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Þ. ß. Ñîêîëîâà
Òîíêàÿ ìîðôîëîãèÿ è ôèëîãåíèÿ Spiroplasma sp., èçîëèðîâàííûõ èç ãëàç îâåö, áîëüíûõ ñêðàïè

Êóëüòóðû ñïèðîïëàçìû áûëè èçîëèðîâàíû èç ãëàç òðåõ îâåö, áîëüíûõ òðàíñìèññèâíîé ñïîíãèî-
ôîðìíîé ýíöåôàëîïàòèåé æâà÷íûõ (ñêðàïè). Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýêñïåðèìåíòàëüíîå çàðàæåíèå
ýòèìè èçîëÿòàìè ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ è êëåòî÷íûõ ëèíèé âûçûâàåò âíóòðèêëåòî÷íóþ ïàòîëîãèþ,
õàðàêòåðíóþ äëÿ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé (Bastian, 2014). Â ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû äàííûå ñâå-
òîâîé (ÑÌ) è ýëåêòðîííîé (ÝÌ) ìèêðîñêîïèè, à òàêæå äàííûå ôèëîãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà íà áàçå ïîëó-
÷åííûõ ñèêâåíñîâ ãåíà ìàëîé ñóáúåäèíèöû ðèáîñîìíîé ÐÍÊ (16S-ðÄÍÊ). Ïî äàííûì ÑÌ, èçó÷åííûå
ìèêðîîðãàíèçìû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé óäëèíåííûå (äî 10 ìêì) ñïèðàëåâèäíûå êëåòêè äèàìåòðîì
100 íì. Ñ ïîìîùüþ òðàíñìèññèîííîé è ñêàíèðóþùåé ÝÌ âûÿâëåíû èõ ðàçíîîáðàçíûå ìîðôîëîãè÷å-
ñêèå ôîðìû, â òîì ÷èñëå ñïèðàëåâèäíûå, ïàëî÷êîâèäíûå è øàðîâèäíûå. Ñèêâåíñ 16S-ðÄÍÊ íîâûõ èçî-
ëÿòîâ ïðîäåìîíñòðèðîâàë áîëåå ÷åì 99.9%-íîå ñõîäñòâî ñ îðòîëîãàìè èç S. chrysopicola è S. syrphidico-
la, êîììåíñàëàìè ìóõ. Íà ôèëîãåíåòè÷åñêîì äåðåâå èçîëÿòû, âûäåëåííûå èç ãëàç îâåö, ðàçìåùàëèñü
âíóòðè êëàäû «S. chrysopicola—S. syrphidicola—TAAS» ñðåäè ãðóïïû âèäîâ ñïèðîïëàçì, àññîöèèðîâàí-
íûõ ñ äâóêðûëûìè íàñåêîìûìè. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ìóõè, êîòîðûå ÷àñòî ñàäÿòñÿ íà ãëàçà
æâà÷íûõ íà ïàñòáèùàõ, ÿâëÿþòñÿ ïåðåíîñ÷èêàìè ýòèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ. Äàííîå ïðåäâàðèòåëüíîå èñ-
ñëåäîâàíèå ñòàâèò ðÿä âîïðîñîâ, òðåáóþùèõ äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ: ñëó÷àéíî ëè ìèêðîîðãàíèçìû ïî-
ïàëè â ãëàçà îâåö, áîëüíûõ ñêðàïè; ñâÿçàíû ëè ñïèðîïëàçìû ñ çàáîëåâàíèåì; ìîãóò ëè äâóêðûëûå íàñå-
êîìûå áûòü îáëèãàòíûìè èëè ôàêóëüòàòèâíûìè ðåçåðâóàðàìè è âåêòîðàìè âîçáóäèòåëÿ ñêðàïè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Mollicutes, ìîëåêóëÿðíàÿ ôèëîãåíèÿ, óëüòðàñòðóêòóðà áàêòåðèé, Tabanidae,
Syrphidae, òðàíñìèññèâíàÿ ñïîíãèîôîðìíàÿ ýíöåôàëîïàòèÿ, æâà÷íûå æèâîòíûå.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: 16S-ðÄÍÊ — ãåí ìàëîé ñóáúåäèíèöû ðèáîñîìíîé ÐÍÊ, ÌÀ — ìî-
ëèáäàò àììîíèÿ, ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ, ÐÃÁ — ðîãîâèöà ãëàçà áûêà, ÑÌ — ñâåòîâàÿ
ìèêðîñêîïèÿ, ÑÝÌ — ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ÒÃÝ — òðàíñìèññèâíûå ãóá÷àòûå ýíöå-
ôàëîïàòèè, ÒÝÌ — òðàíñìèññèîííàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ÔÂÊ — ôîñôîðíî-âîëüôðàìîâàÿ êèñ-
ëîòà, ÝÌ — ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, PBS — ôîñôàòíûé ñîëåâîé áóôåð, SMCA — âîçáóäèòåëü êàòà-
ðàêòû ìûøåé (Suckling Mouse Cataract Agent).

Ðîä Spiroplasma (Bacteria: Firmicutes: Mollicutes: En-
tomoplasmatales: Spiroplasmatales) ïðåäñòàâëåí ãðàìïîëî-
æèòåëüíûìè áàêòåðèÿìè ñïèðàëåâèäíîé ôîðìû, ëèøåí-
íûìè êëåòî÷íîé ñòåíêè. Spiroplasma citri, ýòèîëîãè÷å-
ñêèé àãåíò áîëåçíè öèòðóñîâûõ, èçâåñòíîé êàê «citrus
stubborn disease», áûëà ïåðâûì âèäîì, îïèñàííûì â ðîäå
Spiroplasma (Saglio et al., 1973). Ïîçäíåå áûëè èäåíòèôè-
öèðîâàíû è äðóãèå âèäû äàííîãî ðîäà, ïàðàçèòèðóþùèå
âî ôëîýìå ðàñòåíèé (Williamson et al., 1989, 1999; Helias
et al., 1998). Â äàëüíåéøåì îêàçàëîñü, ÷òî ñïèðîïëàçìû áî-
ëåå ðàñïðîñòðàíåíû êàê ñèìáèîíòû íàñåêîìûõ, ÷åì ðàñ-
òåíèé. Ýòè ìèêðîîðãàíèçìû áûëè âûäåëåíû èç ïðåäñòà-
âèòåëåé íåñêîëüêèõ îòðÿäîâ íàñåêîìûõ (Phasmoptera, He-
miptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera è Lepidoptera),
íî ìàêñèìàëüíîå ÷èñëî âèäîâ áûëî íàéäåíî â ïðåäñòàâè-
òåëÿõ äâóêðûëûõ íàñåêîìûõ, à èìåííî â ñëåïíÿõ ñåìåéñò-
âà Tabanidae (Whitcomb et al., 1997; Whitcomb, 2007; Gas-
parich, 2010). Êðîìå òîãî, âèäû Spiroplasma áûëè îáíàðó-

æåíû â îðãàíèçìàõ êëåùåé (Tully et al., 1981, 1982) è ìîð-
ñêèõ äåñÿòèíîãèõ ðàêîâ (Wang et al., 2004b, 2011; Nunan
et al., 2005). Òàêèì îáðàçîì, ñïèðîïëàçìû — ýòî øèðîêî
ðàñïðîñòðàíåííûå ñèìáèîíòû è ïàðàçèòû áåñïîçâîíî÷-
íûõ. Íåÿñíî, ìîæíî ëè ñ÷èòàòü ñïèðîïëàçì ïàòîãåííûìè
ìèêðîîðãàíèçìàìè äëÿ ìëåêîïèòàþùèõ. Ñ îäíîé ñòîðî-
íû, ïî êðàéíåé ìåðå îäèí âèä, à èìåííî âîçáóäèòåëü êà-
òàðàêòû ìûøåé S. mirum (SMCA), âûäåëåííûé èç èêñî-
äîâûõ êëåùåé, ïðè ýêñïåðèìåíòàëüíîì ââåäåíèè â ìîçã
ãðûçóíîâ (ìûøåé è êðûñ) è êîïûòíûõ æèâîòíûõ (îâåö è
îëåíåé) âûçûâàë ñèìïòîìû òðàíñìèññèâíîé ãóá÷àòîé ýí-
öåôàëîïàòèè (ÒÃÝ) (Clark, 1969, 1974; Tully et al., 1976,
1977, 1981; Bastian, 2014). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ñëó÷àåâ åñ-
òåñòâåííîãî èíôèöèðîâàíèÿ ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ Spi-
roplasma spð. îïèñàíî íå áûëî, à òåñòû íà íàëè÷èå ñïè-
ðîïëàçì è (èëè) èõ ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â âèäå ÄÍÊ
èëè ÐÍÊ â ìîçãå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ (õîìÿ-
êîâ) ñ ÒÃÝ áûëè îòðèöàòåëüíûìè (Alexeeva et al., 2006).

618

2 0 1 6 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 58, ¹ 8



Ñðàâíèòåëüíî íåäàâíî Spiroplasma sp. áûëè âûäåëå-
íû èç ãëàç òðåõ îâåö, áîëüíûõ ñêðàïè, èíôåêöèîííîé è
ôàòàëüíîé ÒÃÝ, ïîðàæàþùåé æâà÷íûõ æèâîòíûõ. Ìèê-
ðîîðãàíèçìû, âûäåëåííûå èç ãëàç ýòèõ îâåö, ðàíåå êóëü-
òèâèðîâàëè íà èñêóññòâåííîé ñðåäå, â êóëüòóðå êëåòîê
ðîãîâèöû ãëàçà áûêà (ÐÃÁ) è â êëåòêàõ ìûøèíîé íåéðî-
áëàñòîìû. Â ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ íå óäàâàëîñü
äîñòè÷ü ïðîëèôåðàöèè ìèêðîîðãàíèçìîâ, íåîáõîäèìîé
äëÿ èõ õàðàêòåðèñòèêè. Îäíàêî àâòîðû ïðîäåìîíñòðèðî-
âàëè, ÷òî â êëåòêàõ ðîãîâèöû ãëàçà áûêà è ìûøèíîé íåé-
ðîáëàñòîìû ìèêðîîðãàíèçìû, âûäåëåííûå èç îâåö, áîëü-
íûõ ñêðàïè, âûçûâàþò ðàçâèòèå ïàòîëîãè÷åñêèõ èçìåíå-
íèé, õàðàêòåðíûõ äëÿ ÒÃÝ; òàêèå æå ïàòîëîãè÷åñêèå
èçìåíåíèÿ âûçûâàë è SMCA èçîëÿò S. mirum. Ïðè ýòîì
èçîëÿòû ìèêðîîðãàíèçìîâ, âûäåëåííûõ èç îâåö, ïî ñâîèì
èììóíîëîãè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì îòëè÷àëèñü îò S. mi-
rum (Bastian et al., 2011; Bastian, 2014). Äîëãîâðåìåííûå
áåñêëåòî÷íûå êóëüòóðû èçîëÿòîâ Spiroplasma sp., âûäå-
ëåííûõ èç îâåö, áîëüíûõ ñêðàïè, áûëè âïåðâûå ïîëó÷åíû
ïðîô. Âèëüÿìîì Òîääîì (Dr. William Todd, Louisiana Sta-
te University) è ëþáåçíî ïåðåäàíû íàì äëÿ ìèêðîñêîïè÷å-
ñêîãî è ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà, ðåçóëüòàòû
êîòîðîãî îïèñàíû â äàííîé ñòàòüå.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — èçó÷åíèå óëüòðàñòðóêòó-
ðû ìèêðîîðãàíèçìîâ, ðàçâèâàþùèõñÿ â ýòèõ êóëüòóðàõ, à
òàêæå îïðåäåëåíèå ðîäñòâåííûõ ñâÿçåé èçó÷àåìûõ èçîëÿ-
òîâ ñ äðóãèìè ïðåäñòàâèòåëÿìè ðîäà Spiroplasma. Êóëü-
òóðû ìèêðîîðãàíèçìîâ íàõîäÿòñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ íà
õðàíåíèè â NIAID Biodefense and Emerging Infections Re-
search Resources Repository (ÑØÀ) è äîñòóïíû ïî ñîîò-
âåòñòâóþùåìó çàïðîñó.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Äëÿ èçîëÿöèè ìèêðîîðãàíèçìîâ èñïîëüçîâàëè ãëàçà
òðåõ ïðèîí-ïîëîæèòåëüíûõ îâåö ñ ñèìïòîìàìè ñêðàïè
(íîìåðà êåéñîâ 296, 301 è 5061), ïðèîáðåòåííûå â Âåòå-
ðèíàðíîì ó÷åáíîì öåíòðå Óíèâåðñèòåòà Àéäàõî (Univer-
sity of Idaho Caine Veterinary Teaching Center). Ïîäðîáíîå
îïèñàíèå êåéñîâ ïðèâåäåíî â ðàáîòå Áàñòèàíà è ñîàâ-
òîðîâ (Bastian et al., 2011).

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ñ ï è ð î ï ë à ç ì. Íåáîëüøèå
(< 1 ìì3) ôðàãìåíòû ðàçìîðîæåííîé òêàíè ãëàçíîãî ÿá-
ëîêà áûëè äîáàâëåíû ê ìîíîñëîþ êëåòîê ÐÃÁ (ATCC
CRL-2048), äîñòèãøåìó 60 % êîíôëþýíòíîñòè. Êóëüòó-
ðû êëåòîê ïîääåðæèâàëè â âåíòèëèðóåìûõ êóëüòóðàëü-
íûõ ôëàêîíàõ 25 èëè 75 ìë (Corning, ÑØÀ) ïðè 37 °C è
5 % CO2 â ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé 1 % ãëóòàìàòà,
4.5 ã/ë ãëþêîçû, 100 ìM Na3PO4, 1 M HEPES, 10 % ñûâî-
ðîòêè ïëîäîâ êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà è 2.5 ìêã/ìë àíòè-
áèîòèêà âàíêîìèöèíà. Äëÿ ïåðâîíà÷àëüíîé èçîëÿöèè è
ïåðâûõ 2—3 ïàññàæåé äîïîëíèòåëüíî äîáàâëÿëè
10 ìêã/ìë âàíêîìèöèíà. Çàìåíó êóëüòóðàëüíîé ñðåäû è
ðàçâåäåíèå êëåòîê â 3—4 ðàçà ïðîâîäèëè åæåíåäåëüíî.
Êëåòêè îòäåëÿëè îò ôëàêîíîâ ïîñëå äîáàâëåíèÿ
0.25%-íîãî ðàñòâîðà òðèïñèíà. Íàëè÷èå ìèêðîîðãàíèç-
ìîâ â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ñâåòî-
âîé ìèêðîñêîïèè â òåìíîì ïîëå ïðè îáùåì óâåëè÷åíèè
1000�. 1 ðàç â 2 íåä êëåòêè, îñàæäåííûå ñ ïîìîùüþ öåí-
òðèôóãèðîâàíèÿ, àíàëèçèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì òðàíñ-
ìèññèîííîé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè (ÝÌ) äëÿ âûÿâëå-
íèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ ôîðì ìèêðîîðãàíèçìîâ. Ïîñëå
ìíîãîêðàòíîãî ïàññèðîâàíèÿ ÷åðåç êëåòêè ÐÃÁ â òå÷åíèå
6—12 ìåñ ñïèðîïëàçìû áûëè âûäåëåíû â êóëüòóðû, ðàç-

âèâàþùèåñÿ è ïðîëèôåðèðóþùèå â æèäêîé ñðåäå SP-4
(Teknova, Êàíàäà), êàê ýòî îïèñàíî äëÿ èçîëÿòà SMCA
S. mirum (Tully et al., 1977). Ðàâíûå îáúåìû êóëüòóðàëü-
íîé ñðåäû ñ ìèêðîîðãàíèçìàìè, îñâîáîäèâøèìèñÿ èç
êëåòîê ÐÃÁ, ñìåøèâàëè ñ ïèòàòåëüíûì áóëüîíîì SP-4 è
èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °Ñ è 5 % CO2 2—3 íåä, ïîñëå ÷åãî
êóëüòóðû ñîäåðæàëè ïðè 31 °Ñ áåç ÑÎ2. 1 ðàç â 1—8 íåä
êóëüòóðû ðàçâîäèëè â 3 ðàçà ñâåæåé ïîðöèåé ñðåäû SP-4
è ïðîñìàòðèâàëè â ñâåòîâîé ìèêðîñêîï â òåìíîì ïîëå.
Áåñêëåòî÷íûå êóëüòóðû ñïèðîïëàçì ïîääåðæèâàëè â òå-
÷åíèå 11 ìåñ. Êóëüòóðû àíàëèçèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ÝÌ ÷åðåç 2 è 8 íåä ïîñëå ïîñëåäíåãî ðàçâåäåíèÿ è äîáàâ-
ëåíèÿ ñâåæåé êóëüòóðàëüíîé ñðåäû.

Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè êëåòêè ÐÃÁ ïîñëå
äîáàâëåíèÿ ôðàãìåíòîâ çäîðîâîãî ãëàçà. Êîíòðîëüíûå
êëåòî÷íûå êóëüòóðû òàêæå àíàëèçèðîâàëè ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ÑÌ è ÝÌ, îäíàêî íè ìèêðîîðãàíèçìîâ, íè êà-
êèõ-ëèáî ïàòîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé â íèõ íå íàáëþäàëè.

Â û ä å ë å í è å Ä Í Ê, Ï Ö Ð - à ì ï ë è ô è ê à ö è ÿ è
ñ å ê â å í è ð î â à í è å. Ìèêðîîðãàíèçìû êîíöåíòðèðîâàëè
â 1000 ðàç öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 14 000 g â òå÷åíèå
30 ìèí â íàñòîëüíîé öåíòðèôóãå 4515 R. ÄÍÊ èçîëèðîâà-
ëè ñ ïîìîùüþ êèòà Roche High Pure Template Preparations
Kit (Roche Applied Sciences, Ãåðìàíèÿ) ñîãëàñíî èíñòðóê-
öèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Äëÿ àìïëèôèêàöèè ó÷àñòêà
16S-ðÄÍÊ èñïîëüçîâàëè ãîòîâóþ ñìåñü ÄÍÊ-ïîëèìåðà-
çû è äðóãèõ èíãðåäèåíòîâ ÏÖÐ (One TaqD Quick Load
Master Mix) (New England Biolabs, ÑØÀ) è äâå ïàðû
ïðàéìåðîâ: (1 — ïðÿìîé ïðàéìåð «SMCA 16s F»:
5R-GGGTGAGTAACACGTATCTAATCTACCCATTAGC3R
è îáðàòíûé ïðàéìåð «SMSA16s R»: 5R-GTTTCAC-
TCTTGCGAGCATACTACTCAG GCGGAG-3R; (2 — ïðÿ-
ìîé ïðàéìåð «SMCA 16s F» è îáðàòíûé ïðàéìåð
«Ssyrph16s R»: 5R-TCCCTCCTTACGGTTAGGATACCG-
ACTTCTG-3R). Äëèíû ó÷àñòêîâ ðÄÍÊ, àìïëèôèöèðîâàí-
íûõ ñ ïîìîùüþ ýòèõ ïðàéìåðîâ, ñîñòàâèëè ñîîòâåòñòâåí-
íî 700 (1) è 1300 (2) ïàð îñíîâàíèé (ï.î.). ÄÍÊ ýêñòðàãè-
ðîâàëè èç 2%-íîãî àãàðîçíîãî ãåëÿ ñ ïîìîùüþ êèòà QI-
Aquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, ÑØÀ). Ñåêâåíèðîâà-
íèå ïðîâîäèëè íà áàçå Ìîëåêóëÿðíîãî öåíòðà Âåòåðèíàð-
íîé øêîëû Óíèâåðñèòåòà Ëóèçèàíû â Áàòîí Ðóæ
(GenLab, School of Veterinary Medicine, Louisiana State
University), íà ñåêâåíàòîðå Beckman Coulter Seq 8000
DNA. Äëÿ ðåàêöèè ñåêâåíèðîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè óïîìÿ-
íóòûå âûøå ïðàéìåðû è êèò «Applied BioSystems BigDie
Terminator Cycle Sequencing kit (version 3.1)». Ïîëó÷åí-
íûå êîíñåíñóñíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áûëè äåïîçèòèðî-
âàíû â Ãåíáàíê ïîä íîìåðàìè KF840732—KF840734.

Ô è ë î ã å í å ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Äëÿ ôèëîãåíåòè-
÷åñêîãî àíàëèçà ê ïîëó÷åííûì òðåì ñèêâåíñàì äîáàâèëè
10 ñèêâåíñîâ Spiroplasma sp. èç Ãåíáàíêà (òàáë. 1). Ñèê-
âåíñ Mycoplasma hominis (Acc#M24473) ïðåäñòàâëÿë
âíåøíþþ ãðóïïó. Ïîñêîëüêó ïîëó÷åííûå íàìè ñèêâåíñû
çíà÷èòåëüíî âàðüèðîâàëè ïî äëèíå, äâà íàáîðà ñèêâåíñîâ
áûëè ïîäãîòîâëåíû äëÿ ýëàéíìåíòà. Ýëàéíìåíò îñóùåñò-
âëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû «Muscle» (ñî ñòàíäàðòíûìè
ïàðàìåòðàìè (Edgar, 2004)), âñòðîåííîé â ïðîãðàììíûé
ïàêåò MEGA 5.05. Ìàòðèêñ ïîïàðíûõ ãåíåòè÷åñêèõ äèñ-
òàíöèé (Pairwise genetic distances matrix) è ôèëîãåíåòè÷å-
ñêèé àíàëèç ìåòîäàìè «Áëèæàéøèõ ñîñåäåé» (Neigh-
bor-joining) è «Ìàêñèìàëüíîãî ñõîäñòâà» (Maximum like-
lihood) òàêæå ðàññ÷èòûâàëè ñ ïîìîùüþ MEGA 5.05
(Tamura et al., 2011). Äëÿ ðàñ÷åòîâ áûëà èñïîëüçîâàíà ìî-
äåëü «Kimura-2 parameter model of nucleotide substitution
with a discrete Gamma distribution» (Kimura, 1980), âû-
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áðàííàÿ ïðîãðàììîé òåñòèðîâàíèÿ ìîäåëè (model test).
Ñòàòèñòè÷åñêóþ äîñòîâåðíîñòü óçëîâ äåðåâà òåñòèðîâàëè
â 1000 áóòñòðàïíûõ ðåïëèêàöèÿõ (Felsenstein, 1985).

Ñ â å ò î â à ÿ è ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î -
ïèÿ. Äëÿ âèçóàëèçàöèè ñïèðîïëàçì 10—20 ìêë êóëüòó-
ðàëüíîé ñðåäû ïðîñìàòðèâàëè â ñâåòîâîì ìèêðîñêîïå ñ
èììåðñèîííûì îáúåêòèâîì 100� â òåìíîì ïîëå èëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ôàçîâîãî êîíòðàñòà. Â ðÿäå ñëó÷àåâ ê îáðàç-
öàì äîáàâëÿëè ôëóîðåñöåíòíûå ÿäåðíûå êðàñèòåëè Ho-
echst 33342 èëè DAPI â êîíöåíòðàöèè 1—5 ìêM. Äëÿ ÑÌ
èñïîëüçîâàëè ìèêðîñêîï Zeiss Axioplan ñ ïðèñòàâêîé äëÿ
ýïèôëóîðåñöåíöèè è öèôðîâîé êàìåðîé Olympus DP73.

Ò ð à í ñ ì è ñ ñ è î í í à ÿ ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î -
ñ ê î ï è ÿ. Êëåòêè ÐÃÁ, èíôèöèðîâàííûå ñïîðîïëàçìàìè,
èëè ñóñïåíçèè ìèêðîîðãàíèçìîâ èç áåñêëåòî÷íûõ êóëü-
òóð îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì â öåíòðèôóæíûõ ïðî-
áèðêàõ 1.5 ìë. Îñàäêè ïðîìûâàëè ñîëåâûì ôîñôàòíûì
ðàñòâîðîì (PBS) è ôèêñèðîâàëè 2—6 ÷ â ðàñòâîðå 2%-íî-
ãî ïàðàôîðìàëüäåãèäà è 1.25%-íîãî ãëóòàðàëüäåãèäà â
0.1 M êàêîäèëàòíîì áóôåðå ñ äîáàâëåíèåì 5 % ñàõàðîçû.
Îñàäêè çàêëþ÷àëè â 3%-íóþ àãàðîçó, ïîñòôèêñèðîâàëè
1%-íûì ðàñòâîðîì ÷åòûðåõîêèñè îñìèÿ, èíêóáèðîâàëè â
2%-íîì ðàñòâîðå óðàíèë-àöåòàòà â 0.1 Ì ìàëåàòíîì áó-
ôåðå (pH 5.2), îáåçâîæèâàëè â ñåðèè ýòàíîëîâ ïîâûøàþ-
ùèõñÿ êîíöåíòðàöèé è îêèñè ïðîïèëåíà è çàëèâàëè â
Ýïîí—Àðàëäèò. Óëüòðàòîíêèå (80 íì) ñðåçû îêðàøèâàëè
öèòðàòîì ñâèíöà è ïðîñìàòðèâàëè â ýëåêòðîííîì ìèêðî-
ñêîïå JEM-1011 JEOL ñî âñòðîåííîé öèôðîâîé êàìåðîé
HAMAMATSU ORCA-HR.

Ä ë ÿ í å ã à ò è â í î ã î ê î í ò ð à ñ ò è ð î â à í è ÿ 10 ìêë
ñóñïåçèè ìèêðîðãàíèçìîâ èíêóáèðîâàëè 2 ìèí íà ñåòî÷-
êå ñ ôîðìâàðîâîé ïîäëîæêîé. Çàòåì æèäêîñòü óáèðàëè ñ
ïîìîùüþ ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãè è äîáàâëÿëè 10 ìêë
1—4%-íîãî ðàñòâîðà ôîðìâàðîâîé êèñëîòû (ÔÂÊ) èëè
ìîëèáäàòà àììîíèÿ (ÌÀ). ×åðåç 1 ìèí ðàñòâîð óäàëÿëè,
ñåòî÷êè âûñóøèâàëè íà âîçäóõå è ïðîñìàòðèâàëè â ýëåêò-
ðîííîì ìèêðîñêîïå.

Ñ ê à í è ð ó þ ù à ÿ ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ.
5 ìë ñóñïåíçèè ìèêðîîðãàíèçìîâ ôèëüòðîâàëè ÷åðåç ïî-

ëèêàðáîíàòíûå ôèëüòðû ñ ïîðàìè äèàìåòðîì 0.22 ìêì
(Osmonics Laboratory Products, ÑØÀ). Ôèëüòðû ïðîìûâà-
ëè PBS, ôèêñèðîâàëè â ðàñòâîðå ãëóòàðàëüäåãèäà—ïà-
ðàôîðìàëüäåãèäà è îáåçâîæèâàëè â ñåðèè ýòàíîëîâ.
100%-íûé ýòàíîë çàìåùàëè CO2 â àïïàðàòå äëÿ ñóøêè
ïðè êðèòè÷åñêîé òî÷êå (Polaron E3000 Standard Critical
Point Drier). Â êà÷åñòâå àëüòåðíàòèâû 30—50 ìêë êóëüòó-
ðû ìèêðîîðãàíèçìîâ ïîìåùàëè íà êðóãëûå ïëàñòèêîâûå
ïîêðîâíûå ñòåêëà äèàìåòðîì 13 ìì (Nunc™ Brand Pro-
ducts, ÑØÀ), ïîäñóøèâàëè íà âîçäóõå è îáðàáàòûâàëè,
êàê îïèñàíî âûøå äëÿ ïîëèêàðáîíàòíûõ ôèëüòðîâ. Ôèëü-
òðû èëè ïîêðîâíûå ñòåêëà ïîìåùàëè íà àëþìèíèåâûå
ñòîëèêè, íàïûëÿëè ñìåñüþ çîëîòà è ïàëëàäèÿ ñ ïîìîùüþ
âàêóóìíîãî íàïûëèòåëÿ EMS 550X Sputter Coater è èññëå-
äîâàëè â ìèêðîñêîïå Fei Quanta 200 ESEM.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: àãàðîçà, ãëþêîçà,
íàòðèÿ ôîñôàò, ñûâîðîòêà ïëîäîâ êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêî-
òà, PBS, HEPES, óðàíèë-àöåòàò, DAPI (Sigma, ÑØÀ); âàí-
êîìèöèí (MP Biomedicals, Êàíàäà); êóëüòóðàëüíàÿ ñðåäà
DMEM, ãëóòàìàò (Gibco, ThermoFisher Scientific, ÑØÀ);
Hoechst 33342 (Thermo Scientific Rockford, ÑØÀ); êóëüòó-
ðàëüíàÿ ñðåäà SP-4 (Teknova, Êàíàäà); ñàõàðîçà, íàòðèÿ
êàêîäèëàò, íàòðèÿ öèòðàò, ñîëè ñâèíöà (öèòðàò, àöåòàò è
íèòðàò), 4%-íûé ðàñòâîð ÷åòûðåõîêèñè îñìèÿ, 25%-íûé
ðàñòâîð ãëóòàðàëüäåãèäà, 16%-íûé ðàñòâîð ïàðàôîðì-
àëüäåãèäà (EMS, ÑØÀ); òðèïñèí (Gibco-Life Technolo-
gies, ÑØÀ); êèò äëÿ âûäåëåíèÿ ÄÍÊ èç àãàðîçíîãî ãåëÿ
(QIAGEN, ÑØÀ); êèò äëÿ âûäåëåíèÿ ÄÍÊ èç êëåòîê è
òêàíåé (Roche Applied Sciences, Ãåðìàíèÿ); êèò äëÿ ÏÖÐ
(New England Biolabs, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Ì î ð ô î ë î ã è ÷ å ñ ê è å î ñ î á å í í î ñ ò è S p i r o -
p l a s m a s p., â û ä å ë å í í û õ è ç ã ë à ç î â å ö, ï ð è ê ó -
ë ü ò è â è ð î â à í è è â á å ñ ê ë å ò î ÷ í û õ ñ è ñ ò å ì à õ.
14-ñóòî÷íûå («ìîëîäûå») êóëüòóðû èçîëÿòîâ ¹ 296, 301
è 5061 íà ñâåòîîïòè÷åñêîì óðîâíå èññëåäîâàíèÿ ñîäåð-

620 Þ. ß. Ñîêîëîâà

Ò à á ë è ö à 1

Òðè èçîëÿòà Spiroplasma sp. èç îâåö, áîëüíûõ ñêðàïè, è äðóãèå âèäû è èçîëÿòû ñïèðîïëàçì,
ó÷àñòâóþùèå â ôèëîãåíåòè÷åñêîì àíàëèçå: íîìåðà â Ãåíáàíêå (Acc #), âèäû è ñèñòåìàòè÷åñêîå ïîëîæåíèå õîçÿåâ

Âèäû è èçîëÿòû ñïèðîïëàçì 16S rDNA Acc # Âèä õîçÿèíà Ñèñòåìàòè÷åñêîå ïîëîæåíèå õîçÿèíà

Èçîëÿò ¹ 296 KF840732 Ovis aries Chordata, Mammalia

301 KF840733 Òî æå Òî æå

296 KF840734 » » » »

S. apis GU993267 Apis melifera Arthtopoda, Insecta, Hymenoptera

S. citri AM285316 Circulifer haemotoceps Arthtopoda, Insecta, Hemiptera

» » DQ112019 Daucus carota Plantae, Angiosperms

S. ixodetis GU585671 Ixodes pacificus Arthropoda, Arachnida, Ixodida

S. mirum JX898939 Haemaphysalis leporispolustris Òî æå

S. syrphidicola NR025711 Eristalis arbustorum Arthtopoda, Insecta, Diptera

S. chrysoplicola NR025699 Chrysops sp. Òî æå

Spiroplasma TAAS-1 AY189314 Tabanus sp. » »

Spiroplasma BARC 2649 EF491665 Òî æå » »

Spiroplasma BARC 1357 EF491664 » » » »

Mycoplasma hominis* M24473 Homo sapiens Chordata, Mammalia

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Çâåçäî÷êîé îáîçíà÷åíà âíåøíÿÿ ãðóïïà (outgroup).



æàëè ìíîãî÷èñëåííûå òîíêèå ñïèðàëåâèäíûå êëåòêè, òè-
ïè÷íûå äëÿ ïðåäñòàâèòåëåé ðîäà Spiroplasma, äëèíà êî-
òîðûõ ñîñòàâëÿëà ïðèáëèçèòåëüíî 5—7 ìêì, øèðèíà —
0.2 ìêì. Íåêîòîðûå êëåòêè èìåëè öåíòðàëüíûå óòîëùå-
íèÿ, èíòåíñèâíî îêðàøèâàåìûå ÿäåðíûì êðàñèòåëåì Ho-
echst 33342 èëè DAPI (ðèñ. 1, a). Ïðè ñêàíèðóþùåé ýëåê-
òðîííîé ìèêðîñêîïèè ñïèðîïëàçìû âûãëÿäåëè êàê ïðÿ-
ìûå èëè ñëåãêà èçîãíóòûå ïàëî÷êè äèàìåòðîì äî 100 íì,
÷àñòî ïîêðûòûå ãðàíóëÿðíûì ìàòåðèàëîì. Îíè ïðîõîäè-

ëè ÷åðåç ôèëüòðû ñ ðàçìåðîì ïîð 0.22 ìêì è áûëè âèäíû
òîëüêî íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ (ðèñ. 1, á). Íà ôèëüòðàõ è íà
ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ ïåðèîäè÷åñêè íàáëþäàëè ïëîòíîóïà-
êîâàííûå ñïèðàëüíûå ñòðóêòóðû äëèíîé 5—10 ìêì è
òîëùèíîé 0.2—0.3 ìêì (ðèñ. 1, â), à òàêæå ïàëî÷êîâèä-
íûå ñòðóêòóðû ñ öåíòðàëüíûì óòîëùåíèåì (ðèñ. 1, ã).
14-ñóòî÷íûå êóëüòóðû, îêðàøåííûå ÔÂÊ è ÌÀ, íà óëüò-
ðàñòðóêòóðíîì óðîâíå ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé ñêîïëåíèå
äëèííûõ òîíêèõ íèòåé (2—10 � 0.08—0.12 ìêì) ñ îêðóã-
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Ðèñ. 1. Ìîðôîëîãè÷åñêèå ôîðìû Spiroplasma sp., èçîëèðîâàííûõ èç ãëàç îâåö, áîëüíûõ ñêðàïè.

a—ç — 14-ñóòî÷íûå êóëüòóðû: a — ñïèðàëüíûå ïîäâèæíûå ôîðìû; óòîëùåíèå â öåíòðå (ñòðåëêà) èíòåíñèâíî îêðàøåíî ôëóîðåñöåíòûì ÿäåðíûì
êðàñèòåëåì Hoechst 33342 (ñëåâà), ñïðàâà — ñâåòëîå ïîëå; á — ñëåãêà èçîãíóòûå ïàëî÷êîâèäíûå ôîðìû è ñôåðè÷åñêèå ýëåìåíòû (ñòðåëêè) íà ïîâåðõ-
íîñòè ïîêðîâíîãî ñòåêëà; â — ïëîòíîóïàêîâàííûå ñïèðàëüíûå ôîðìû; ã — ïàëî÷êîâèäíûå ñòðóêòóðû ñ öåíòðàëüíûì óòîëùåíèåì (ñòðåëêè) íà ïîëè-
êàðáîíàòíîì ôèëüòðå ñ ïîðàìè 0.22 ìêì; ä — òîíêèå äëèííûå íèòè ñ îêðóãëûìè òåëàìè, ïðèêðåïëåííûìè ê öåíòðàëüíîé ÷àñòè (ñòðåëêè); å—ç — ñðå-
çû ÷åðåç îñàäîê, ïîëó÷åííûé ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè áåñêëåòî÷íûõ êóëüòóð òðåõ èçîëÿòîâ Spiroplasma sp. (¹ 5061 — å, ¹ 301 — æ, ¹ 296 — ç);
ìåìáðàííûå ïðîôèëè (áåëûå ñòðåëêè) ñîåäèíåíû äðóã ñ äðóãîì (çâåçäî÷êà) è ñîîòâåòñòâóþò, âåðîÿòíî, ñðåçó ÷åðåç îäíó ñïèðàëåâèäíóþ êëåòêó ñïè-
ðîïëàçìû. è — ñïèðàëåâèäíûå ñïèðîïëàçìû, âûñâîáîæäàþùèåñÿ èç êëåòîê BCE â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó (ñòðåëêè). ê — ñðåç ÷åðåç êëåòêó ÐÃÁ, ñîäåð-
æàùóþ ïðîäîëüíî ïåðåðåçàííûå ìèêðîîðãàíèçìû (ñòðåëêè), ìåìáðàíû ïàðàçèòîôîðíîé âàêóîëè îáîçíà÷åíû ãîëîâêàìè ñòðåëîê. ë, ì — 8-íåäåëü-
íûå êóëüòóðû: ë — ãëîáóëû äèàìåòðîì 200—400 íì (÷åðíûå ñòðåëêè), ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåííûå ïî ïîâåðõíîñòè ôèëüòðà, è àíàñòîìîçèðóþùèå
ñòðóêòóðû, ñîñòîÿùèå èç ñôåðè÷åñêèõ îáðàçîâàíèé ìåíüøåãî äèàìåòðà (áåëûå ñòðåëêè); ì — ñôåðè÷åñêèå îáðàçîâàíèÿ, ñîáðàííûå â ñïèðàëåâèäíûå
ñòðóêòóðû. à — ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ; á, â, ë, ì — ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ (ÑÝÌ); ä — òðàíñìèññèîííàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ

(ÒÝÌ), íåãàòèâíîå êîíòðàñòèðîâàíèå ñ 2 % ÔÂÊ; è, ê — ÒÝÌ, òîíêèå ñðåçû. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè: a—ã, ë — 5 ìêì; ä, ì — 2 ìêì; å—ê — 500 íì.



ëûìè ñòðóêòóðàìè («blebs»), ïðèêðåïëåííûìè ê öåíò-
ðàëüíîé ÷àñòè íèòè. Ïðàêòè÷åñêè â êàæäîé îêðóãëîé
ñòðóêòóðå íàáëþäàëè öåíòðàëüíîå ýëåêòðîííî-ïëîòíîå
óòîëùåíèå (ðèñ. 1, ä). Íà ñåòî÷êàõ òàêæå íàáëþäàëè îò-
äåëüíûå îêðóãëûå ñòðóêòóðû è íèòè áåç òàêîâûõ, âèäèìî
îòñîåäèíåííûå äðóã îò äðóãà. Òîíêèå ñðåçû 14-ñóòî÷íûõ
êóëüòóð, îñàæäåííûõ öåíòðèôóãèðîâàíèåì, ñîäåðæàëè
ìåìáðàííûå ïðîôèëè, îêðóæåííûå àìîðôíûì ìàòåðèà-
ëîì (ðèñ. 1, å—ç). Äèàìåòð ìåìáðàííûõ ïðîôèëåé âàðüè-
ðîâàë îò 85 äî 167 íì. Íåêîòîðûå ïðîôèëè áûëè ñâÿçàíû
ìåæäó ñîáîé è, âåðîÿòíî, ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé ñðåçû ÷å-
ðåç îäíó êëåòêó ñïèðàëåâèäíîé ôîðìû. Èíòåðåñíî, ÷òî
óäëèíåííûå âíóòðèêëåòî÷íûå ôèáðèëëîâèäíûå ôîðìû
ñïèðîïëàçì, êîòîðûå ìû íàáëþäàëè âíóòðè êëåòîê ÐÃÁ è
â îêðóæàþùåé êóëüòóðàëüíîé ñðåäå, èìåëè ïðèìåðíî òà-
êîé æå äèàìåòð (â ñðåäíåì 100 íì). Âíóòðèêëåòî÷íûå
ñïèðîïëàçìû áûëè îêðóæåíû ìåìáðàíîé ïàðàçèòîôîð-
íîé âàêóîëè (ðèñ. 1, è—ê).

Êóëüòóðû, ðàñòóùèå â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå SP4 â òå-
÷åíèå 8 íåä («ñòàðûå êóëüòóðû»), ñîäåðæàëè çàìåòíî ìå-
íüøå ñïèðàëåâèäíûõ êëåòîê. Ïðè ÑÝÌ âûÿâëÿëè ìíîãî-
÷èñëåííûå ãëîáóëû äèàìåòðîì 100—400 íì, à òàêæå àã-
ðåãàöèè ìåëêèõ ãëîáóë â ïåðåïëåòàþùèåñÿ íèòåâèäíûå
(ðèñ. 1, ë) èëè ñïèðàëåâèäíûå (ðèñ. 1, ì) ñòðóêòóðû. Ïðè
èñïîëüçîâàíèè ÒÝÌ íà íåãàòèâíî êîíòðàñòèðîâàííûõ
ïðåïàðàòàõ ñòàðûõ êóëüòóð ÷àñòî íàáëþäàëè îáðàçîâà-
íèÿ, óñëîâíî íàçâàííûå íàìè «ãîëîâàñòèêîïîäîáíûìè»
(«tadpole-like structures»). Îíè áûëè îáðàçîâàíû ôè-
ëàìåíòàìè òîëùèíîé 100—150 íì, ïðèêðåïëåííûìè ê
îâàëüíûì ýëåêòðîííî-ïëîòíûì ñòðóêòóðàì (ðèñ. 2, a).
Íàèáîëåå çàìåòíûì êîìïîíåíòîì «ñòàðûõ» êóëüòóð
áûëè îáðàçîâàíèÿ, ñîñòîÿùèå èç ãëàäêèõ ïàëî÷êîâèäíûõ
ñòðóêòóð äèàìåòðîì 80—110 íì, îêðóæåííûå êðèñòàëëî-
ïîäîáíûì ìàòðèêñîì. Ïî ôîðìå òàêîå îáðàçîâàíèå íàïî-
ìèíàåò åæà (ðèñ. 2, á—e). Êðèñòàëëîïîäîáíûé ìàòðèêñ
ïî ñâîåé ñòðóêòóðå áûë ñõîäåí c öåíòðàëüíûì óòîëùåíè-
åì ïàëî÷êîâèäíûõ ñòðóêòóð, âûäåëåííûõ èç 14-ñóòî÷íûõ
êóëüòóð (ðèñ. 1, ã). Ðàçìåðû òàêèõ «åæåïîäîáíûõ» îáðà-
çîâàíèé âàðüèðîâàëè îò 1 äî 3.7 ìêì. Íà íåãàòèâíî îêðà-

øåííûõ ïðåïàðàòàõ ýòè îáðàçîâàíèÿ âûãëÿäåëè êàê
ðàçâåòâëåííûå òåëà ïðè÷óäëèâîé ôîðìû (ðèñ. 2, ã—ä),
íàïîìèíàþùèå «ãîëîâàñòèêî- è ÷åðåïàõîïîäîáíûå òåëà»
(tadpole- and tortoise-like bodies), îïèñàííûå äëÿ S. erio-
cheir, áàêòåðèè, âûçûâàþùåé ïîðàæåíèÿ íåðâíîé ñèñòå-
ìû (tremor disease) êðàáà Eriocheir sinensis (Wang et al.,
2004a, 2011). Ïðè ÒÝÌ îñàäêîâ, ïîëó÷åííûõ èç ñòàðûõ
êóëüòóð, è öåíòðàëüíîãî óòîëùåíèÿ ïàëî÷êîâèäíûõ
ñòðóêòóð èç ìîëîäûõ êóëüòóð êðèñòàëëîïîäîáíûé ìàò-
ðèêñ âûãëÿäåë ñõîäíûì îáðàçîì è ïðåäñòàâëÿë ñîáîé ðå-
øåòêó ÷åðåäóþùèõñÿ ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ è ýëåêòðîí-
íî-ïðîçðà÷íûõ ñëîåâ øèðèíîé ïðèáëèçèòåëüíî 10 íì
(ðèñ. 2, å).

Ð å ç ó ë ü ò à ò û ô è ë î ã å í å ò è ÷ å ñ ê î ã î à í à ë è ç à.
Ðàçìåðû ñèêâåíñîâ, ïîëó÷åííûõ èç áåñêëåòî÷íûõ êóëü-
òóð èçîëÿòîâ 296, 301 è 5061, ñîñòàâëÿëè ñîîòâåòñòâåííî
1284, 696 è 699 ïàð îñíîâàíèé (ï. î.). Ó÷àñòîê 16S-ðÄÍÊ
äëèíîé 696 ï. î. áûë èäåíòè÷åí âî âñåõ òðåõ èçîëÿòàõ è
äåìîíñòðèðîâàë áîëåå ÷åì 99%-íîå ñõîäñòâî ñ îðòîëîãà-
ìè S. syrphidicola è S. chrysopicola. Ýâîëþöèîííûå ðàñ-
ñòîÿíèÿ ìåæäó âèäàìè ðàññ÷èòûâàëè ñíà÷àëà íà îñíîâå
âûðàâíèâàíèÿ ó÷àñòêîâ 16S-ðÄÍÊ äåâÿòè îðòîëîãè÷íûõ
ñèêâåíñîâ äëèíîé 694 ï. î. (668 èíôîðìàòèâíûõ ïîçè-
öèé), ñðåäè êîòîðûõ áûëè òðè íîâûõ èçîëÿòà è ïÿòü áëè-
æàéøèõ ñèêâåíñîâ èç áàçû äàííûõ Genebank, âûÿâëåí-
íûõ ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû BLAST (Basic Local Align-
ment Search Tool). Ýòîò àíàëèç ïîêàçàë îòñóòñòâèå
ýâîëþöèîííîé äèâåðãåíöèè (çíà÷åíèÿ ïàðàìåòðà äèâåð-
ãåíöèè â ìàòðèöå áûëî ðàâíî 0.0000) ìåæäó òðåìÿ èçîëÿ-
òàìè Spiroplasma èç îâåö, S. syrphidicola è S. chrysopicola.
Ôèëîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç ýòèõ ñèêâåíñîâ ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ìåòîäîâ «Áëèæàéøèõ ñîñåäåé» è «Ìàêñèìàëüíîãî
ñõîäñòâà» ïîìåùàë òðè íîâûõ èçîëÿòà, S. syrphidicola è
S. chrysopicola â îäèí êëàä, õîðîøî ïîääåðæàííûé ñòàòè-
ñòè÷åñêè (ðèñ. 2, a). Ïîñëåäóþùèé ôèëîãåíåòè÷åñêèé
àíàëèç ïðîâîäèëè íà îñíîâàíèè âûðàâíèâàíèÿ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé äëèíîé 1284 ï. î. (1251 èíôîðìàòèâíàÿ ïî-
çèöèÿ), ñîîòâåòñòâåííî äëÿ íåãî èñïîëüçîâàëè òîëüêî
ñèêâåíñ ¹ 296, èìåâøèé äîñòàòî÷íóþ äëèíó. Â äàííîì
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Ðèñ. 2. Íåîáû÷íûå ìîðôîëîãè÷åñêèå ôîðìû, íàáëþäàåìûå â 8-íåäåëüíûõ áåñêëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ ñïèðîïëàçì.

à — ñòðóêòóðà â ôîðìå ãîëîâàñòèêà (tadpole-like form), ñîñòîÿùàÿ èç ôèëàìåíòà, ïðèêðåïëåííîãî ê ýëåêòðîííî-ïëîòíîìó îâàëüíîìó îáðàçîâàíèþ; â
ïðàâîì âåðõíåì óãëó âèäåí óâåëè÷åííûé ó÷àñòîê «õâîñòà» (âûäåëåí ïðÿìîóãîëüíèêîì) ñ òðåõñëîéíîé ìåìáðàíîé, îãðàíè÷èâàþùåé öåíòðàëüíûé
ýëåêòðîííî-ïëîòíûé ôèëàìåíò. á—ä — îáðàçîâàíèÿ â ôîðìå åæåé (hedgehog-like structures) — ïàëî÷êîâèäíûå ñòðóêòóðû, ïîãðóæåííûå â êðèñòàëëî-
ïîäîáíûé ìàòðèêñ. å — ñðåç ÷åðåç êðèñòàëëîïîäîáíûé ìàòðèêñ (ðåøåòêà èç ÷åðåäóþùèõñÿ ïîëîñ âûñîêîé è íèçêîé ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè). à, ã, ä —
ÒÝÌ, íåãàòèâíîå êîíòðàñòèðîâàíèå 2 % ÔÂÊ; á — ÑÝÌ; â, å — ÒÝÌ, òîíêèå ñðåçû. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè: a—ä — 500 íì, âñòàâêè íà a è å — 100 íì.



ñëó÷àå òàêæå âûÿâèëè íóëåâûå ïîïàðíûå ýâîëþöèîííûå
ðàññòîÿíèÿ ìåæäó èçîëÿòîì Spiroplasma èç îâöû, S. syr-
phidicola è S. chrysopicola. Íèçêèå çíà÷åíèÿ, áëèçêèå
ê íóëåâûì, ðàçäåëÿëè èçîëÿò ¹ 296 è âèäû Spiroplasma,
çàðàæàþùèå òàáàíèä: 0.0008 — èçîëÿò ¹ 296 è Spiroplas-
ma sp.TAAS-1, 0.0016 — èçîëÿò ¹ 296 è Spiroplasma sp.
BARC-1357, 0.0064 — èçîëÿò ¹ 296 è Spiroplasma sp.
BARC-2649 (òàáë. 2). Íà äåðåâå âñå ýòè òàêñîíû ïðèíàä-
ëåæàëè ê îäíîé êëàäå è ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé ñåñòðèíñêóþ
ãðóïïó ïî îòíîøåíèþ ê âåòâè S. citri. Âíóòðè êëàäû
«S. syrphidicola—èçîëÿò ¹ 296—Spiroplasma sp. TAAS1»,
èçîëÿò ¹ 296 ãðóïïèðîâàëñÿ ñ S. syrphidicola è S. chryso-
picola. Âåòâü S. mirum çàíèìàëà áàçàëüíóþ ïîçèöèþ ïî
îòíîøåíèþ ê äèõîòîìèè S. syrphidicola—S. citri (ðèñ. 3,
á), ÷òî õîðîøî ñîîòâåòñòâóåò îïèñàííûì ðàíåå ôèëîãå-
íèÿì (Gasparich et al., 2004; Heres, Lightner, 2010).

Îáñóæäåíèå

Íåñêîëüêî àâòîðîâ îïèñûâàëè ðàíåå ïîëèìîðôèçì
Spiroplasma spp. è óêàçûâàëè íà íàëè÷èå äâóõ îñíîâíûõ
ôîðì ýòèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ — ñïèðàëåâèäíûõ ôèëàìåí-
òîâ è îêðóãëûõ èëè ñôåðè÷åñêèõ òåë («blebs» â àíãëî-
ÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå) (Itoh et al., 1989; Wang et al., 2004a;
Bastian, 2014). Â ÷àñòíîñòè, â æèçíåííîì öèêëå èçîëÿòà
SMCA S. mirum ïðèñóòñòâóþò ñïèðàëüíûå ôîðìû («ôè-
ëàìåíòû»), ìåëêèå ñôåðè÷åñêèå ñòðóêòóðû (äåðèâàòû
ýòèõ ôèëàìåíòîâ) è çàêðó÷åííûå ñïèðàëè, îáðàçóþùèåñÿ
èç ñôåðè÷åñêèõ ñòðóêòóð. Ïîñëåäíèå ñïîñîáíû â ñâîþ
î÷åðåäü ðàñïàäàòüñÿ íà åùå áîëåå ìåëêèå ñôåðè÷åñêèå
ôîðìû, êîòîðûå àâòîðû ðàññìàòðèâàëè êàê «íàèìåíüøèå
ðåïðîäóêòèâíûå îáðàçîâàíèÿ, ñïîñîáíûå âîñïðîèçâîäèòü
æèçíåííûé öèêë ïðåäñòàâèòåëåé êëàññà Mollecutes â áåñ-
êëåòî÷íûõ ñèñòåìàõ» (Itoh et al., 1989). Àíàñòîìîçèðóþ-
ùèå âûòÿíóòûå ñòðóêòóðû, ðàñïàäàþùèåñÿ íà ìåëêèå
ñôåðè÷åñêèå îáðàçîâàíèÿ, àíàëîãè÷íûå îïèñàííûì äëÿ
âíåêëåòî÷íûõ êóëüòóð â íàñòîÿùåé ðàáîòå, íàáëþäàëè
òàêæå ïðè îáðàçîâàíèè áèîïëåíîê íåñêîëüêèìè âèäàìè

ñïèðîïëàçì, â òîì ÷èñëå è S. syrphidicola (Bastian et al.,
2012). Ñòðóêòóðû, ñîñòîÿùèå èç ïàëî÷êîâèäíûõ îáðàçî-
âàíèé, âïàÿííûõ â êðèñòàëëîïîäîáíûé ìàòðèêñ, è íàïî-
ìèíàþùèå åæåé, ôóíêöèîíàëüíî, âîçìîæíî, ïðåäñòàâëÿ-
þò ñîáîé ïðèñïîñîáëåíèÿ äëÿ êîíöåíòðàöèè ãåíåòè÷å-
ñêîãî ìàòåðèàëà è åãî ñîõðàíåíèÿ âî âíåøíåé ñðåäå.
Ñõîäíûå ñòðóêòóðû, îïèñàííûå ïðè èñïîëüçîâàíèè íåãà-
òèâíîãî êîíòðàñòèðîâàíèÿ, áûëè îòìå÷åíû äëÿ S. erioheir
(Wang et al., 2004a, 2011).

Ïîïàðíîå ñðàâíåíèå ýâîëþöèîííîãî ðàññòîÿíèÿ ìåæ-
äó òàêñîíàìè, ðàññ÷èòàííîå íà îñíîâàíèè ñðàâíåíèÿ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé 16S-ðÄÍÊ, äåìîíñòðèðóåò ìèíè-
ìàëüíûé óðîâåíü äèâåðãåíöèè ìåæäó âèäàìè, ïðèíàä-
ëåæàùèìè ê êëàäå Chrysopicola—Citri—Mirum; çíà÷åíèÿ
ïàðàìåòðà äèñòàíöèè â ýòîé ãðóïïå êîëåáàëèñü îò 0.0000
äî 0.0336. Íàèìåíüøèå çíà÷åíèÿ (òàáë. 2) íàáëþäàëè
âíóòðè ìîíîôèëåòè÷åñêîé ãðóïïû Chrysopicola—Syrphi-
dicola—TAAS (ñîîòâåòñòâóþùåé ñåðîòèïó VIII), ÷òî ñîâ-
ïàäàåò ñ ðàíåå îïóáëèêîâàííûìè ðåçóëüòàòàìè (Gaspa-
rich et al., 2004; Whitcomb et al., 2007). Èçîëÿò ¹ 296 ïî-
ïàäàåò â ýòó êëàäó è äåìîíñòðèðóåò êðàéíþþ áëèçîñòü ñ
S. chrysopicola è S. syrphidicola, äâóìÿ âèäàìè ñïèðî-
ïëàçì, èçîëèðîâàííûìè ñîîòâåòñòâåííî èç ñëåïíåé-çëà-
òîãëàçèêîâ Chrysops sp. (Diptera: Brachicera: Tabanidae:
Chrysopsinae) è ìóõ-æóð÷àëîê Eristalis arbustorum (Dipte-
ra: Brachicera: Syrphidae). Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ôèëîãåíåòè÷å-
ñêèé àíàëèç íà îñíîâàíèè ìàëîé ñóáúåäèíèöû ðèáîñîì-
íîé ÄÍÊ íå â ñîñòîÿíèè ðàçðåøèòü âçàèìîîòíîøåíèÿ
ìåæäó òàêñîíàìè êëàññà Mollicutes â ñëó÷àå, åñëè óðî-
âåíü ñõîäñòâà ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïðåâûøàåò 97 %
(Whitcomb et al., 2007). Áîëåå ÷åì 99%-íîå ñõîäñòâî ãåíà
ìàëîé ñóáúåäèíèöû ðÐÍÊ ìåæäó òàêñîíàìè ãîâîðèò
ëèáî îá èäåíòè÷íîñòè èçîëÿòîâ, ëèáî î êðàéíå áëèçêîì
ðîäñòâå. Íàèáîëåå ïðîñòîå îáúÿñíåíèå òàêîãî ñõîäñò-
âà — ýòî ñëó÷àéíîå ïîïàäàíèå ñïèðîïëàçì, èäåíòè÷íûõ
èëè áëèçêîðîäñòâåííûõ S. chrysopicola è S. syrphidicola, â
ãëàçà æèâîòíûõ. Âèäû ðîäà Spiroplasma — îáû÷íûå êîì-
ìåíñàëû ñëåïíåé, êîòîðûå ðåãóëÿðíî ñàäÿòñÿ íà ãëàçà
æâà÷íûì æèâîòíûì íà ïàñòáèùàõ. Ãëàçà — ýòî èçâåñò-

Òîíêàÿ ìîðôîëîãèÿ è ôèëîãåíèÿ Spiroplasma sp., èçîëèðîâàííûõ èç ãëàç îâåö, áîëüíûõ ñêðàïè 623

Ò à á ë è ö à 2

Ìàòðèöà ïîïàðíûõ ýâîëþöèîííûõ ðàññòîÿíèé ìåæäó âèäàìè è èçîëÿòàìè Spiroplasma spp.à

Âèäû è èçîëÿòû
Spiroplasma spp.

Òî æå, ÷òî
â âåðõíåì

ãîðèçîíòàëü-
íîì ðÿäó

Íîìåðà âèäîâ è èçîëÿòîâ Spiroplasma spp.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Èçîëÿò ¹ 296 1 —

S. syrphidicola 2 .0000

S. chrysopicola 3 .0000 .0000

Spiroplasma sp.BARC1357 4 .0016 .0016 .0016

Spiroplasma sp. TAAS-1 5 .0008 .0008 .0008 .0008

Spiroplasma sp.BARC2649 6 .0064 .0064 .0064 .0064 .0056

S. citri DQ112019 7 .0304 .0304 .0304 .0320 .0312 .0337

S. citri AM157769 8 .0312 .0312 .0312 .0329 .0320 .0345 .0008

S. apis 9 .0970 .0970 .0970 .0970 .0961 .0980 .0999 .1008

S. ixodetis 10 .1279 .1279 .1279 .1279 .1269 .1309 .1409 .1418 .1313

S. mirum 11 .0336 .0336 .0336 .0353 .0344 .0404 .0387 .0395 .0949 .1258

Mycoplasma hominis 12 .2256 .2256 .2256 .2255 .2245 .2256 .2224 .2234 .2052 .2187 .2116 —

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à Ìàòðèöà ðàññ÷èòàíà ñ ïîìîùüþ ìîäåëè «Kimura-2-parameter model of base substitutions».



íàÿ èììóíîïðèâèëåãèðîâàííàÿ íèøà äëÿ ìíîãèõ ïàðàçè-
òè÷åñêèõ îðãàíèçìîâ. Â ñëó÷àå îâåö ñ òåðìèíàëüíûì
ñêðàïè îñëàáëåííûé èììóíèòåò ïðåïÿòñòâîâàë åñòåñò-
âåííîìó î÷èùåíèþ îðãàíèçìà îò èíôåêöèè. Ãëàçà ìîãëè
òàêæå ñëóæèòü âîðîòàìè èíôåêöèè äëÿ çàðàæåíèÿ ìîçãà
è öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû, êîòîðûå òàêæå îòíîñÿò-
ñÿ ê îðãàíàì ñ èììóííîé ïðèâèëåãèåé, çàùèùåííûì îò
äåéñòâèÿ àíòèòåë, â ÷àñòíîñòè áëàãîäàðÿ ãåìàòîýíöåôà-
ëè÷åñêîìó áàðüåðó. Òàêèì îáðàçîì, âîçìîæíî, ìóõè íå-
ïîñðåäñòâåííî çàíîñÿò ñïèðîïëàçì â ãëàçà æèâîòíûõ, ïî-

äîáíî òîìó êàê èññëåäîâàòåëü èíúåöèðóåò èçîëÿò SMCA
S. mirum, âûäåëåííûé èç èêñîäîâûõ êëåùåé, â ìîçã ìû-
øåé (Tully et al., 1977), âûçûâàÿ ýòèì ñèìïòîìû ÒÃÝ.
Âîïðîñ î òîì, ìîæåò ëè çàðàæåíèå ñïèðîïëàçìàìè áûòü
îñíîâíîé èëè àëüòåðíàòèâíîé ïðè÷èíîé ÒÃÝ, èìååò
îñíîâàòåëüíûå àðãóìåíòû «çà» (ñóììèðîâàíû â: Bastian
et al., 2014) è «ïðîòèâ» (Alexeeva et al., 2006) è îñòàåòñÿ,
íà íàø âçãëÿä, îòêðûòûì.

Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå, ÷òî æèçíåííûé öèêë ìíîãèõ
ñïèðîïëàçì âêëþ÷àåò â ñåáÿ âòîðîãî õîçÿèíà, êîòîðûé
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Ðèñ. 3. Ôèëîãåíåòè÷åñêèå äåðåâüÿ, ïîñòðîåííûå íà îñíîâàíèè ñðàâíåíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãåíà ìàëîé ñóáúåäèíèöû ðèáî-
ñîìíîé ÐÍÊ è äåìîíñòðèðóþùèå ïîëîæåíèå èçîëÿòîâ, âûäåëåííûõ èç îâåö, ïî îòíîøåíèþ ê äðóãèì ïðåäñòàâèòåëÿì

ðîäà Spiroplasma.

à — äåðåâî, ïîñòðîåííîå ñ ïîìîùüþ ìåòîäà «Áëèæàéøèõ ñîñåäåé» (Neighbor joining algorithm) íà áàçå âûðàâíèâàíèÿ 9 ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé äëèíîé
â 694 ï. î. (668 èíôîðìàòèâíûõ ïîçèöèé). Àíàëèçèðîâàëè 3 íîâûõ èçîëÿòà è 5 ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñ íàèáîëüøåé ñòåïåíüþ ãîìîëîãèè èç Ãåíáàíêà
(îïðåäåëåíû ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû BLAST). Âñå 3 èçîëÿòà èç îâåö, S. syrphidicola è S.chrysopicola ïîïàäàþò â îäíó êëàäó ñ âûñîêîé ñòàòèñòè÷åñêîé
âåðîÿòíîñòüþ. á — ýâîëþöèîííûå âçàèìîîòíîøåíèÿ ìåæäó èçîëÿòîì ¹ 296 è 10 äðóãèìè âèäàìè è èçîëÿòàìè ðîäà Spiroplasma, âû÷èñëåííûå íà
îñíîâàíèè âûðàâíèâàíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé äëèíîé 1284 ï. î. (1251 èíôîðìàòèâíàÿ ïîçèöèÿ), ñ ïîìîùüþ ìåòîäà «Ìàêñèìàëüíîãî ñõîäñòâà»
(Maximum likelihood, ML). Èçîëÿò ¹ 296 ïîïàäàåò â îäíó êëàäó ñ S. syrphidicola, S. chrysopicola è òðåìÿ äðóãèìè Spiroplasma spp., ñèìáèîíòàìè äâó-
êðûëûõ ñåìåéñòâà Tabanidae. Äëèíà âåòâåé ML-äåðåâà ïðîïîðöèîíàëüíà ýâîëþöèîííîìó ðàññòîÿíèþ ìåæäó âèäàìè. Çíà÷åíèå áóòñòðàïîâ óêàçàíû â
óçëàõ äåðåâà. Âíåøíÿÿ ãðóïïà — Mycoplasma hominis. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê: 0.02 çàìåíû. Èçîëÿòû èç îâåö áîëüíûõ ñêðàïè ïîä÷åðêíóòû; âèäû, âû-

äåëåííûå èç ñëåïíåé, îòìå÷åíû çâåçäî÷êîé.



ñëóæèò âåêòîðîì äëÿ ãîðèçîíòàëüíîé ïåðåäà÷è ìèêðîîð-
ãàíèçìîâ (Regassa, Gasparich, 2006; Jaenike et al., 2010;
DiBlasi et al., 2011; Osaka et al., 2013), ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî æèçíåííûå öèêëû âûìåðøèõ èëè íûíå æèâó-
ùèõ ïðåäñòàâèòåëåé êëàäû Chrysopicola—Syrphidico-
la—TAAS èìåëè (èëè èìåþò) îáëèãàòíóþ èëè ôàêóëüòà-
òèâíóþ ñòàäèþ æèçíåííîãî öèêëà, ñâÿçàííóþ ñî æâà÷íû-
ìè æèâîòíûìè. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî àññîöèàöèÿ ñî
æâà÷íûìè òèïè÷íà äëÿ æèçíåííûõ öèêëîâ ïðåäñòàâèòå-
ëåé ãðóïïû Mycoplasma mycoides, îòíîñÿùåéñÿ ê êëàäå
Mycoides—Entomoplasmatales, ñåñòðèíñêîìó òàêñîíó ïî
îòíîøåíèþ ê êëàäå Citri—Chrisopicola—Mirum (Gaspa-
rich et al., 2004). Ñâÿçü ñïèðîïëàçì ñ Tabanidae, âïåðâûå
âûÿâëåííàÿ Êëàðêîì (Clark, 1982, 1984), èìååò ãëóáîêèå
ýâîëþöèîííûå êîðíè è ïîâñåìåñòíîå ðàñïðîñòðàíåíèå
(Whitcomb et al., 2007; Regassa et al., 2009). Ïðåäñòàâèòå-
ëè êëàäû Citri—Chrisopicola—Mirum, ê êîòîðîé îòíîñÿò-
ñÿ èçó÷àåìûå èçîëÿòû, èçâåñòíû ñâîèìè ñëîæíûìè æèç-
íåííûìè öèêëàìè. Íàïðèìåð, îäíè âèäû ãðóïïû Citri
ðàçâèâàþòñÿ â ñïåöèàëèçèðîâàííûõ ñîñóùèõ íàñåêî-
ìûõ — ëèñòîáëîøêàõ (Hemiptera, Cicadellidae), à òàêæå
âî ôëîýìå ðàñòåíèé (Clark, 1984; Gasparich, 2010), äðóãèå,
òàêèå êàê âèäû, èíôèöèðóþùèå ïëîäîâûõ ìóøåê ðîäà
Drosophila, ïåðåäàþòñÿ ãîðèçîíòàëüíî ñ ïîìîùüþ ýêòî-
ïàðàçèòè÷åñêèõ êëåùåé (Jaenike et al., 2007; Osaka et al.,
2013). Äëÿ ñïèðîïëàçì, îòíîñÿùèõñÿ ê ãðóïïå Chrysopi-
cola-Syrphidicola—TAAS, àññîöèèðîâàííûõ ñ äâóêðûëû-
ìè èç ñåìåéñòâ Syrphidae è Tabanidae (Gasparich et al.,
2004), íàëè÷èå âòîðîãî õîçÿèíà íåèçâåñòíî, íî íå èñêëþ-
÷åíî. Àíàëèç èñêîïàåìûõ îñòàòêîâ ãîâîðèò î òîì, ÷òî
äðåâíèå ïðåäñòàâèòåëè ïîäîòðÿäà Brachcera (âêëþ-
÷àþùåãî â ñåáÿ ñîâðåìåííûõ ñèðôèä è òàáàíèä) áûëè
îñíîâíûìè îïûëèòåëÿìè ïîêðûòîñåìåííûõ ðàñòåíèé â
ïîçäíåì òðèàñå (Ren, 1998; Thien et al., 2009). Ýâîëþöè-
îííûå ïóòè Brachicera è ðàñòèòåëüíûõ ñïèðîïëàçì ìîãëè
ïåðåñå÷üñÿ ïðèáëèçèòåëüíî â ýòî âðåìÿ. Òîãäà ïðåäêè ñî-
âðåìåííûõ òàáàíèä ïèòàëèñü ïûëüöîé è íåêòàðîì ðàñòå-
íèé, êàê ñîâðåìåííûå ìóõè-ñèðôèäû. Ãåìàòîôàãèÿ ñàìîê
è àññîöèàöèÿ ñî æâà÷íûìè æèâîòíûìè ðàçâèëèñü ïîçä-
íåå (Ren, 1998; Thien et al., 2009). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî êàêèå-òî ãðóïïû ýíäîñèìáèîòè÷åñêèõ ñïèðîïëàçì,
ðàçâèâàþùèõñÿ â äâóêðûëûõ íàñåêîìûõ, îñâîèëè íîâûé
ïóòü ãîðèçîíòàëüíîé ïåðåäà÷è ïîñðåäñòâîì æâà÷íûõ æè-
âîòíûõ, ïîñëå òîãî êàê èõ íàñåêîìûå-õîçÿåâà ñìåíèëè
ñâîè ïèùåâûå ïðåôåðåíöèè ñ ñîêà ðàñòåíèé íà ãåìàòîôà-
ãèþ.

Ìû âïåðâûå îïèñàëè íåîáû÷íóþ ìîðôîëîãèþ ñïè-
ðîïëàçì, âûäåëåííûõ èç ãëàç îâåö, áîëüíûõ ñêðàïè, íà
ðàçíûõ ýòàïàõ âíåêëåòî÷íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ýòèõ ïðî-
êàðèîòîâ. Èíòåðïðåòàöèÿ è ôóíêöèîíàëüíîå îáúÿñíåíèå
âûÿâëåííûõ ñòðóêòóð, à òàêæå ðåêîíñòðóêöèÿ æèçíåííî-
ãî öèêëà èçó÷åííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ íóæäàþòñÿ â äî-
ïîëíèòåëüíûõ èññëåäîâàíèÿõ ñ èñïîëüçîâàíèåì èììóíî-
öèòîõèìè÷åñêèõ è ãåíåòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ.

Âûÿâëåííàÿ ãîìîëîãèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãåíà ìà-
ëîé ñóáúåäèíèöû ðèáîñîìíîé ÐÍÊ ìåæäó íîâûìè èçîëÿ-
òàìè Spiroplasma sp., S. chrysopicola è S. syrphidicola è èõ
ðàñïîëîæåíèå íà ôèëîãåíåòè÷åñêèõ äåðåâüÿõ çàñòàâëÿþò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èñòî÷íèêîì èçó÷àåìûõ ìèêðîîðãà-
íèçìîâ, ñêîðåå âñåãî, áûëè äâóêðûëûå íàñåêîìûå, êîí-
òàêòèðóþùèå ñ îâöàìè íà ïàñòáèùàõ. Ïðåäñòàâèòåëè ñå-
ìåéñòâà Tabanidae è äðóãèå äâóêðûëûå õîðîøî èçâåñòíû
êàê âåêòîðû ìíîãî÷èñëåííûõ ïàòîãåíîâ ïðî- è ýóêàðèî-
òè÷åñêîé ïðèðîäû (Lehane, 2005) è âïîëíå ìîãóò èãðàòü
ðîëü ïåðåíîñ÷èêîâ âîçáóäèòåëÿ ñêðàïè ó îâåö âíå çàâèñè-

ìîñòè îò ïðèðîäû çàáîëåâàíèÿ, íà ÷òî, âåðîÿòíî, ñëåäóåò
îáðàòèòü âíèìàíèå âåòåðèíàðíûì ñëóæáàì.

Ñëó÷àéíî ëè ìèêðîîðãàíèçìû ïîïàëè â ãëàçà îâåö,
áîëüíûõ ñêðàïè? Ñâÿçàíû ëè ýòè ìèêðîîðãàíèçìû ñ çàáî-
ëåâàíèåì â êà÷åñòâå âîçáóäèòåëåé, âåêòîðîâ èëè òðèããå-
ðîâ? Èãðàþò ëè äâóêðûëûå íàñåêîìûå ðîëü îáëèãàòíûõ
èëè ôàêóëüòàòèâíûõ âåêòîðîâ èëè ðåçåðâóàðîâ ñïèðî-
ïëàçì? Ýòè âîïðîñû, ïîäíÿòûå â íàøåé ñêðîìíîé, èçíà-
÷àëüíî ÷èñòî ìîðôîëîãè÷åñêîé ðàáîòå, òðåáóþò äàëüíåé-
øèõ ïîëåâûõ è ëàáîðàòîðíûõ èññëåäîâàíèé, âêëþ÷àþ-
ùèõ â ñåáÿ ñåêâåíèðîâàíèå ãåíîìîâ íîâûõ èçîëÿòîâ è èõ
ñðàâíåíèå ñ îïóáëèêîâàííûìè ãåíîìàìè S. syrphidicola è
S. chrysopicola (Ku et al., 2013).

Èññëåäîâàíèå áûëî âûïîëíåíî â Öåíòðå ìèêðîñêî-
ïèè Øêîëû âåòåðèíàðíîé ìåäèöèíû Óíèâåðñèòåòà øòàòà
Ëóèçèàíà. Àâòîð âûðàæàåò ãëóáî÷àéøóþ áëàãîäàðíîñòü
Âèëëüÿìó Òîääó (Dr. William J. Todd, LSU) çà êóëüòèâè-
ðîâàíèå ìèêðîîðãàíèçìîâ, äèñêóññèè è àêòèâíóþ ïîä-
äåðæêó íà âñåõ ñòàäèÿõ ðàáîòû, âêëþ÷àÿ ðåäàêòèðîâàíèå
ïåðâûõ âàðèàíòîâ ðóêîïèñè. Àâòîð òàêæå áëàãîäàðåí Ëè-
äèè Äóáèöêîé (Dr. Lidia Dubitska, LSU) çà ïîìîùü è ñîâå-
òû ïðè âûïîëíåíèè ìîëåêóëÿðíûõ èññëåäîâàíèé.

Êóëüòóðû èçîëÿòîâ Spiroplasma sp. áûëè äåïîçèòèðî-
âàíû Âèëüÿìîì Òîääîì â êîëëåêöèþ êóëüòóð «NIAID
Biodefense and Emerging Infections Research Resources Re-
pository» (www.beiresources.org).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
ãðàíòà Ñåëüñêîõîçÿéñòâåííîãî öåíòðà Óíèâåðñèòåòà
øòàòà Ëóèçèàíà äëÿ Ô. Î. Áàñòèàíà è Â. Äæ. Òîääà
(Drs. F. O. Bastian è W. J. Todd), ÷àñòíîãî ôîíäà «Marg-
ret Pahl Stewart Foundation» è Ãðåãà Õåíäåðñîíà (Dr.
Gregg Henderson, LSU).
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Spiroplasma sp. isolated from eyes of sheep with terminal scrapie were reported previously to produce int-
racellular pathology typical for neurodegenerative diseases in experimentally infected cell lines (Bastian et al.,
2014). These isolates have not been yet characterized morphologically or genetically. The paper presents light
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and electron microscopic description, as well as 16SrDNA sequence data-based phylogenetic analysis of these
isolates grown cell-free. The microorganisms were elongated cells of transient helicity up to 10 µm long, and
about 100 nm in diameter. Transmission and scanning electron microscopies revealed variable morphology, in-
cluding presence of helical and non-helical forms. The 16SrDNA from the novel isolates revealed >99.9% simi-
larity to the orthologues from S. chrysopicola and S. syrphidicola, common commensals of tabanid and syrphid
flies. On phylogenetic trees the scrapie sheep isolates fell into the S. chrysopicola—S. syrphidicola—TAAS gro-
up of Diptera-associated species suggesting likely route of infection through flies contacting eyes of sheep in
pastures. The question, whether microorganisms occasionally contaminate eyes of sheep with terminal scrapie
upon contacts with flies, or spiroplasmas are linked with the disease, and tabanids play a role of their obligate or
facultative vectors and reservoirs, warrants further investigation.

K e y w o r d s: Mollicutes, molecular phylogeny, ultrastructure, Tabanidae, Syrphidae, transmissible spon-
giform encephalopathy, ruminants.
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