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ВИРУЛЕНТНОСТЬ, МЕТАЦИКЛОГЕНЕЗ И ДЫХАТЕЛЬНЫЕ 
ФЕРМЕНТЫ Л Е Й Ш М А Н И Й , ВЫДЕЛЕННЫХ В КУЛЬТУРУ 

ОТ ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ 

Ф. Ш. Насыров, Р. М. Насырова, В. Д . Каллиникова, В. М. Сафьянова 

Изучены вирулентность, метациклогенез и активность некоторых окислительных ферментов 
L. major, L. tropica, L. braziliensis в процессе культивирования до пассажа на мышах и хомя-
ках, а также после выделения штаммов из животных в культуру. 

Исследование лейшманий как в процессе культивирования, так и в результате пассажей 
на животных показало, что снижение вирулентности в первом случае и повышение во втором 
сопровождается изменением одних и тех ж е свойств промастигот: соответственно подавлением 
и стимуляцией активности НАДФ-Н-диафоразы, пероксидазы, а также способностью трансформи-
роваться в инвазионные метациклические формы. 

Для сохранения вирулентности важны не только абсолютные показатели указанных свойств, 
но и постепенность их изменения, а т а к ж е уровень активности ферментов (в том числе и 
окисляющих янус зеленый Б) в самом начале культивирования. 

В предыдущих работах (Насырова , Насыров, 1987; Насыров, Насырова , 
1988; Насырова и др., 1988; Каллиникова и др., 1992; Насырова, Насыров, 
1992) нами показано, что штаммы Leishmania major, выделенные в культуру 
непосредственно от человека, в процессе длительного культивирования пре-
терпевают определенные изменения вирулентности, морфогенеза и цитохимии 
промастигот. По мере аттенуирования наряду с падением вирулентности 
от пассажа к пассажу снижается Н А Д Ф - Н - д и а ф о р а з н а я , пероксидазная 
активность промастиготных форм лейшманий и их способность трансформиро-
ваться в так называемые метациклические формы, которые, видимо, являются 
инвазионными. 

В данной работе эти исследования расширены за счет двух других видов 
лейшманий: L. tropica и L. braziliensis, а т а к ж е за счет штаммов более сложной 
истории их лабораторного содержания . Штаммы выделялись в культуру не 
непосредственно от человека, а от лабораторных животных, з а р а ж е н и ю ко-
торых часто предшествовало более или менее длительное содержание штамма 
в культурах или в криобанке. Поскольку культивирование приводит к падению 
вирулентности, а пассирование на животных — к ее повышению (Келлина, 
1982; Емельянова, Сафьянова , 1982), мы могли наблюдать морфогенез лейшма-
ний и активность дыхательных ферментов лейшманий, сопровождающие изме-
нения вирулентности в обоих направлениях. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Исследовали 6 субштаммов 3 видов лейшманий: L. major, L. tropica, 
L. braziliensis. 

Штамм K25 L. tropica выделен от больного в Баку и для сохранения ви-
рулентности поддерживался на хомяках в течение 32 пассажей (субштамм 
К25А32) и 33 пассажей (субштамм К25А33). 
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Т а б л и ц а 1 

История лабораторного с о д е р ж а н и я исследованных субштаммов лейшманий 
(выделенных первоначально от человека) 

His tory of l a b o r a t o r y cu l t iva t ion of l e i shmania s u b s t r a i n s examined 
(o r ig ina ly received f r o m a m a n ) 

Вид Штамм Субштамм 
Количество пассажей 

Вид Штамм Субштамм 
на хомяке в культуре на животном 

L. tropica K.25 К 2 5 А 3 2 32 (хомяк) 
К 2 5 А 3 3 33 » 

L. braziliensis 1 Bi4 1 В16 14 * 2 » 
I b u M 14 6 1 (мышь) 

L. major 8 в м 12 1 » 

5Аш 6 А Ш 2 5 4 0 * 25 (хомяк) 

П р и м е ч а н и е . * Хранение в криобанке. 

Штамм 1 в 14 L. braziliensis, выделенный от больного доктором Ансари и 
полученный из ВОЗ, также сразу поддерживался на хомяках в течение 
14 пассажей, после чего одна его ветвь хранилась в криобанке, а потом прошла 
еще два пассажа на хомяках (субштамм 1 в16), а другая — прошла шесть 
пассажей в культуре и еще один пассаж в мышах (субштамм 1 B I 4 M ) . 

Штамм 8 L. major от больного после 12 пассажей в культуре и снижения 
вирулентности до средней был введен мышам, где прошел единственный пассаж 
(субштамм 8М). 

Штамм 5Аш L. major был выделен от больного в Ашхабаде, прошел 
40 пассажей на среде NNN (утратил вирулентность), год содержался в крио-
банке, а затем для восстановления вирулентности прошел 25 пассажей на 
хомяках (субштамм 5Аш2б). 

Таким образом, исследованные субштаммы лейшманий существенно раз-
личались по своей истории: по давности выделения, виду позвоночного хо-
зяина, числу пройденных в нем пассажей, пребыванию в культуре и т. д. 
(табл. 1). Но независимо от этих различий в конце концов все субштаммы 
из животных высевались в культуру на среду NNN с обогащающей жидкостью, 
и на протяжении 2—20-го пассажей определялась степень их вирулентности, 
морфогенез в пределах пассажа и в отдельные дни — активность НАДФ-Н-
диафоразы (по Скарпелли), пероксидазы (бензидиновый метод) и способность 
окислять янус зеленый Б. Д л я характеристики морфогенеза лейшманий учитьь 
вался главным образом процент метациклических промастигот. Активность 
ферментов выражалась средним (на 50—500 просмотренных клеток) числом 
гранул — продуктов соответствующих цитохимических реакций. Д л я характе-
ристики пассажа вычислялось среднее из всех исследованных в его пределах 
дней. 

Для сравнения штаммов, утративших вирулентность и восстановивших 
ее, субштаммы 8М L. major и 1 b i 4 M L. braziliensis были исследованы по всем 
перечисленным параметрам до и после пассирования на мышах. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Все три штамма, вирулентность которых была проверена до введения 
животным, после пассажа на животных повысили ее: субштаммы 8М и 1внМ — 
после одного пассажа на мышах из средневирулентных стали высоковиру-
лентными, а субштамм 5Аш25 — из авирулентного после 25 пассажей на хо-
мяках стал слабовирулентным (см. рисунок). Среди остальных субштаммов, 
выделенных в культуру от хомяков и прошедших в них от 16 до 33 пассажей 
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(1BI6, AK25A32, АК25А33), тоже не оказалось высоковирулентных. Д а ж е на вто-
ром пассаже культивирования они были средне- и низковирулентными. 

Независимо от указанных различий в уровне изначальной вирулентности 
все субштаммы по мере культивирования на искусственной питательной среде 
опять снижали ее и к 20-му пассажу стали авирулентными. При этом вы-
деленные от мышей субштаммы 8М и I B U M СНИЗИЛИ вирулентность с высшего 
уровня до полной потери, субштаммы 1 в16 и АК25А33 сохраняли исходный 
средневирулентный уровень весьма долго (до 6—10 пассажей) , а субштаммы 
АК25А32 и 5Аш25 утратили вирулентность раньше других — уже на 3—6-м пас-
сажах. 

Лейшмании всех трех исследованных видов проходили в каждом пассаже 
последовательную смену одних и тех же морфологических типов промастигот: 
темных, просветляющихся, светлых и метациклических. 

По мере культивирования (до введения культур животным или после вы-
деления паразитов из животных в культуру) параллельно со снижением 
вирулентности штаммы постепенно утрачивали способность к полному морфо-
генезу, к финальной трансформации: продукция метациклических форм сни-
жалась от пассажа к пассажу (см. рисунок, Л ) . Субштаммы проходили этот 
путь с разной скоростью. Наиболее постепенно метациклогенез ослабевал 
у тех субштаммов, которые дольше сохраняли свою вирулентность неизмен-
ной (1 в 1 б, АК25А33). И наоборот, те субштаммы, которые резко снижали продук-
цию метациклических форм (К25А32, 5Аш2бМ), особенно быстро теряли ви-
рулентность. 

Те субштаммы, про которые известно, что они повысили свою вирулентность 
в результате пребывания в животном (8М, 1bi4M), одновременно увеличили 
и продукцию метациклических форм хотя и в разной степени. 

Активность НАДФ-Н-диафоразы была неодинаковой в разных морфо-
типах промастигот L. tropica и L. braziliensis, как и у ранее изученной L. major: 
максимальной (10—15 гранул формазана в клетке) в темных и светлых формах 
и минимальной (три гранулы) в просветляющихся и метациклических. Про-
дукты реакции локализуются вокруг кинетопласта и ядра. 

Как вирулентность и метациклогенез, диафоразная активность промасти-
гот снижалась по мере культивирования (будь оно до или после п а с с а ж а на жи-
вотных) с 8—10 до 2—8 гранул в клетке от 2-го к 10—20-му пассажам (см. 
рисунок, Б). У части штаммов, в том числе и у долго остававшихся на одном 
среднем уровне вирулентности, д и а ф о р а з н а я активность изменялась незначи-
тельно. Два субштамма, прошедшие пассаж в мышах, одновременно с виру-
лентностью и метациклогенезом заметно повысили и свою диафоразную актив-
ность (до 11 —19 гранул в клетке) , сниженную предварительным культивиро-
ванием (до заражения мышей) (5—8 гранул) . Они начинали новый рост 
в культуре с особенно высокого уровня этой активности, что совпадало 
с максимальной вирулентностью, и ее дальнейшее снижение было особенно 
заметным (как и вирулентности). 

Пероксидазная активность у всех исследованных субштаммов была не-
высокой. Она почти не повышалась после пассажа лейшманий на мышах, 
а по мере культивирования снижалась еще больше и на 10—20-м п а с с а ж а х 
часто не обнаруживалась вовсе. В начале культивирования несколько более 
активными были субштаммы, долго сохранявшие средний уровень вирулент-
ности (см. рисунок, В). 

Как и у ранее изученной L. major, янус-окисляющая активность у L. tropica 
и L. braziliensis выявлялась в виде темно-зеленых гранул, главным образом 
вокруг кинетопласта, ядра и между ними. Эта активность минимальна у мета-
циклических форм. 

В процессе культивирования лейшмании постепенно наращивают способ-
ность окислять янус зеленый. Наиболее очевидным и быстрым этот процесс 
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был у двух субштаммов, исследованных до введения их мышам (см. рисунок, Г). 
После выделения всех субштаммов из животных в культуру янус-окисляющая 
активность их была различной и ее уровень в начале культивирования положи-
тельно коррелировал со степенью вирулентности. Высоковирулентные суб-
штаммы 8М и 1bi4M начинали пребывание в культуре с высокой янус-окисляю-
щей активности, средневирулентные 1 вi6 и К25А33 со средней, а наименее 
вирулентные К22А32 и 5Аш25 с низкой. Длительно остававшиеся средневи-
рулентными субштаммы мало изменяли эту активность от пассажа к пассажу. 

Наконец, культуры субштаммов 8М и 1bi4M, повысившие свою вирулент-
ность в результате пассажа на мышах, сохранили достигнутый в предшест-
вующем культивировании уровень янус-окисляющей активности или д а ж е не-
сколько превзошли его. 

О Б С У Ж Д Е Н И Е 

Настоящее исследование подтверждает, что падение вирулентности лейш-
маний в культуре, будь то штаммы, выделенные от человека или животных, 
коррелирует со снижением НАДФ-Н-диафоразной, пероксидазной активности 
промастигот и их способности трансформироваться в метациклические формы. 

Эта зависимость наиболее очевидна, если паразиты попадают в культуру 
непосредственно от больного человека, и она тем менее четко выражена, чем 
сложнее история лабораторного содержания штамма, отделяющая его пре-
бывание в человеке от выделения в культуру. 

Если эти наблюдения за падением вирулентности лейшманий подтвердили 
результаты прежних работ, то восстановление или повышение вирулентности 
в связи с морфогенезом и изменением активности ряда ферментов промастигот 
исследовано впервые. 

Следует заметить, что, во-первых, пассирование на мышах приводило 
к большему повышению вирулентности, чём пассирование на хомяках. Это 
можно объяснить большей чувствительностью последних к заражению лейшма-
ниями и потому менее строгим отбором в них высоковирулентных особей. 
Во-вторых, восстановление вирулентности в результате заражения животных 
было временным и по мере культивирования выделенных из животных лейшма-
ний она снова снижалась. 

Выяснено, что восстановление или повышение вирулентности лейшманий 
сопровождается той или иной степенью восстановления полного морфогенеза 
(образования метациклических форм), стимуляцией активности НАДФ-Н-диа-
форазы, отчасти янус-окисляющих ферментов и пероксидазы в популяции 
промастигот. 

Таким образом, исследование лейшманий как в процессе культивирования, 
так и в результате пассирования на животных показало, что снижение виру-
лентности в первом случае и повышение во втором сопровождаются изменением 
одних и тех же свойств промастигот: соответственно снижением и повышением 
активности ряда окислительно-восстановительных ферментов промастигот и 
их способности трансформироваться в финальные инвазивные метацикли-
ческие формы. 

В и р у л е н т н о с т ь , м е т а ц н к л о г е н е з и о к и с л и т е л ь н ы е ф е р м е н т ы л е й ш м а н и й на р а з н ы х э т а п а х к у л ь т и -
в и р о в а н и я . 

А — метацнклогенез ( % метациклических промастигот ) ; Б — активность Н А Д Ф - Н - д и а ф о р а з ы ; В — актив-
ность пероксидазы; Г — я н у с - о к и с л я ю щ а я активность (везде среднее число гранул-продуктов реакции — 
на клетку); вирулентность: 1 — высокая , 2 — средняя , 3 — низкая , 4 — отсутствует , / — до п а с с а ж а на 
животных, II — после п а с с а ж а на животных . Числа над гистограммой — номера п а с с а ж е й (до и после пре-

бывания в ж и в о т н ы х ) а слева — обозначения с у б ш т а м м о в . 

V i r u l e n c e , m e t a c y c l o g e n e s i s a n d o x i d a t i v e e n z y m e s of l e i s h m a n i a o n d i f f e r e n t s t a g e s of c u l t i v a t i o n . 
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Т а б л и ц а 2 

Активность некоторых окислительных ферментов лейшманий в культурах 
разной вирулентности 

Activity of some oxidat ive enzymes of le i shmania in cu l tu re s with d i f ferent v i ru lence 

Фермент Вид Ш т а м м 
Вирулентность 

Фермент Вид Ш т а м м 
высокая | средняя | низкая отсутствует 

Н А Д Ф - Н - д и а ф о р а з а L. major 17 * 4—15 3—8 2 — 1 0 1—5 
п = 22 я = 16 п= 8 п=6 

М = 8 М = 4 М - - 4 М = 3 
Тот ж е 8 9, 12 5 2 

» 5АШ25 8 
L. tropica к 2 5 а 3 2 8 8 
Тот ж е K 2 5 A 3 3 4 2 
L. braziliensis 1внМ 13 7 3 
Тот ж е 1 в16 7 4 

Пероксиндаза L. major 

Тот ж е 
» 

L. tropica 

L. braziliensis 
Тот ж е 

.17 * 

8 
5AUI25 
K 2 5 A 3 2 

K 2 5 A 3 3 

IBHM 
1 В16 

4—15 
n=2b 

M = 9 
0—7 
n = 2 2 

M = 3 
2 

3—8 
n = 2 0 

M = 5 
1—3 
n = 1 6 

M = 2 
1 

2 — 1 0 

n=9 
M = 5 

0.5—3 
n—8> 

M = 1 

1—8 
n=\2 

M = 4 
0.5—1 

n=6 
M = 1 

1 
3 
2 
2 
1 
1 

0—7 1—3 0.5—3 0.5—3 
п=24 п=20 п=9 п= 12 

М = 3 М = 2 М = 1 М = 1 
Окисление януса L. major 17 * 2—9 4—13 6 — 1 2 6 — 1 2 

зеленого Б п=22 п= 16 п= 8 п=6 
М = 6 М = 8 М = 8 М = 1 0 

Тот ж е 8 
5AUI25 

7 8 9 
5 

L. tropica К 2 5 А 3 2 5 9 
Тот ж е K 2 5 A 3 3 6 8 
L. braziliensis IBUM 13 7 10 
Тот ж е 1 b 1 6 8 7 

2—13 4—13 5—12 5—12 
n = 2 4 n = 20 n = 9 / г = 12 

M = 6 M = 8 M = 8 M = 9 

П р и м е ч а н и е . * Суммарные данные о 17 изученных ранее штаммах (Насырова и др., 1993). 

Отдельные непринципиальные различия между исследованными субштам-
мами не удается связать с их видовой принадлежностью. Поэтому найденную 
корреляцию вирулентности с метациклогенезом и окислительными ферментами 
промастигот можно рассматривать как общее свойство по крайней мере трех 
таких не очень близких видов лейшманий, как L major, L. tropica и L. brazi-
liensis. 

Таким образом, для высоковирулентных культур характерны высокая 
диафоразная, пероксидазная и умеренная янус-окисляющая активность. 
В авирулентном состоянии, наоборот, начинает преобладать способность 
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окислять янус зеленый и значительно снижается активность диафоразы и 
пероксидазы. Культуры, обладающие средней и низкой вирулентностью, мало 
различаются между собой, проявляя умеренную активность названных фер-
ментов (табл. 2) . 

Найденные корреляты вирулентности лейшманий подтверждают, что для 
ее сохранения важны не только продукция инвазивных метациклических, 
но и свойства всей популяции предшествующих им морфотипов промастигот, 
и прежде всего их окислительные возможности. Видимо, вирулентность лейшма-
ний связана не только с определенной изоформой глюкозо-6-фосфат-изомеразы, 
пептидазой (Doran, Herman, 1981), кислой фосфатазой (Ka takura , Kobayashi, 
1988), гликопротеиновой металл-протеазой (Wilson е. а., 1989; Chang, 1989), 
но и с окислительными ферментами такого разного назначения, как диафоразы 
и пероксидаза. При этом подтверждаются прежние наблюдения (Каллиникова 
и др., 1992) о том, что для сохранения вирулентности важны не только абсо-
лютные показатели активности этих ферментов и метациклогенеза промастигот, 
но и постепенность их изменений. 

Наиболее понятной может быть роль пероксидазы как фермента, обеспечи-
вающего нечувствительность лейшманий к токсическому действию Н2О2 макро-
фагов и тем самым облегчающего взаимодействие паразита с этими клетками 
хозяина. Данные о том, что после выделения амастиготных форм в культуру 
чувствительность паразитов к Н2О2 начинает постепенно нарастать и это может 
быть связано со снижением вирулентности (Chanon, Blackwell, 1985а, 1985b), 
не только подтверждаются, но и получают объяснение: по мере культивирова-
ния снижается пероксидазная активность промастигот, с которой, видимо, 
и связана способность противостоять макрофагам. Этому представлению о роли 
пероксидазы в вирулентности лейшманий не соответствует, однако, отсутствие 
данного фермента именно у инвазивных метациклических форм. 

Давно обнаруженная у лейшманий способность окислять янус зеленый Б 
(Sen Gupta е. а., 1953; Guha е. а., 1956) рассматривалась как маркер общей 
митохондриальной активности. С какими бы конкретными ферментами она 
ни связывалась теперь, эта окислительная деятельность оказалась важной 
не только для аттенуирования лейшманий в культуре, но и, как уже отмечалось 
ранее, для вирулентности (Каллиникова, Насыров, 1972). С вирулентностью 
и длительностью ее сохранения положительно коррелирует уровень янус-
окислительной активности в самом начале культивирования, а также посте-
пенность изменения этого уровня. Это показывает, как далеко во времени 
простирается зависимость вирулентности лейшманий от активности ферментов 
промастигот. В дальнейшем эта активность коррелирует с вирулентностью 
отрицательно. Ее изменения противоположны таковым диафоразы. Оба фер-
мента характеризуют разные стороны митохондриальной деятельности и 
с вирулентностью лейшманий все же более непосредственно связана диафо-
раза. 
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S U M M A R Y 

It has been shown tha t an increase of virulence of Leishmania major, L. tropica, L. braziliensis 
as a result of pass ing through an ima l s and its decrease du r ing the cult ivation are accompanied 
by certain changes of biochemical character is t ics of these promast igotes . In the former case 
the activity of NADP-H-d iaphorase and peroxidase of promast igo tes and their ability to be t rans -
formed into final ( invasional) metacyclic fo rms increase and in the lat ter case these charac ter is t ics 
decrease. 

The level and durat ion of virulence in cul ture depend not only on absolute va lue of the above-
mentioned character is t ics but also on the g radua l i ty of their change. 

Metacyclogenesis and activity of oxidative enzymes are sugges ted to be the corre la tes of vi-
rulence of var ious Leishmania species. 


