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Аннотация. Периодически случаи псевдотуберкулеза в  разных странах 
мира определяют актуальность совершенствования лабораторной диагно-
стики заболевания. Авторами разработан экспериментальный полимерный 
диагностикум на  основе антигенов, входящих в  состав белков наружных 
мембран Y. pseudotuberculosis. При исследовании сенситина мето-
дом газовой хромато-масс-спектрометрии показано, что спектр выявлен-
ных жирных кислот соответствует профилю Y. pseudotuberculosis, 
описанному в  литературе, и  представлен антигенами преимущественно 
протеиновой природы при минимальных примесях ЛПС.

Ключевые слова: Y. pseudotuberculosis, псевдотуберкулёз, газовая хрома-
то-масс-спектрометрия, сенситин, жирные кислоты, липополисахарид.

Псевдотуберкулез — заболевание, вызываемое 
бактериями вида Yersinia pseudotuberculosis, 
широко распространено в мире, но более харак-

терно для регионов с умеренным или холодным клима-
том [7; 8; 15]. Заболевание носит эпидемический, груп-
повой или спорадический характер, характеризуется 
полиморфной симптоматикой, склонностью к  рециди-
вирующему и хроническому течению инфекции [2; 23].

Лабораторная диагностика псевдотуберкулеза вклю-
чает в  себя применение бактериологических, иммуно-
логических и  молекулярно-генетических методов [13]. 
«Золотым стандартом» при постановке лабораторного 
диагноза является выделение культуры возбудителя, од-

нако данный метод наиболее информативен при острой 
стадии заболевания, поскольку на  более поздних эта-
пах болезни псевдотуберкулезный микроб не  обнару-
живается в крови и кишечном содержимом [3]. В связи 
с этим наиболее широкое применение при диагностике 
псевдотуберкулеза получили иммунологические ме-
тоды, позволяющие выявлять специфические антитела 
в сыворотках крови больных — реакции агглютинации, 
непрямой гемагглютинации, связывания комплемента, 
иммуноферментный анализ и иммуноблоттинг [4; 12].

В настоящее время актуальным является конструиро-
вание диагностических тест-систем на основе синтетиче-
ских полимерных микросфер со специфическими биоли-
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гандами для безаппаратной серологической диагностики 
[9]. Такие тест-системы не требуют применения специаль-
ного оборудования, отличаются простотой проведения 
и возможностью визуальной оценки результата. В соче-
тании с  высокими показателями специфичности и  чув-
ствительности иммуносуспензионные методы успешно 
пополняют арсенал методов лабораторной серологиче-
ской диагностики и используются при выявлении таких 
инфекционных заболеваний человека, как гистоплазмоз 
[19], сифилис [24], стронгилоидоз [26], сальмонеллез [5], 
бруцеллез [14], менингококковая инфекция [21], мелио-
идоз [27] и  т. д. Латексные диагностикумы применяются 
не только в медицине, но и ветеринарии [22; 18].

На  базе ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный 
институт Роспотребнадзора был получен эксперимен-
тальный антигенный полимерный латексный пpепарат 
для диагностики псевдотуберкулеза в  реакции агломе-
рации объемной (РАО), являющейся одним из вариантов 
реакции агглютинации латекса, при этом в названии ре-
акции сделано уточнение, что она проводится объемно, 
по типу РНГА, в микропланшетах для иммунологических 
реакций. На основании оценки операционных характе-
ристик [10] полимерного антигенного псевдотуберку-
лезного диагностикума показаны его чувствительность 
(86%), специфичность (89%), точность (87%), рассчитан 
диагностический титр антител (≥1:160) для выявления 
псевдотуберкулеза у людей в РАО.

Высокая чувствительность и специфичность диагно-
стического препарата обусловлены такими свойствами 
использованного сенситина, как иммуногенность (спо-
собность индуцировать выраженный антительный от-
вет), так и  минимальным количеством общих эпитопов 
с  другими видами бактерий. Белковую природу выяв-
ляемых антигенов подтверждали с помощью обработки 
препарата проназой К. Специфичность иммунодоми-
нантных антигенов подтверждена методом иммуноблот-
тинга с  экспериментальными сыворотками к  возбу-
дителю псевдотуберкулеза и  близкородственным 
иерсиниям. Важным этапом также явилось выявление 
липополисахарида (ЛПС) в  составе сенситина, который 
является высоко специфичным иммунодоминантным 
антигеном Y. pseudotuberculosis.

Цель работы — сравнительное изучение профиля 
жирных кислот (ЖК), присутствующих в бактериальном 
лизате Y. pseudotuberculosis, очищенных препаратах 
ЛПС и антигенного сенситина с помощью метода газовой 
хромато-масс-спектрометрии (ГХМСМ).

Материалы и методы

В  работе был использован типовой штамм Y. 
pseudotuberculosis серовара O: Ia, отобранный из  кол-

лекции музея живых культур с центром патогенных для 
человека вибрионов ФКУЗ Ростовский-на-Дону проти-
вочумный институт Роспотребнадзора. Двухсуточную 
бактериальную массу, культивируемую на  чашках с  2% 
агаром Хоттингера (рН  7,2±0,1) [3] после обеззаражи-
вания использовали для выделения белков наружных 
мембран Y. pseudotuberculosis и  хромато-масс-спек-
трометрии. Сенситин (антигенная фракция штамма Y. 
pseudotuberculosis серовара O: Iа) был получен экс-
тракцией белков из изолированных наружных мембран 
[20] с  помощью N-лаурилсаркозината натрия [16; 25]. 
Анализ белкового состава лизата и  сенситина исследо-
вали электрофоретическим разделением по  методике 
Laemmli (1970) в 12% полиакриламидном геле с 0,1% SDS 
(SDS-ПААГ) [16] с последующим окрашиванием гелевой 
пластины красителем Coomassie R-250. Специфичность 
выделенных иммунодоминантных антигенов оценивали 
методом иммуноблоттинга по методике Towbin [29] с экс-
периментальными сыворотками к Y. pseudotuberculosis 
и  близкородственным иерсиниям. Препарат ЛПС был 
получен по методу Darveau R. P. и Hancock R. E. [17].

В  ходе подготовки проб для проведения ГХМСМ 
к 3 мг исследуемого материала приливали 250 мкл мета-
нола и высушивали при 80 °C. К сухому осадку добавляли 
400 мкл 1,2 М HCl в  метаноле (солянокислый метанол), 
прогревали при 80 °C в течение 45 мин, добавляли 500 
мкл гексана и  интенсивно перемешивали. Для разде-
ления фаз пробу оставляли на  5 минут при комнатной 
температуре. Верхнюю фазу, содержащую гексан и  ме-
тиловые эфиры жирных кислот, переносили в  стеклян-
ный виал объемом 2 мл и  выпаривали при комнатной 
температуре. Далее в виал вносили 20 мкл BSTFA и про-
гревали при 80 °C7–8 минут [6]. После этого 5 мкл пре-
парата наносили на  кварцевую хроматографическую 
колонку (Rtx-5MS, 30  м, 0,25  мм), покрытую поперечно 
сшитым-5% дифенил/95% диметил-полисилоксаном га-
зового хромато-масс-спектрометра «Маэстро 2–7802» 
(ИнтерЛаб, Москва, Россия). Для управления и обработ-
ки данных использовали штатные программы прибора.

Результаты и обсуждение

Особенности химического состава бактериальных 
клеток широко используются для идентификации рода 
или вида микроорганизмов в чистой культуре [1]. К на-
стоящему времени жирнокислотный состав большин-
ства микроорганизмов изучен и доказана его родо- и ви-
доспецифичность. В клетках прокариотов присутствуют 
жирные и  циклопропановые кислоты, альдегиды, при-
чем высшие жирные β-оксикислоты присущи только гра-
мотрицательным микроорганизмам [6; 11; 30]. Для опре-
деления клеточных липидов — высших жирных кислот 
(ЖК), альдегидов, спиртов и  стиролов — используется 
высокочувствительный и  селективный метод газовой 
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хромато-масс-спектрометрии (ГХМСМ). Тип продуциру-
емых ЖК и относительные концентрации индивидуаль-
ных ЖК характерны для того или иного вида бактерий. 
Более того, ЛПС, присущий грамотрицательным бакте-
риям, может содержать в своем составе видоспецифич-
ные ЖК [6; 30].

Нами были исследованы бактериальный лизат Y. 
pseudotuberculosis, сенситин (фракция антигеннов на-
ружных мембран) и очищенный препарат ЛПС. Исследу-
емые образцы подвергались кислому метанолизу, в ходе 
которого происходило высвобождение ЖК из  сложных 
липидов в виде метиловых эфиров, альдегидов — в виде 
диметилацеталей. Во всех исследуемых образцах выяв-
лены ЖК, входящие в состав как наружных мембран, так 
и в состав липида А ЛПС (Таблица 1).

В  бактериальном лизате Y. pseudotuberculosis 
серовара O: Ia выявлены 17 ЖК, среди которых пре-
обладают гексадекановая кислота (35,39%), 9-октоде-
ценовая кислота (12,45%), 3-гидрокситетрадекано-
вая кислота (7,73%), цис-10-гептадеценовая кислота 
(6,94%), 9-гексадекановая кислота (6,11%) и  их произ-
водные. Остальные кислоты представлены в меньшем 
количестве. В  препарате ЛПС выявлено 5 различных 
ЖК, основная масса которых представлена 3-гидрок-

ситетрадекановой (43,79%) и гексадекановой кислотой 
(23,86%), октадекановой кислотой (11,79%), а также их 
производными. В антигеном препарате белков наруж-
ных мембран возбудителя псевдотуберкулёза серо-
вара O: Ia также выявлено 8 ЖК, при этом большая их 
часть представлена октодекановой и  гексадекановой 
кислотами (56,15 и 32,69%, соответственно). При этом 
содержание 3-гидрокситетрадекановой кислоты со-
ставляет 0,49%.

Известно, что одним из  компонентов липида А  ЛПС 
грамотрицательных бактерий является 3-гидрок-
ситетрадекановая кислота [11; 30; 28]. Данные хро-
мато-масс-спектрометрии показали ее присутствие 
во  всех трех исследованных препаратах. В  лизате Y. 
pseudotuberculosis серовара O: Ia содержание данной 
кислоты — 7,73%, в  препарате ЛПС — 43,79%, в  пре-
парате белков наружных мембран — 0,49% от  общего 
объема. Выявленная 3-гидрокситетрадекановая кислота 
является одним из  компонентов липида А  ЛПС грамо-
трицательных бактерий, что позволяет использовать её 
в качестве маркера ЛПС.

Анализируя полученные данные, мы можем рас-
сматривать сенситин на  основе белков наружных 
мембран возбудителя псевдотуберкулёза как препа-

Таблица 1. Сравнительный анализ спектра ЖК в бактериальном лизате, ЛПС, сенситине

№ п/п Усл. обознач. Жирная кислота
лизат ЛПС сенситин

% от общего кол-ва

1 14:0 тетрадекановая 1,08 - 0,49

2 3h14:0 3-гидрокситетрадекановая 7,73 43,79 0,49

4 15:0 пентадекановая 2,98 - -

5 9h15:0 9-гидроксипентадекановая 2,05 - -

6 16:0 гексадекановая 35,39 23,86 32,69

7 16:1d9 9-гексадеценовая 6,11 7,16 0,54

8 10h16:0 10-гидроксигексадекановая 1,52 - -

9 17:0 гептадекановая 3,21 - -

10 17:1d10cis цис-10-гептадеценовая 6,94 - 1,83

11 17:1d10 10-гептадеценовая 3,89 - -

12 18:0 октадекановая 4,59 11,79 56,15

13 18:1d9 9-октадеценовая 12,45 2,62 -

14 11h18:0 11-гидроксиоктадекановая 1,69 - -

15 9cyc18:0 9-цикло-октадекановая 5,47 - -

16 10h18:0 10-гидроксиоктадекановая 0,45 - 0,6

17 9cyc19:0 9-цикло-циклопропандекановая 0,87 - 0,04

18 дибутилфталат* 3,58 10,78 0,77

19 L-аланин ** - - 2,25

20 Бензенпропановая * - - 4,15

* компонент лабораторного пластика, используемого при проведении исследования
** продукт гидролиза белка
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рат с антигенами преимущественно протеиновой при-
роды с  незначительным содержанием примеси ЛПС. 
При этом присутствие ЛПС в составе сенситина может 
повысить чувствительность полученного полимерно-
го препарата.

Полученные данные позволяют рассматривать воз-
можность применения метода ГХМСМ для оценки каче-
ства, ЖК композиции и чистоты антигенных препаратов, 
используемых в качестве сенситина при создании поли-
мерных диагностических препаратов.
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