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Из-за прогрессирующего роста бактерий, вызванного широким применением антибиотиков, 

лечение стрептококкоза становится все более сложной задачей. Необходима надежная 
вакцинация против Streptococcus suis. Современные возможности молекулярной диагностики 
и генной инженерии создают перспективы для прямого клонирования протективных эпитопов 
гена Lmb местного штамма S.  suis в предложенную систему доставки антигена иммунной 
системы свиней. Среди носителей оральных вакцин Bacillus subtilis признана относительно 
экологически чистым носителем с эффективной системой секреции белка и адаптивным 
метаболизмом, способная продуцировать споры в относительно жестких условиях. Это 
свойство спор может использоваться для повышения стабильности и возможности повторного 
использования вакцин. Изучена возможность использования протективных эпитопов Lmb 
S.  suis в составе B. subtilis в качестве носителя оральной рекомбинантной вакцины против 
Streptococcus suis. Нуклеотидные последовательности  S.  suis получены в базе данных 
GenBank после предварительного анализа литературных данных об известных протективных 
антигенах S.  suis различных серотипов. Анализ нуклеотидных последовательностей 
проводили с использованием программного обеспечения Unipro UGENE v. 43.0. Для поиска 
T (CTL и Th) и B зависимых эпитопов гена Lmb использовали The Immune Epitope Database 
(IEDB). Приведено описание сконструированной на основе компьютерного дизайна вакцины, 
в которой спрогнозирована локализация CTL, B и Th эпитопов. Описаны результаты 
клонирования последовательности антигенно-активного эпитопа белка S. suis Lmb в B. subtilis 
для последующего перорального введения и изучения изменений иммунологических 
реакций и побочных реакций у животных. Выявлена возможность клонировать эпитопы 
рекомбинантного белка Lmb S. suis в полилинкер вектора pBE-S. В перспективе представляется 
возможным создать новую недорогую и удобную в эксплуатации вакцину против S. suis, не 
требующую инъекционного введения.

Ключевые слова: Streptococcus suis, оральная вакцина, Bacillus subtilis, эпитоп, Lmb

USING BACILLUS SUBTILIS AS AN ORAL VACCINE CARRIER AGAINST 
STREPTOCOCCUS SUIS

Afonyushkin V.N.1,2, Fudi Y.1, Mironova T.E.2, Nefedova E.V.2,  
Kilp A.S.2,3, Koptev V.Yu.2, Donchenko N.A.2,3  
1Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch of the Russian Academy 
of Sciences
 Novosibirsk, Russia
2Siberian Federal Scientific Centre of Agro-BioTechnologies of the Russian Academy of Sciences
Krasnoobsk, Russia
3Novosibirsk State Agrarian University
Novosibirsk, Russia 

e-mail: lisocim@mail.ru
Due to the progressive growth of the bacteria caused by the widespread use of antibiotics, treatment 

of streptococcosis is becoming increasingly difficult. Reliable vaccination against Streptococcus suis 

Тип статьи: оригинальная 
Type of article: original

https://doi.org/10.26898/0370-8799-2022-6-9 
УДК: 616.619.9



79Сибирский вестник сельскохозяйственной наyки • 2022 • 52 • 6Зоотехния и ветеринария

Использование Bacillus subtilis в качестве носителя оральной 
вакцины против Streptococcus suis 

Афонюшкин В.Н., Фуди Ян, Миронова Т.Е., Нефедова Е.В., 
Кильп А.С., Коптев В.Ю., Донченко Н.А. 

is necessary. Modern molecular diagnostic and genetic engineering capabilities create prospects for 
direct cloning of the protective epitopes of the Lmb gene of the local S. suis strain into the proposed 
delivery system of the pig immune system antigen. Among oral vaccine carriers, Bacillus subtilis is 
recognized as a relatively environmentally friendly carrier with an efficient protein secretion system 
and adaptive metabolism capable of spore production under relatively harsh conditions. This spore 
property can be used to increase the stability and reusability of vaccines. The possibility of using the 
protective Lmb epitopes of S. suis in B. subtilis as a carrier of an oral recombinant vaccine against 
Streptococcus suis was studied. The nucleotide sequences of S. suis were obtained from the GenBank 
database after a preliminary analysis of literature data on the known protective antigens of S. suis of 
various serotypes. Nucleotide sequence analysis was performed using Unipro UGENE v. 43.0. The 
Immune Epitope Database (IEDB) was used to search for T (CTL and Th) and B dependent epitopes 
of the Lmb gene. A computer-designed vaccine in which localization of CTL, B, and Th epitopes 
is predicted is described. The results of cloning the sequence of the antigenically active epitope of 
the S. suis Lmb protein in B. subtilis for subsequent oral administration and study of changes in 
immunological reactions and adverse reactions in animals are described. The possibility to clone the 
epitopes of recombinant S. suis Lmb protein into the pBE-S polylinker vector was revealed. In the 
long term, it seems possible to create a new inexpensive and easy-to-use vaccine against S. suis that 
does not require injection.
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ВВЕДЕНИЕ

Streptococcus suis (S. suis) является грам-
положительным кокком [1], который может 
быть разделен на 35 серотипов в соответ-
ствии с различными антигенами капсуль-
ного полисахарида Streptococcus [2]. Из-за 
прогрессирующего роста резистентности 
бактерий, вызванного широким применени-
ем антибиотиков, лечение S. suis становится 
все более сложной задачей, что приводит к 
росту потребности в эффективной вакцина-
ции против него [3].

Путь передачи S. suis среди свиней обыч-
но следующий: поросята заражаются в орга-
низме матери (вертикальная передача) или 

от других животных в стаде (горизонтальная 
передача) [4]. Несмотря на то, что контакт 
с зараженным мясом или животными через 
раны незначителен, преобладающий путь 
передачи S. suis человеку – употребление в 
пищу недоваренной зараженной свинины. 
Как у свиней, так и у людей S.  suis может 
вызывать менингит, септицемию и другие 
болезни. Данная инфекция вызывает острое 
зоонозное инфекционное заболевание [5, 6].

На протяжении многих лет ученые про-
водили исследования различных новых 
вакцин. В нашем исследовании решено вы-
брать пероральную вакцину с живыми бак-
териями в качестве носителя. Считаем, что 
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пероральное введение может быть про-
стым и легко реализуемым на практике, а 
также способно стимулировать иммунитет 
слизистых оболочек [7]. Среди применяв-
ших оральные вакцины бактерия Bacillus 
subtilis (B. subtilis) признана относительно 
экологически чистым носителем с эффек-
тивной системой секреции белка и адап-
тивным метаболизмом. Данный микроор-
ганизм также может продуцировать споры 
в относительно жестких условиях [8]. Это 
свойство спор может использоваться для 
повышения стабильности вакцин в отно-
сительно неблагоприятных условиях хра-
нения и применения [9]. Технологию ис-
пользования спорообразующих бактерий 
успешно применяют в различных произ-
водствах, включая производство вакцин 
[10]. Таким образом, B.  subtilis является 
оптимально подходящим переносчиком 
вакцинных антигенов. 

После выбора штамма в качестве вак-
цинного вектора нам необходимо разрабо-
тать вакцину. Lmb представляет собой вне-
клеточный белок, впервые обнаруженный 
у S. agalactiae в 1999 г. [11], далее – у раз-
личных видов Streptococcus [12, 13]. После-
дующие исследования показали, что белок 
Lmb может обладать протективной способ-
ностью против стрептококковой инфекции 
(см. рис. 1).

Lmb представляет собой поверхност-
ный белок, участвующий в абсорбции ио-
нов цинка (возможно, рецептор цинка). Эти 
белки, связанные с бактериальной адгезией, 
принадлежат к семейству липопротеиновых 
рецепторов. Иммунизация мышей показала, 
что специфические антитела, продуцируе-
мые белком Lmb, могут эффективно проти-
востоять стрептококковой инфекции1.

Цель исследования – изучить возмож-
ность использования протективных эпито-
пов Lmb S. suis в составе B. subtilis в каче-
стве носителя оральной рекомбинантной 
вакцины против S. suis.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Работа выполнена на базе лаборатории 
фармакогеномики Института химической 
биологии и фундаментальной медицины СО 
РАН, а также в секторе молекулярной биоло-
гии Сибирского федерального центра агро-
биотехнологий РАН. Нуклеотидные последо-
вательности S. suis получены в базе данных 
GenBank после предварительного анализа 
литературных данных об известных протек-
тивных антигенах S. suis различных сероти-
пов. Анализ нуклеотидных последовательно-
стей проводили с использованием программ-
ного обеспечения Unipro UGENE v. 43.0. Для 
поиска T (CTL и Th) и B зависимых эпитопов 
гена Lmb использовали The Immune Epitope 
Database (IEDB) (см. сноску 1). 

Рис. 1. Lmb: поверхностный белок, связываю-
щий ламинин
Fig. 1. Lmb: surface laminin binding protein

1URL: http://www.iedb.org/.
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Дизайн праймеров проводили для кло-
нирования и моделирования процесса кло-
нирования участков гена Lmb, содержащих 
T (CTL и Th) и B зависимые эпитопы, путем 
лигирования по сайтам рестрикции BamH  I, 
HindIII  в полилинкер шаттл-вектора  pBE-S. 
ДНК  S.  suis выделяли силико-сорбционным 
методом из полевых изолятов, предоставлен-
ных ООО «Алекрис». ПЦР проводили с ис-
пользованием общепринятых методик на ам-
плификаторе «Терцик» (ООО «ДНК Техноло-
гия», Россия).

Для клонирования фрагмента гена Lmb 
были разработаны праймеры:

– Fwd Lmb: 5’-GAGGGATCCGCGATGTT
AAAGAAAGTGATAAG-3’;

– Rev Lmb: 5’-GACAAGCTTGGGTAAA
AGTTCACCAATCGC-3’.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Нами использован компьютерный дизайн 
вакцины для прогнозирования полученных 
эпитопов-кандидатов (т.е. антигенной де-

терминанты) с использованием алгоритмов, 
представленных на веб-сайте (см. сноску 1). 
После проведения скрининга отобрали ла-
мининсвязывающий белок (Lmb) в качестве 
вакцинного антигена (см. рис. 2).

По результатам биоинформатического 
анализа один эпитоп CTL обнаружен в по-
ложениях 12–20 аминокислотных остатков 
Lmb; четыре В-клеточных эпитопа – в по-
зициях 65–75, 131–141, 179–189 и 279–287 
аминокислотных остатков Lmb соответ-
ственно. Эпитопы 1 Th обнаружены в по-
ложениях 12–20 аминокислотных остатков 
Lmb (см. табл. 1).

В исследовании применены методики для 
анализа возможного другого эпитопа белко-
вой последовательности, а затем использо-
ван вектор pBE-S для трансформации ком-
позиции, содержащей протективный эпи-
топ Lmb в B. subtilis. В качестве векторного 
штамма, использовали энтероинвазивный 
штамм B. subtilis 53 ИХБФМ (выделенный и 
изученный нами ранее).

Рис. 2. Локализация эпитопов ЦТЛ и В-клеток Lmb по данным биоинформатического анализа.
Примечание. Эпитоп ЦТЛ (цитотоксические Т-клетки, цитотоксические Т-лимфоциты) отмечен 
фиолетовым, сегменты В-клеточного эпитопа – синим, эпитоп Th – зеленым.
Fig. 2. Localization of CTL epitopes and B-cells Lmb according to bioinformatics analysis
Note. The CTL epitope (cytotoxic T-cells, cytotoxic T-lymphocytes) is marked in purple, the B-cell 
epitope segments are marked in blue, the Th-epitope is marked in green.

Табл.  1 .  Аминокислотные и нуклеотидные последовательности CTL, B и Th эпитопов Lmb бел-
ка S. suis (SS12)
Tablе 1. Amino acid and nucleotide sequences of CTL, B, and Th epitopes of Lmb of S. suis (SS12) protein

№ Нуклеотидная последовательность Аминокислотная 
последовательность

Предсказанный эпитоп B
1 GGCATACACTCTTATGAACCATCGGCTGCGGAC GIHSYEPSAAD
2 GGTCAAGGGATTGATGAAGCTAGTTTATATGAC GQGIDEASLYD
3 ACTTTAGAGGGAAAGGCGCAAAAGTTGGCAGAC TLEGKAQKLAD
4 CCTCTTGAAGCAGATCCAGAAAATAAT PLEADPENN

Предсказанный эпитоп CTL
1 GCCTTATTCGGTTTTGTTTTAGCAGCT ALFGFVLAA

Предсказанный эпитоп Th
1 TTGGTTGGTCAGGAAGCTGTTGCGATT LVGQEAVAI
2 TTTGTCACTCAACACACAGCCTTCTCT FVTQHTAFS
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Челночный вектор pBE-S способен экс-
прессировать рекомбинантный белок в клет-
ках B. subtilis, также он имеет дополнитель-
ный источник репликации (ориджин) в клет-
ках Escherichia coli. Разработанные нами 
праймеры имеют дополнительные сайты 
рестрикции Bam H1 и Hind III, что позволя-
ет клонировать найденные эпитопы в поли-
линкер данного вектора, в том числе ампли-
фицируя их из первичных изолятов S. suis и 
патологического материала (см. рис. 3).

По результатам биоинформатического 
анализа гена Lmp S. suis выявлены антиген-

ные эпитопы, перспективные для создания 
рекомбинантной вакцины: один эпитоп CTL 
обнаружен в положениях 12–20 аминокис-
лотных остатков Lmb, четыре В-клеточных 
эпитопа – в позициях 65–75, 131–141, 179–
189 и 279–287 аминокислотных остатков 
Lmb соответственно. Эпитопы Th 1 обнару-
жены в положениях 12–20 аминокислотных 
остатков Lmb. Предложенная система до-
ставки рекомбинантных протективных ан-
тигенов S. suis включает плазмидный вектор 
pBE-S в составе энтероинвазивного штамма 
B. subtilis B53 ИХБФМ. 

Рис. 3. Карта плазмидного вектора pBE-S со вставкой S. suis Lmb: 
pUB ori – ориджин для рода Bacillus (сайт старта начала репликации плазмиды); ColE 1 ori – ориджин для 
E. coli; Kan R – ген устойчивости к канамицину (экспрессируется в бактериях рода Bacillus); Amp R – ген 
устойчивости к ампициллину (экспрессируется в Escherichia coli); His-tag – гистидиновый хвост на нике-
левых колонках для выделения рекомбинантного белка; Hind lll (823), Bam Hl (771), Bam Hl (325) – сайты 
рестрикции; Lmb – фрагмент антигена S. suis; aprE Sp; RBS – промотерная область для экспрессии белка у 
микроорганизмов рода Bacillus
Fig. 3. Map of plasmid vector pBE-S with S. suis Lmb insert:
pUB ori - origin for Bacillus genus (plasmid replication start site); Col E1 ori - origin for E. coli; Kan R, kanamycin 
resistance gene (expressed in Bacillus bacteria); AmpR, ampicillin resistance gene (expressed in Escherichia coli); 
His-tag, histidine tail on nickel columns for recombinant protein isolation; Hind lll (823), Bam Hl (771), Bam Hl 
(325), restriction sites; Lmb, fragment of S. suis; aprE Sp; RBS, promoter region for protein expression in microor-
ganisms of the genus Bacillus
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ВЫВОДЫ

1.	 Выявлена возможность клонировать 
эпитопы рекомбинантного белка Lmb S. suis 
в полилинкер вектора pBE-S. 

2.	 В перспективе представляется воз-
можным создать новую недорогую и удоб-
ную в эксплуатации вакцину против S. suis, 
не требующую инъекционного введения.

3.	 Современные возможности молеку-
лярной диагностики и генной инженерии 
создают перспективы для прямого клони-
рования протективных эпитопов гена Lmb 
местного штамма S.  suis в предложенную 
систему доставки антигена иммунной си-
стеме свиней. 
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