способствовать фор-
мированию патогенного потенциала 
бактерий. Показано, что фосфолипа-
зы участвуют в адаптации бактерий к 
условиям среды организма-хозяина, 
облегчают секрецию факторов виру-
лентности и бактериоцинов, а также 
обладают способностью повреждать/
разрушать мембраны клеток хозяина 
[9]. Y. pseudotuberculosis содержит две 
структурно различающиеся фосфоли-
пазы А, одна из которых кодируется 
геном pldA и является мембранно-
связанным ферментом, другая коди-
руется геном yplA и представляет со-
бой секретируемый белок. Показано, 
что ген фосфолипазы pldA Escherichia 
coli находится под контролем кон-
ститутивного промотора, поэтому в 
клетке постоянно присутствует около 
500 копий неактивного фермента [12]. 
Однако регуляция экспрессии PldA Y. 
pseudotuberculosis скорее всего от-
личается от таковой у E. coli и может 
осуществляться на трансляционном 
или посттрансляционном уровнях [13]. 
В литературе нет данных о полимор-
физме генов бактериальных фосфо-
липаз, поэтому анализ генов pldA Y. 
pseudotuberculosis в сравнении с тако-
выми Y. enterocolitica, представленных 
в GeneBank и SEED, имеет важное зна-
чение для получения представлений о 
молекулярно-генетической характери-
стике липолитических ферментов.

В работе использовали 20 штаммов 
Y. pseudotuberculosis, выделенных на 
территории Российской Федерации в 
период с 1955 по 2009 г., а также 15 
штаммов Y. pseudotuberculosis, пред-
ставляющих другие регионы мира. Все 
последовательности генов pldA были 
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ПЦР амплифицированы, секвенирова-
ны и проанализированы с использова-
нием программы MEGA v.4 [14]. 

Сравнение генов pldA Y. pseudotu-
berculosis проводилось с аналогич-
ными генами Y. pseudotuberculosis, Y. 
pestis и Y. enterocolitica, геномы кото-
рых представлены в GenBank (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov). В общей слож-
ности в программе ClustalW 2.0.10 [11] 
было выровнено 47 последовательно-
стей pldA гена. Размер анализируемой 
нуклеотидной последовательности со-
ставил 876 н.п. С целью исследования 
полиморфизма pldA были определены 
аллели для генов фосфолипазы А Y. 
pseudotuberculosis и Y. enterocolitica. 
Для pldA гена было получено пять ал-
лелей. Преобладающее большинство 
(67,6%) штаммов Y. pseudotuberculosis 
принадлежало к 4-му аллелю, 11,8 – к 
1-му (вместе с Y. similis), 8,8 – к 3-му и 
5,9% штаммов ко 2-му аллелю. Штам-
мы Y. pestis в основном относились к 
1-му аллелю (данные не показаны), 
единственный штамм Angola обра-
зовывал собственный 5-й аллель. В 
то же время для девяти штаммов Y. 
enterocolitica было выделено шесть 
нуклеотидных pldA и четыре амино-
кислотных PldA аллелей. Шесть штам-
мов Y. enterocolitica subsp. palearctica 
составляли 3-й аллель PldA (4-й и 
5-й нуклеотидные pldA аллели), два 
штамма IA принадлежали к 1-му PldA 
аллелю (1-й и 3-й нуклеотидные pldA 
аллели), один штамм Y. enterocolitica 
subsp. enterocolitica (IB) образовывал 
собственный аллель 2.

Для изучения филогенетической 
структуры pldA было сконструировано 
дерево. Как видно из рис.1 внутри вида 
Y. pseudotuberculosis можно выделить 
три генетические группы. Первая груп-
па, самая многочисленная, была пред-
ставлена штаммами, относящимися к 
4-му аллелю. В эту группу вошли все 
три штамма Y. pestis. Вторая группа 
была образована тремя штаммами Y. 
pseudotuberculosis, принадлежащи-
ми к 3-му аллелю. Пять штаммов Y. 
pseudotuberculosis (1-й и 2-й нуклеотид-
ные аллели) группировались с Y. similis 
и составили третью группу. Штаммы Y. 
enterocolitica формируют отдельный 
кластер с двумя выраженными груп-
пами, что совпадает с современным 
разделением вида на два подвида: 
Y. enterocolitica subsp. enterocolitica 
и Y. enterocolitica subsp. palearctica. 
Штаммы биотипа IA группируются 
вместе со штаммом Y. enterocolitica 
subsp. enterocolitica. Следует отме-
тить, что между генетическими груп-
пами внутривидовая дивергенция для 
pldA Y. pseudotuberculosis составила 

0,021-0,027, в то время как для pldA 
Y. enterocolitica она была в два раза 
выше (0,057-0,059). Эти данные свиде-
тельствуют о низкой степени полимор-
физма гена pldA Y. pseudotuberculosis, 
а следовательно, о высоком консерва-
тизме аминокислотной последователь-
ности фосфолипазы А.

Современные поколения диагно-
стических препаратов основаны на по-
следних достижениях в области био-
технологии. Для выявления антител в 
сыворотках крови широко используют-
ся рекомбинантные белки и синтети-
ческие пептиды. Применение реком-
бинантных белков в диагностических 
тест-системах имеет целый ряд преи-
муществ по сравнению с антигенами, 

выделенными из клеток микроорганиз-
мов. Прежде всего, это прекращение 
использования высокопатогенных ин-
фекционных агентов при производстве 
компонентов тест систем. Другим важ-
нейшим преимуществом данных тех-
нологий является стандартизация ка-
чества новых иммунодиагностических 
систем, отсутствие в рекомбинантных 
белках нежелательных примесей по-
зволяет избежать неспецифической 
гипердиагностики и снизить процент 
ложноположительных реакций.

Ранее нами была сконструирована 
генетическая система для получения 
рекомбинантной фосфолипазы А Y. 
pseudotuberculosis и получен штамм-
продуцент E. coli BL21(DE3)/mPldA 

Рис.1. Филогенетическое дерево иерсиний, построенное методом ближайших соседей на 
основании pldA гена. Шкала отображает количество нуклеотидных замен на нуклеотидный 
сайт. Числа в узлах дерева показывают величину «bootstrep» поддержки в 1000 реплик. 
Обозначения: YPS – Y. pseudotuberculosis; YE – Y. enterocolitica; ● – Y. pestis; ▲ – Y. similis
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[5]. Белок был экспрессирован без 
сигнальной последовательности и на-
капливался в цитоплазме в агрегиро-
ванном состоянии в виде телец вклю-
чения. Поэтому выделенный белок был 
растворен в 8 М мочевине и переведен 
в нативную конформацию в щелочных 
условиях в присутствии неионного де-
тергента тритон Х-100. 

Полученная rPldA была использо-
вана в качестве антигена в ИФА тест-
системе для обнаружения специфи-
ческих антител в сыворотках крови 
людей, больных острой кишечной и 
вторично-очаговой формами псевдо-
туберкулеза. Для выявления специ-
фических антител к rPldA были взяты 
образцы сывороток крови больных, в 
которых обнаруживалось диагностиче-
ское количество антител к OmpF пори-
ну, используемому в качестве антигена 
в ИФА тест-системе для верификации 
псевдотуберкулеза [2, 3]. 

Как видно из рис.2, во всех исследо-
ванных сыворотках обнаружены анти-
тела к rPldA. Уровень антител к фос-
фолипазе был ниже по сравнению с 
таковым к OmpF порину, однако в 50% 
случаев значения оптической плотно-
сти цветной реакции (А>0,62) указыва-
ли на наличие антител в диагностиче-
ском количестве. Таким образом, нами 
было показано, что фосфолипаза А из 
НМ Y. pseudotuberculosis, в силу своей 
локализации на поверхности клетки, 
является не только одним из факторов 
вирулентности грамотрицательных 
бактерий, но и относится к иммуноген-
ным для человека компонентам НМ. 
Интересно отметить, что антитела к 
подобным ферментам, выделенным 
из мембран других патогенных для че-
ловека грамотрицательных бактерий, 
в сыворотках крови больных ранее не 
обнаруживались [6].

Заключение. Таким образом, уста-
новлено, что доминирующим вари-
антом мембранно-связанной фос-
фолипазы А является 4-й аллель, 
кодируемый pldA генами первой гене-
тической группы Y. pseudotuberculosis. 
Выявлена высокая консервативность 
PldA Y. pseudotuberculosis на нуклео-
тидном и аминокислотном уровнях по 
сравнению с PldA Y. enterocolitica. Пу-
тем экспрессии в клетках E. coli полу-
чена рекомбинантная фосфолипаза А, 
антитела, специфичные к ней, были 
обнаружены в сыворотках крови боль-
ных острой кишечной и вторично-оча-
говой формами псевдотуберкулеза. В 
связи с этим разработка новой эффек-

тивной диагностической тест-системы 
на основе рекомбинантной фосфоли-
пазы A для верификации псевдотубер-
кулезной инфекции представляется 
актуальной задачей и требует даль-
нейших исследований в данной обла-
сти.
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