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Иммуногенная активность 
секретируемых белоксодержащих соединений 
Staphylococcus aureus № 6

 
Резюме

Трудность терапии инфекций, вызываемых S. aureus, определяется резистентностью возбудителя к применяемым антибиоти-

кам, хроническим характером течения болезни, а также развитием на ее фоне снижения функций врожденного иммунитета и 

резистентности организма к инфекции. Несмотря на многочисленные усилия исследователей, в настоящее время отсутствуют 

противостафилококковые препараты, эффективность которых была бы установлена в завершенных клинических испытаниях.

Цель работы: получение секретируемых белоксодержащих соединений S. aureus № 6 и изучение их иммуногенных свойств.

Материалы и методы. Секретируемые белоксодержащие соединения (БСС) получали: «исходное» – из фильтратов культуральной 

жидкости S. aureus № 6, выращенных до конца фазы экспоненциального роста в соответствии с описанной ранее технологией  

I БСС и II БСС – после ионообменной хроматографии «исходного» БСС на колонках соответственно Q-Sepharose и DEAE-

Sepharose. Накопление специфических IgG в сыворотках крови иммунизированных кроликов и мышей изучали в ИФА, имму-

ногенную активность – в опытах активной и пассивной защиты мышей линии BALB/с, по обсемененности органов и анализу 

формирования абсцессов в почках. Результаты. Изученные БСС обладали антигенной активностью (повышение в 2,2 – 7,5 раза 

уровня специфических IgG в сыворотках иммунизированных животных по сравнению с контролем), что свидетельствует об сти-

муляции системы адаптивного иммунитета и о существенной протективной активности: в опытах  по активной (индекс эффектив-

ности 2,63 – 4,28) и пассивной защите. Иммунизация мышей «исходным» и II БСС значительно снижала высеваемость S. aureus 

из тканей почек мышей и формирование абсцессов в почках. Это свидетельствует о влиянии изучаемых БСС на тяжесть течения 

стафилококковой инфекции и позволяет предположить их терапевтическое действие.

Заключение. Проведенный комплексный анализ выявил перспективность дальнейшего изучения «исходного» и II белоксодержа-

щих соединений, имеющих высокий протективный потенциал в доклинических исследованиях, в качестве кандидатов на вклю-

чение в состав препарата для иммунопрофилактики и иммунотерапии инфекций, вызываемых S. aureus.

Ключевые слова: белоксодержащие соединения, секретируемые S. aureus, антитело, протективные свойства, высеваемость 

из почки, абсцессы в почках.
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Abstract

Difficulties in the therapy of infection, caused by S. aureus, depends on the resistance of staphylococci to antibiotics, proceeding to 

chronicity of the diseases and the development on that background the depression of innate immunity functions and decreasing of the 

host resistance to the infection. In spite of tremendous efforts of researchers, up to date there are no commercial antistaphylococcal 

vaccine the efficacy of which would be proved in the completed clinical trials.

Aim: obtaining secreted protein-based substances of the S. aureus № 6 and investigation their immunogenicity.

Material and methods. Secreted protein-based substances (SPS) were obtain as: «initial» – from the filtrates of the culture fluid of 

the S. aureus № 6, grown to the end of the exponential phase according to the technology described previously [9], and I SPS and II 
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SPS – after the ion-exchange chromatography of the «initial» SPS on the columns with Q-Sepharose and DEAE-Sepharose. The level of 

specific IgG antibodies in sera of immunized rabbits and mice determined in ELISA, the immunogenic activity evaluated in experiments 

of active and passive protection from the challenge performed on BALB/с mice and also by the determination of the bacterial content 

in organs and in the test of abscesses formation in kidneys. Results. Investigated SBS possessed the antigenic activity (the level of 

specific IgG antibodies in sera of immunized animals increased 2.2 – 7.5 times compared to the control groups), that is favor of the 

activation of the adaptive immunity system and significant protective activity revealed in experiments of active (index of efficacy 2.63 – 

4.28) and passive protection. The immunization of mice with the «initial» and II SPS led to significant decrease of the number of colony-

forming units of S. aureus and formation of abscesses in kidneys of mice. It is evidently, that investigated SPS, influence on the severity 

of staphylococcal infection and possesses the therapeutic effect.

Conclusion. The preformed complex analysis at the current stage allowed to reveal perspectives of the further study of «initial» and II SPS 

in pre-clinical trials, as candidates, possessing the high protective facilities, for including them in the drug composition for immune 

prophylaxis and immunotherapy of diseases, caused by S. aureus.

Key words: secreted protein-based substances of S. aureus, antibody, protective properties, colony-forming units in kidneys, kidney’s 

abscess

Введение
В современной вакцинологии к приоритетным 

направлениям относится разработка новых эффек-
тивных препаратов для профилактики и лечения 
заболеваний, вызываемых условно-патогенными 
микроорганизмами, часто являющимися причиной 
инфекций, связанных с оказанием медицинской 
помощи [1]. Трудность терапии таких заболеваний, 
в частности вызываемых S. aureus, определяется 
значительной резистентностью возбудителя к при-
меняемым антибиотикам, хроническим характером 
течения болезни, а также развитием на ее фоне 
снижения уровня врожденного иммунитета и, соот-
ветственно, резистентности организма к инфекции. 
Вторичные иммунодефицитные состояния являются 
тем механизмом, который приводит к затяжному 
течению, частым рецидивам и осложнениям [2, 3].

Несмотря на то, что в настоящее время отсут-
ствуют противостафилококковые препараты, под-
твердившие свою эффективность в завершенных 
клинических испытаниях, есть исследования, кото-
рые показывают перспективность ряда препаратов. 
Положительные результаты получены также в иссле-
дованиях фирмы Inhibitex по созданию терапевти-
ческих антител [4 – 6]. Вместе с тем в современной 
стратегии разработки иммунопрофилактических и 
иммунотерапевтических препаратов против инфек-
ций, вызываемых S. aureus, первоочередное зна-
чение имеет систематическая селекция антигенов, 
способствующая выбору тех из них, которые имеют 
наиболее высокий протективный вакцинный потен-
циал в доклинических исследованиях.

Традиционно в качестве протективных исполь-
зовались поверхностные антигены микроорганиз-
мов, тогда как данные свойства у секретируемых 
микробной клеткой белоксодержащих соединений 
(за исключением токсинов) изучены недостаточ-
но. До настоящего времени только при разработ-
ке противостафилококковой вакцины Merck V710 
проводилась специфическая селекция поверх-
ностных белковых антигенов для выбора лучших 
из них, участвующих, в частности, в патогенезе ин-
фекции  [4]. Однако были опубликованы сведения 

о том, что 2-я фаза клинических испытаний этого 
препарата, содержащего поверхностный железо-
регулируемый белок IsdB, приостановлена [5].

Ранее в НИИВС им. И.И. Мечникова было по-
казано, что при культивировании Klebsiella 
pneumoniae К2 на ранней стадии роста (экспонен-
циальная фаза) в культуральную среду выделяются 
белоксодержащие соединения (БСС), в том числе 
с молекулярной массой от 30 до 50 кДа. Они об-
ладали протективными свойствами при заражении 
гомологичным К-типом возбудителя. Было также 
показано, что выделяемые при культивировании 
Streptococcus pneumoniaе серотипа 3 (№ 3) БСС с 
молекулярной массой 30 – 50 кДа обладают более 
высокой протективной активностью по сравнению 
с БСС, имеющими молекулярную массу 10 – 30 и 
более 50 кДа [7]. Полученные данные явились ос-
нованием для изучения белоксодержащих соедине-
ний, секретируемых S. aureus.

В ранее проведенных исследованиях был вы-
бран штамм-продуцент, установлены его основные 
иммунобиологические свойства (генетическая ха-
рактеристика, протеомный состав выделенных 
БСС) [8, 9] и показан более высокий уровень про-
тективных свойств БСС, секретируемых высокови-
рулентным штаммом S. aureus № 6 [10]. Данные ре-
зультаты в сочетании с более ранними в отношении 
БСС K. pneumoniae и S. pneumoniaе [6] позволяют 
предположить, что для получения секретируемых 
белоксодержащих соединений целесообразно ис-
пользовать наиболее вирулентные штаммы. В то 
же время для препаратов из поверхностных ком-
понентов стафилококка (вакцины Иммуновак – ВП-
4®» и Стафиловак) ранее была показана необходи-
мость в использовании наиболее иммуногенных и 
слабовирулентных штаммов [6, 11,12].

Цель работы – получить секретируемые белок-
содержащие соединения S. aureus № 6 и изучить их 
иммуногенные свойства.

Материалы и методы
Белоксодержащие соединения (БСС) штамма 

S. aureus № 6 (из коллекции ГИСК № 201200) полу-
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чали из фильтрата культуральной жидкости после 
выращивания в жидкой синтетической питатель-
ной среде на основе среды Ледерберга [13] с до-
бавлением 2 г/л «Экстракта дрожжевого раствори-
мого» («Биотехновация», Москва) и 2 г/л глюкозы в 
течение 5 часов (до окончания фазы экспоненци-
ального роста) в соответствии с технологией, опи-
санной ранее [9]. Выделенное таким образом бе-
локсодержащее соединение (БСС) обозначено как 
«исходное» БСС, фракционировано в дальнейшем с 
помощью ионообменной хроматографии:
•	 1 фракцию (1 БСС) получали на колонке 

Q-Sepharose, предварительно уравновешенной 
0,15 М NaCl, и элюировали 1,5 М NaCl;

•	 2 фракцию (II БСС) получали на колонке 
с  ионообменным носителем DEAE-Sepharose, 
предварительно уравновешенной 50 мМ 
цитратным буфером, и элюировали 0,1 М 
цитратным буфером.

Фракционирование по молекулярной массе 
проводили с помощью ультрафильтрации на двух 
фильтрах с порогом отсечения белка ниже 30 кДа 
и выше 100 кДа.

Выделенные БСС характеризовали по содержа-
нию в них белка, углеводов и нуклеиновых кислот 
[14 – 16]. Во всех проведенных исследованиях БСС 
стандартизовали по содержанию белка.

В работе были использованы мыши линии BALB 
с массой 12 – 14 г (самцы), из питомника филиала 
Научного центра биомедицинских технологий (Ан-
дреевка), содержащиеся в условиях вивария НИ-
ИВС им. И.И. Мечникова. Животных выводили из 
эксперимента под эфирным наркозом в соответ-
ствии с «Правилами проведения работ с использо-
ванием экспериментальных животных».

Накопление специфических IgG в сыворот-
ках крови иммунизированных кроликов и мышей 
(средние данные, полученные соответственно от 
3  кроликов и 6 мышей) определяли с использо-
ванием непрямого твердофазного метода имму-
ноферментного анализа с адсорбцией антигена 
(«исходное»  БСС) на носителе (полистирольные 
планшеты ВНИИ Медполимер, Москва) [17]. Сыво-
ротки изучали в подобранных условиях ИФА: сорб-
ция антигенного препарата в дозе 10 мкг белка/
мл; использовался антивидовой конъюгат – ан-
титела диагностические против IgG кролика или 
мыши, меченные пероксидазой (ООО «Медгамал»,  
НИИЭИМ им. Н.Ф. Гамалеи), в разведении 1:3000; 
исходное разведение сыворотки в 100 раз. Учет 
проводили на планшетном фотометре Bio-Rad (Bio-
Rad Laboratories, США) при λ 450 нм по оптической 
плотности иммунных сывороток с вычетом фона 
(ΔОПим-ф). За титр сыворотки принимали то разве-
дение сыворотки, при котором ΔОПим-ф, равно или 
больше 0,2.

Исследование протективной активности БСС 
проводили в четырех вариантах экспериментов на 
мышах: изучение выживаемости вакцинирован-

ных мышей при заражении их летальными дозами 
S.  aureus; изучение защитной активности сыворо-
ток иммунизированных мышей и кроликов; изуче-
ние обсемененности органов и анализ формирова-
ния абсцессов почки иммунизированных мышей, 
зараженных сублетальной дозой S. aureus.

В экспериментах активной защиты мышей им-
мунизировали подкожно (п/к) двукратно с интерва-
лом 14 дней в объеме 0,1 мл разными дозами БСС 
с добавлением 2% гидроксида алюминия (SERVA, 
Гейдельберг, Германия) до конечной концентра-
ции 0,02%. Заражение мышей штаммом S. aureus  
№ 6 проводили ретроорбитально (р/о) (в ретроор-
битальый синус, способ близок внутривенному) 
через 14 дней после последней иммунизации тре-
мя пятикратно убывающими дозами (0,4 – 2,0 – 
10,0  х  108) микробных клеток. Группам интактных 
мышей (той же партии, по 10 особей на дозу) в 
предварительных экспериментах и одновременно 
с разрешающим заражением иммунизированных 
мышей вводили р/о три пятикратно убывающие 
дозы того же штамма. В течение 10 суток по отно-
шению числа павших мышей к зараженным опре-
деляли LD

50 
в каждой группе [18] и

 
индекс эффек-

тивности – ИЭ (отношение LD
50 

иммунизированных 
мышей к LD

50
 неиммунизированным).

В экспериментах пассивной защиты мышей ис-
пользовали кроличьи и мышиные сыворотки им-
мунных и интактных животных, разведенные в 
5  раз, которые вводили мышам внутрибрюшинно 
(в/бр) по 0,5 мл, контрольным интактным живот-
ным – в/бр 0,5 мл 0,9% раствора натрия хлорида. 
Через 2 часа после введения сывороток и натрия 
хлорида животных заражали в/бр S. aureus № 6 
(2,5 х 107 микробных клеток) в 0,4% «голодном» 
агаре. Учет выживаемости мышей проводили в те-
чение 7 суток и сравнивали различия в выживае-
мости животных во всех группах.

Высеваемость из органов мышей, зараженных 
S. aurеus, изучали на отработанной модели разви-
тия генерализованной инфекции, заключающейся 
в р/о заражении мышей сублетальной дозой, рав-
ной 0,1 LD

50
 и (как определено в предварительных 

экспериментах) составляющей для S. aureus № 6 
2 х 107 микробных клеток, которую вводили р/о в 
0,1 мл. На 1-е, 4-е, 7-е и 9-е сутки мышей выводили 
из опыта под эфирным наркозом. Высевы прово-
дили в соответствии с [19].

Для проведения морфологических исследова-
ний использовали правую почку эксперименталь-
ных животных. Серийные парафиновые срезы 
(с  промежутком 200 мкм) окрашивали гематокси-
лином и эозином. При помощи микроскопа Axioplan 
2 с цифровой системой регистрации и анализа изо-
бражения Axio Vision 4.2 (Carl Zeiss, Германия) были 
сделаны фотографии срезов, на которых прово-
дили морфометрический анализ образовавшихся 
абсцессов. С этой целью каждый препарат изучали 
в 4 полях зрения в каждом из 5  последователь-
ных серийных срезов (всего 20 полей зрения). 
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Измерения проводили с использованием програм-
мы Image J при увеличении в 100 раз (http://rsb.
info.nih.gov/ij/). В каждом исследовании учитывали 
число выявленных абсцессов в 1 и 20 (суммар-
но) полях зрения; площади поля зрения и абсцес-
са, в том числе суммарную площадь выявленных  
абсцессов во всех полях зрения (мкм2). Рассчиты-
вали также процент площади почки, поврежденной 
абсцессами, и процент полей зрения, в которых 
отмечены абсцессы, от общего количества изучен-
ных полей зрения.

Статистическую обработку результатов осу-
ществляли с использованием пакета статистиче-
ских программ Exсel (Windows 2003), BioStat D и 
Statistica 8.0 с применением параметрических и 
непараметрических методов сравнения. Досто-
верность различий между средними показателями 
рассматривалась при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Получение внеклеточных белоксодержащих 
соединений S. aureus № 6 и их анализ

При фракционировании «исходного» белоксо-
держащего соединения выделено 2 БСС: I БСС по-
лучено на колонке Q-Sepharosе, II БСС – на DEAE-
Sepharose. В таблице 1 приведены средние данные 
по химическому составу полученных белоксодер-
жащих соединений (средние данные по 3 сериям).

Для изучения антигенной активности выделен-
ных БСС были взяты сыворотки по разработанным 
схемам. Кроличьи сыворотки получали по трехкур-
совой схеме иммунизации БСС: два курса двукрат-
ных подкожных введений и один курс двукратных 
внутривенных иммунизаций (по 3 кролика на пре-
парат, интервал между иммунизациями – 2 недели, 
между курсами – 1,5 месяца). Суммарная иммуни-
зирующая доза для «исходного» БСС – 480 мкг бел-
ка, в работах других исследователей при получе-
нии сывороток к секретируемым белкам S. aureus 
(коагулазе, железорегулируемым белкам, хлопье-
образующему фактору и фибронектин-связываю-
щему белку) она составляла 1500 мкг [20  –  22]. 
При иммунизации I и II БСС были использованы 
существенно меньшие иммунизирующие дозы: 
суммарно соответственно 61 и 18 мкг, что было 
обосновано результатами предварительных экс-
периментов (для достижения защитного эффекта 
потребовались более низкие защитные дозы I и II 
БСС по сравнению с «исходным» БСС). Накопление 

специфических IgG в ИФА в сыворотках иммуни-
зированных кроликов свидетельствует о высокой 
антигенной активности БСС, особенно «исходного» 
и I БСС (табл. 2). Слабая антигенная активность 
кроличьих сывороток к II БСС, вероятно, объяс-
няется низкими иммунизирующими дозами. Для 
получения мышиных сывороток животных иммуни-
зировали двукратно в суммарных дозах 4,0 – 12,0 
мкг белка (см. табл. 2). Для всех иммунизирующих 
препаратов определены значимые отличия резуль-
татов от контрольных (до иммунизации), что свиде-
тельствует о накоплении специфических IgG в ИФА 
в сыворотках иммунизированных мышей.

Полученные результаты по накоплению специфи-
ческих IgG в сыворотках кроликов и мышей после 
иммунизации изучаемыми БСС показали их высо-
кую антигенную активность, причем наиболее вы-
сокую, особенно при иммунизации кроликов, «ис-
ходным» и I БСС, что, очевидно, связано с большими 
иммунизирующими дозами.

Протективная активность БСС 
в опытах активной и пассивной защиты мышей

При анализе протективной активности БСС 
в  зависимости от иммунизирующих доз «исходого» 
БСС выявлены значимые различия результатов с 
контролем при дозах 3,0 и 12,0 мкг, в то время как 
введение 0,75 мкг оказалось недостаточным для 
получения защитного эффекта у мышей (табл. 3, 
опыт 1).

Для сравнительного изучения протективной ак-
тивности «исходного» БСС и выделенных из него 
фракций (I и II БСС) мышей иммунизировали следу-
ющими дозами соединений:
•	 «исходным» – 3,0 мкг (в 1 опыте эта доза защи-

тила мышей);
•	 I и II БСС – 1,2 мкг (в предварительных экспери-

ментах эта доза защитила мышей).

Сравнение протективной активности трех БСС 
(см. табл. 3) с контролем выявили значимые раз-
личия, что отмечено как в опыте 2 (при сравни-
тельном изучении действия всех трех БСС), так 
и при исследовании I и II БСС в опытах 3 и 4. 
Таким образом, приведенные данные свидетель-
ствуют о протективных свойствах изученных БСС 
в опытах по активной защите мышей при имму-
низации их в дозах: «исходного» – 3,0 мкг, I и 
II – по 1,2 мкг.

Таблица 1.
 Химический состав выделенных БСС

БСС
Содержание, мкг/мл (Х ± m)

белка углеводов нуклеиновых кислот 

«Исходное» 986,7 ± 220,3 310,0 ± 48,2 212,0 ± 38,7

I 123,7 ± 35,1 38,4 ± 14,5 27,1 ± 6,4

II 31,2 ± 18,1 9,5 ± 3,1 7,0 ± 2,5
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При изучении протективной активности БСС 
в  опытах пассивной защиты мышей установлено, 
что выживаемость зараженных мышей, которым 
вводили мышиные и кроличьи сыворотки живот-
ных, иммунизированных изучаемыми БСС, была 
значимо выше по сравнению с контролем (табл. 4), 
что свидетельствует о протективных свойствах им-
мунных сывороток. В то же время сыворотки ин-
тактных мышей и кроликов не обладали защитным 
действием.

Таким образом, изучаемые БСС – «исходное» 
и  выделенные из него I и II – обладают протек-
тивным действием, выявленным в экспериментах 
активной и пассивной защиты мышей.

Влияние БСС на высеваемость S. aureus 
из органов мышей и формирование абсцессов 
в почках

Результаты изучения высеваемости S. aureus из 
селезенки и почек представлены по:
•	 отношению количества мышей, у которых высе-

вался золотистый стафилококк, к числу зара-
женных животных;

•	 количественному содержанию S. aureus 
в  органах зараженных мышей, выраженному 
в lg КОЕ/г.

Как и в предыдущих исследованиях [19], через 
сутки после заражения из селезенок иммунизиро-

Таблица 2. 
Уровень специфических IgG в сыворотках кроликов и мышей, иммунизированных БСС

Иммунизация Характеристика сывороток в ИФА

животных БСС (ПАФ или ГОА)*-
суммарная доза (мкг)

ΔОП
им-фон

, (X ± m) Титрх 

иммунных до иммунизации иммунных до иммунизации 

Кролики

«Исходное» (ПАФ) - 480 1,99 ± 0,36** 0,25 ± 0,1 1:6400 1:200

I (ПАФ) – 61 2,20 ± 0,16** 0,27 ± 0,15 1:6400 –12800 1:200 –1:400

II (ПАФ) – 18 0,58 ± 0,03*** 0,39 ± 0,01 1:200 – 400 1: 100

Мыши 

«Исходное» (ГОА) –12 0,65 ± 0,13**

0,13 ± 0,07I (ГОА) – 4 0,44 ± 0,1**

II (ГОА) – 4 0,33 ± 0,1***

Примечание: �*сорбция БСС на полном адъюванте Фрейнда (ПАФ) или геле гидроокиси алюминия (ГОА); хΔОП
им-фон

 ~ 0,2;  
**р < 0,001,  
***р <  0,005 – начимость различий с контролем (до иммунизации) по критерию Стьюдента. 

Таблица 3. 
Протективная активность БСС после р/о заражения иммунизированных мышей

№ 
опыта

Иммунизи-
рующее БСС, 

мкг

Отношение числа павших мышей 
 к зараженным: дозы м.к. х 108 LD

50 
х 108

По сравнению 
с контролем ИЭ

0,4 2,0 10,0 χ2* р

1

«Исходное»,0,75 1/10 6/10 10/10 1,45 0,37 >0,05 1,38

«Исходное»,3,0 1/20 5/20 20/20 2,76 4,82 <0,05 2,63

«Исходное»,12,0 1/20 6/20 13/20 4,47 10,81 <0,01 4,26

Контроль 8/20 11/20 19/20 1,05

2

«Исходное», 3, 0 0/10 2/10 10/10 3,24 4,29 <0,05 3,64

I,1, 2 0/10 3/10 9/10 3,24 4,29 <0,05 3,64

II,1, 2 0/10 2/10 9/10 3,81 5,41 <0,05 4,28

Контроль 4/10 6/10 10/10 0,89

3
I,1, 2 1/10 1/10 9/10 3,81 4,27 <0,05 3,63

Контроль 3/10 6/10 10/10 1,05

4
II,1, 2 0/10 1/10 7/10 6,17 5,55 <0,05 4,26

Контроль 2/10 5/10 10/10 1,45

Примечание:*2 рассчитан по числу мышей, павших от всех заражающих доз.
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ванных и контрольных мышей высевался S. aureus. 
Через 4 суток после заражения S. aureus высевал-
ся у 22,3% мышей, иммунизированных 3,0 мкг «ис-
ходного» БСС, и у 42,9% – контрольных (р > 0,05). 
У мышей, иммунизированных 12,0 мкг «исходного» 
БСС (р < 0,05), S. aureus не обнаруживался. Следу-
ет подчеркнуть, что через 7 суток после заражения 
из селезенок мышей практически не высевается 
S. aureus ни в одной группе иммунизированных (за 
исключением 1 мыши, иммунизированной I БСС) и 
контрольных мышей.

Изучение высеваемости S. aureus из почки им-
мунизированных и контрольных мышей выявило 
значимое снижение количества животных с вы-
севами через 4 и 7 суток после заражения при 
иммунизации «исходным» БСС (р < 0,05); число 
КОЕ существенно ниже по сравнению с контро-
лем через 7 суток при дозе 3,0 мкг «исходного» 
(lg  КОЕ/г соответственно 4,665 ± 2,03 и 7,0 ± 
0,001, р =  0,01) и через 9 суток при дозе 1,2 мкг 
II БСС (6,525 ± 0,048 и 7,6 ± 0,2, р = 0,002). В то 
же время при иммунизации I БСС по сравнению с 
контролем не выявлено значимое снижение высе-
ваемости S. aureus через 9 суток после заражения 
(соответственно 6,957 ± 1,77 и 7,6 ± 0,2, р > 0,05).

Таким образом, иммунизация «исходным» и  
II БСС снижает высеваемость S. aureus из селезен-
ки и почек мышей после их заражения по сравнению 
с контролем (неиммунизированными животными).

В исследованиях по конструированию стафило-
кокковых вакцин для определения протективных 
антигенов ряд авторов, изучавших влияние различ-
ных поверхностных железорегулируемых белков и 
коагулазы, показали целесообразность использо-
вания «почечной модели», которая основана на из-
учении формирования абсцессов почки [21, 22].

Учитывая протективные свойства выделенных 
БСС и их влияние на высеваемость S. aureus из 
почки, в наших исследованиях была применена 

«почечная модель». Было изучено формирование 
абсцессов в почках 36 (иммунизированных и кон-
трольных) мышей, суммарно в 720 полях зрения. 
Установлено (с использованием непараметриче-
ского критерия согласия Пирсона – χ2), что у мы-
шей, иммунизированных «исходным» (дозы 1,8 и 
3,0 мкг) и II БСС (доза 1,2 мкг), наблюдается и 
минимальное количество выявленных абсцессов, 
и значимо меньший процент полей зрения, в ко-
торых выявлены абсцессы, по отношению к об-
щему количеству изученных полей зрения (от 1,7 
до 3,75) по сравнению с контролем (15,7) (табл. 
5). Это согласуется с результатами снижения вы-
севаемости S. aureus из почек через 7 – 9 суток 
после заражения. Следует отметить, что у мышей, 
иммунизированных I БСС, выявлено большое ко-
личество абсцессов (56), а процент полей зрения с 
абсцессами составляет 28,75, что значимо выше, 
чем в контроле. В этом случае, как отмечено выше, 
не наблюдается снижения высеваемости S. aureus 
из почек через 9 суток после заражения.

Поскольку при подсчете количества абсцес-
сов  (А) в полях зрения серийных срезов нет воз-
можности определить расположен ли измеряемый 
абсцесс в одном поле зрения или в нескольких, 
в исследовании использован дополнительный по-
казатель – подсчет процента площади почки, за-
нимаемой (поврежденной) абсцессами. При имму-
низации 1,8 и 3,0 мкг «исходного» и 1,2 мкг II БСС 
установлены наименьшие значения этого параме-
тра (0,05 – 0,37 %). Это согласуется с данными по 
снижению количества абсцессов и процента полей 
зрения с абсцессами у животных, иммунизирован-
ных II БCC. В то же время при иммунизации I БСС и 
в контроле площадь почки с абсцессами составля-
ла соответственно 5,32 и 1,09%.

Результаты проведенного анализа с использо-
ванием параметров процента площади почки, по-
врежденной абсцессами, и процента полей зрения 

Таблица 4. 
Протективная активность иммунных сывороток кроликов и мышей 

Сыворотки 
иммунизиро-

ванных животных

Иммунизирующее БСС  
для получения сывороток 

Отношение числа 
павших мышей  
к зараженным

Различия с контролем

χ2 р

Мышиные

«Исходный» 3/10 7,50 < 0,001

I 3/10 7,50 < 0,001

II 3/10 7,50 < 0,001

Сыворотка интактных мышей 6/10 2,40 > 0,05

Контроль 9/10

Кроличьи

«Исходный» 3/10 7,50 < 0,001

I 5/10 3,81 0,05

Сыворотка интактных 
кроликов 6/10 2,40 > 0,05

Контроль 9/10



Э
п

и
де

м
и

ол
ог

и
я 

и
 В

а
кц

и
н

оп
р

оф
и

ла
кт

и
ка

 №
 4

 (8
3

)/
2

0
1

5

92

Вакцинопрофилактика

с абсцессами согласуются с результатами высе-
ваемости из почки S. aureus у иммунизированных 
и контрольных мышей. Эти данные подтверждают 
протективное влияние иммунизации «исходным» 
(1,8 и 3,0 мкг) и II (1,2 мкг) белоксодержащими со-
единениями на тяжесть течения стафилококковой 
инфекции, что позволяет предположить терапевти-
ческое действие изученных БСС.

Таким образом, в данном исследовании опре-
делены иммуногенные свойства разрабатываемых 
препаратов – секретируемых белоксодержащих 
соединений: «исходного» (выделяемого из фильтра-
тов культуральной жидкости S. aureus № 6, выра-
щенного до конца фазы экспоненциального роста) 
и двух – I БСС и II БСС, полученных после фрак-
ционирования «исходного» БСС, а также показано 
их влияние на тяжесть течения стафилококковой 
инфекции у мышей.

Повышение уровня специфических IgG в сыво-
ротках животных, иммунизированных тремя изу-
ченными препаратами, и их существенная протек-
тивная активность в опытах активной и пассивной 
защиты мышей свидетельствуют об активации си-
стемы адаптивного иммунитета под действием всех 
исследованных БСС. В других тестах были выявле-
ны некоторые отличия в действии I БСС и II БСС. 
Иммунизация «исходным» и II БСС значительно сни-
жала высеваемость S. aureus из почек мышей, а 
также формирование абсцессов в почках, чего не 
наблюдали при иммунизации I БСС.

Приведенные сравнительные данные свиде-
тельствуют об адекватности «почечной модели» и 
целесообразности использования предложенных 
показателей (определение процента площади поч-

ки, поврежденной абсцессами, и процента полей 
зрения с абсцессами) наряду с изучением анти-
генной и иммуногенной активности секретируемых 
стафилококковых белоксодержащих соединений. 
Результаты двух подходов показывают перспектив-
ность дальнейшего изучения «исходного» и II БСС 
в качестве кандидатов для включения в состав 
препаратов для иммунопрофилактики и иммуноте-
рапии инфекций, вызываемых S. aureus.

Выводы
1.	 Изучение секретируемых белоксодержащих со-

единений S. aureus № 6 – «исходного» и полу-
ченных после его фракционирования I БСС и  
II БСС – показало, что они обладают антиген-
ным действием (повышение в 2,2 – 7,5 раза 
уровня специфических IgG в сыворотках имму-
низированных кроликов и мышей по сравнению 
с контролем), что свидетельствует об активации 
системы адаптивного иммунитета.

2.	 Выявлено дозозависимое защитное действие 
«исходного» и I БСС, II БСС (индекс эффектив-
ности 2,63 – 4,28). Значимое протективное 
действие показано также в опытах пассивной 
защиты мышей при введении сывороток, полу-
ченных после иммунизации тремя исследуемы-
ми препаратами.

3.	 Установлено, что иммунизация «исходным» 
и  II  БСС значительно уменьшала обсеменен-
ность S. aureus почек мышей, а также фор-
мирование абсцессов в почках, что позволяет 
предположить возможность терапевтического 
действия изучаемых белоксодержащих соеди-
нений.

Таблица 5. 
Влияние различных БСС на формирование абсцессов (А) в почках мышей, зараженных р/о S. aureus № 6

БСС, доза, мкг

Количество

% полей 
зрения с А

Площадь х 104 (мкм2)
% площади 

полей 
зрения с Авыявлен-

ных А
полей 

зрения с А

изученных 
полей 

зрения

суммар-
ная А

изученных 
полей 

зрения

«Исходное»
1,8 5 3 80 3,75* 41,52 11300 0,37

3,0 1 1 60 1,7** 7,73 8475 0,09

I 1,2 56 23 80 28,75х 601,45 11300 5,32

II 1,2 10 4 200 2,0*** 16,67 34274 0,05

Контроль - 86 47 300 15,7 564,55 52013 1,09

Примечание: по χ2 различия с контролем: *2 = 7,85, р = 0,005; **χ2 = 8,48, р = 0,004; ***χ2 = 24,47, р < 0,001.
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