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Потребность в эффективной и экономичной вакцине против холеры продолжает оста
ваться актуальной в связи с появлением новых штаммов, которые вызывают тяжелые кли
нические формы холеры и могут вытеснить штаммы седьмой пандемии, а также угрозе 
выноса инфекции из эндемичных стран. В обзоре представлены литературные данные об 
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The need for efficient and cost-effective cholera vaccine hasn’t lost its actuality in view of the 
emergence of new strains leading to severe clinical forms of cholera and capable to replace strains 
of the seventh cholera pandemic, and in connection with the threat of cholera spreading beyond 
the borders of endemic countries. In this review data from literature sources are presented about 
the use of outer membrane proteins, vesicles, cell ghosts of the cholera causative agent in specific 
prophylaxis and diagnostics of the disease.
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Во время текущей пандемии получены противоречивые данные об эффективности 
специфической профилактики холеры и ее применении в случаях завоза инфекции 
из внеэндемичных территорий. В соответствии с этим менялась официальная точка 
зрения экспертов ВОЗ и национальных служб здравоохранения на эту проблему [10]. 
Идеальной вакцины, которая бы отвечала всем требованиям ВОЗ, до сих пор не су
ществует [24]. Аттенуированные вакцины способны индуцировать мощный протек- 
тивный ответ после однократного применения, но могут оказывать и негативное 
действие на больных с ослабленным иммунитетом. Убитые вакцины с успехом про
демонстрировали свой потенциал по защите населения эндемичных районов, однако 
не способны обеспечить долгосрочную защиту и не подходят для детей в возрасте до 
двух лет. Кроме того, они принимаются в несколько доз [30]. Существенным препят
ствием для усовершенствования химических вакцин против холеры является недо
статочность сведений о природе протективных антигенов холерного вибриона. Вместе 
с тем, установлено, что антигены, ответственные за формирование антибактериаль
ного иммунитета, локализованы, главным образом, на наружных мембранах (НМ) 
возбудителя, поэтому исследования по совершенствованию средств иммунопрофи
лактики и иммунодиагностики холеры тесно связаны с поверхностными структурами 
холерного вибриона [3].

Белки наружной мембраны различных бактерий играют двойственную роль во 
взаимоотношениях патогена с иммунной системой организма-хозяина. С одной сто
роны, наружные белки являются факторами патогенности, подавляющими отдельные 
стадии иммунной защиты хозяина, с другой — представляют собой молекулы-мишени 
для системы врожденного иммунитета макроорганизма, активируя факторы немед
ленной защиты и участвуя в формировании специфического иммунного ответа [8]. 
Поэтому понимание структуры и свойств белкового состава бактериальной наружной 
мембраны необходимо при разработке противоинфекционных препаратов и вакцин 
[17]. Кроме того, препараты, созданные на основе белков НМ бактерий, могут за
щищать от инфекции, вызываемой всеми типами данного вида микроорганизма, и 
являются перспективными для профилактики родственных инфекций [8].

Наружные мембраны Vibrio cholerae содержат белки (Ошр), продукция которых 
регулируется в ответ на желчь, осмолярность, колебания pH и другие сигналы окру
жающей среды. В составе мембранных пузырьков поверхностные белки могут при
нимать участие в транспорте различных токсинов, ферментов, ДНК и т.д. в клетки 
хозяина во время колонизации кишечника [21], что предполагает их важную роль в 
индукции иммунного ответа макроорганизма. Белки внешней мембраны возбудите
ля холеры являются видоспецифическими антигенами и способны вызывать образо
вание агглютинирующих и вибриоцидных антител, перекрестно реагирующих с ви
брионами разных серогрупп [16]. Ранее сообщалось о наличии иммуногенной 
активности у белка OmpW (22 кДа), присутствующего практически у всех исследо
ванных штаммов холерных вибрионов [16], и OmpV (25 кДа), связанного с пептидо- 
гликаном белка теплового шока [35]. Мишанькиным Б.Н. и др. [5] получены данные 
о наличии протективных и иммуногенных свойств у ОшрТ (около 40 кДа) возбуди
теля холеры, что может быть полезным для совершенствования специфической про
филактики этого заболевания.

Иммуногенными свойствами обладают и токсин-корегулируемые пили адгезии 
(Тср) [11,33]. Антитела против Тср, образующиеся непосредственно к белкам, входя
щим в состав дисульфидной петли, оказывают протективное действие при экспери
ментальной холере [27], предотвращая развитие инфекционного процесса на его 
первой стадии — колонизации. Включение Тср в состав вакцинных препаратов может 
усилить их иммуногенность [2], так как адгезины вызывают выработку секреторных 
антител класса А, предотвращающих колонизацию кишечника. Фактор колонизации 
белок TcpF, продуцируемый V. cholerae 01 и 0139 серогрупп, вызывает интерес ис
следователей как потенциальный протективный антиген. При оценке иммуногенности 
и протективности выявлен дополнительный протективный эффект при сочетании его 
с В субъединицей холерного токсина (ХТВ) [31]. Показано, что рекомбинантная 
субъединица А токсин-корегулируемых пилей (ТсрА) холерного вибриона может ис
пользоваться в качестве носителя в оральной вакцине против холеры как самостоя
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тельно [19], так и совместно с ХТВ в качестве иммуногенов при разработке эффектив
ной мультивалентной субъединичной вакцины против V. cholerae [32].

Экстрацеллюлярная секреция продуктов является основным механизмом «обще
ния» грамотрицательных возбудителей с макроорганизмом. Патогенные и непатоген
ные виды грамотрицательных бактерий выделяют везикулы (пузырьки), которые 
служат транспортным средством для секретируемых белков и липидов и играют важ
ную роль в колонизации, передавая факторы вирулентности в клетки хозяина, причем 
механизмы пузырек-опосредованной доставки токсинов очень разнообразны. Анализ 
биохимических и функциональных характеристик везикул продемонстрировал, что 
они содержат адгезины, токсины и иммуномодулирующие соединения, благодаря 
чему опосредуют проявление бактериальных и инвазивных свойств, являются при
чиной цитотоксичности, а также активируют иммунную систему макроорганизма [21, 
26]. Сохранение нативной структуры мембранных антигенов и хорошая физико
химическая стабильность делают везикулы наружных мембран (OMV) привлекатель
ными для использования их в качестве вакцин, адъювантов, в лекарственной терапии 
бактериальных и вирусных болезней [28].

Холерный вибрион, как и все грамотрицательные бактерии, выделяет для транс
порта важных факторов вирулентности OMV, которые представляют собой образова
ния сферической формы размером от 20 до 200 нм. Показано, что OMV играют важную 
роль в доставке XT к клеткам эпителия тонкого кишечника [14]. Также установлено, 
что взаимодействие OMV с эпителиальными клетками кишечника модулирует про- 
воспалительный ответ клеток эпителия и активирует дендритные клетки, что способ
ствует дифференциации Т-клеток в сторону Th2/Th 17 ответа [15].

О возможности использования OMV холерного вибриона для специфической 
профилактики холеры свидетельствуют результаты, полученные за рубежом. Пока
зано, что оральная или интраназальная иммунизация животных OMV индуцировала 
долгосрочную иммунную защиту от заражения холерой и защищала потомство от 
колонизации кишечника возбудителем. Независимо от способа иммунизации у мышей 
регистрировался выраженный иммунный ответ на различные антигены, присут
ствующие в OMV [23,36, 37]. Иммунизация OMVхолерного вибриона самок мышей 
снижала колонизацию бактериями кишечника новорожденных мышат, инфициро
ванных V. cholerae: после заражения достоверно уменьшалось количество вибрионов, 
а также снижалась инфицирующая способность бактерий, выделяемых во внешнюю 
среду с фекалиями [12,13]. Индийские авторы выявили, что пероральная иммуниза
ция OMV V. cholerae вызывала формирование серогруппоспецифического иммуни
тета и защищала иммунизированных взрослых мышей от заражения гетерогенными 
штаммами этого возбудителя, что может быть полезным для создания новой вакцины 
против циркулирующих штаммов [38]. Японскими авторами также показано, что 
оральная иммунизация очищенными OMV холерного вибриона индуцировала высо
кие титры специфических антител, которые оказывали вибриоцидное действие на 
гомологичные и некоторые гетерологичные штаммы V. cholerae. Кроме того, OMV 
обладали протекгивными свойствами и защищали кроликов от последующего зара
жения холерой. Было также установлено, что OMV достоверно менее реактогенны, 
чем живые и убитые бактерии, что свидетельствует о перспективности их использо
вания для профилактики этого заболевания [34].

Другим направлением в плане совершенствования профилактики инфекционных 
болезней является исследование иммуногенных и протективных свойств так назы
ваемых «теней», у которых сохраняются все поверхностные структуры. «Тени» про
являют адъювантные свойства и вызывают формирование гуморального и клеточно
го иммунного ответа на антигены. Протекгивные антигены могут быть представлены 
как на внутренней, так и на наружной мембране «теней». После очистки и лиофили- 
зации препараты «теней» могут сохраняться при комнатной температуре достаточно 
долго. Цикл производства от исходной культуры до прививки очищенным препаратом 
занимает не более одного дня и, таким образом, отвечает современным критериям 
быстрого производства вакцины, что позволяет не хранить ее большие запасы [22]. 
Все вышеперечисленное обусловливает повышенный интерес исследователей к этим 
бактериальным структурам.

112



Поданным F.O. Еко et al. [18] оральная иммунизация кроликов «тенями» клеток 
V. cholerae OI и 0139 серогрупп стимулировала образование высокого титра вибрио- 
цидных антител.

Для конструирования искусственных вакцин иркутскими исследователями были 
использованы наружные мембраны клеток возбудителя холеры, полученные в резуль
тате разрушения и инактивации вибрионов Эль тор мочевиной с последующей об
работкой их трипсином [3]. Предложенный препарат был нетоксичен, обладал имму- 
ногенностью и протективностью, что позволило рекомендовать его в качестве 
основы, обеспечивающей формирование эффективного антибактериального имму
нитета, для конструирования оральной бесклеточной холерной вакцины [4, 9].

В Ростовском-на-Дону противочумном институте выявлены иммуноген
ная и протективная активности у НМ холерного вибриона, выделенных щадящими 
методами из штамма V. cholerae El tor 18950 (ctx', tcp", OmpT+, OmpU", OmpW+). 
Иммунизация мышей и взрослых кроликов НМ предотвращала развитие холеры у 
экспериментальных животных, зараженных вирулентными штаммами возбудителя, 
причем этот эффект сохранялся до 5 месяцев поствакцинального периода (срок на
блюдения) [6].

Антитела, полученные к белковым компонентам НМ бактериальных клеток, так
же обладают протективным эффектом [20, 25]. М. Das et al. [16] показали, что анти
сыворотки к белкам НМ холерного вибриона значительно снижают секрецию жид
кости в петлях тонкого кишечника взрослых кроликов при заражении их 
гомологичным штаммом возбудителя холеры, а комбинация антисывороток к разным 
белкам — у зараженных гетерологичными вибрионами серотипа Огава и штаммов 
0139 животных.

В последние годы развивается направление по использованию белков наружных 
мембран для диагностики инфекционных болезней. Разработан быстрый MALDI-TOF 
MS анализ, который может выявлять эпидемические штаммы возбудителя холеры 
01/0139 и другие патогенные вибрионы по различию в массе белка OmpU, амино
кислотная последовательность которого у эпидемически значимых штаммов холеры 
является уникальной и высоко консервативной [29]. Для детекции эпидемически 
опасных штаммов холерных вибрионов Эль тор 01 и 0139 серогупп Евдокимовой 
В.В. и др. [1] получены моноклональные антитела, которые выявляют антигенные 
детерминанты белковой природы, представленные только у штаммов холерных ви
брионов 01, 0139 с генетической характеристикой ctx+ tcp‘ и ctx- tcp+.

Таким образом, знание строения и свойств поверхностных структур возбудителей 
может серьезно повлиять на разработку противоинфекционных препаратов и вакцин, 
предназначенных для профилактики заболеваний, вызванных патогенными грамо- 
трицательными бактериями, в том числе и холеры. Это тем более актуально, так как 
до сих пор отсутствуют отечественные комплексные вакцины, обеспечивающие одно
временную защиту от эпидемически опасных штаммов V. cholerae двух серогрупп — 0 1 
и 0139. Кроме того, для производства химических холерных вакцин используют 
высоковирулентные штаммы, применение которых требует больших материальных 
затрат для обеспечения биологической безопасности. В этой связи, разработка вак
цинных препаратов нового поколения, а также создание универсальной технологии 
их производства является важным и перспективным направлением научных иссле
дований [7].
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