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Введение. Пневмококковые заболевания сохраняют актуальность для всего мира. С одной стороны, это обу-
словлено высокой распространенностью пневмококка, а с другой – ростом антибиотикорезистентных штаммов 
и постоянной сменой клинически значимых серотипов возбудителя.
Цель исследования – изучение протективной активности смеси пневмококковых антигенов.
Материалы и методы.  Для  выполнения  работы  использовали  препараты  капсульного  полисахарида  (КПС) 
пневмококка серотипа 3; белоксодержащую фракцию (БСф), полученную из водного экстракта клеток Strepto
coccus pneumoniae серотипа 6B; рекомбинантный пневмолизин (rPly). Мышей иммунизировали внутрибрюшин-
но двукратно с интервалом 14 дней смесями бактериальных антигенов: КПС + БСф; КПС + rPly; БСф + rPly. Для 
оценки протективной активности исследуемых препаратов животных после двукратной иммунизации заражали 
внутрибрюшинно S. pneumoniae серотипа 3. Для изучения влияния смесей бактериальных препаратов на ин-
фекционный процесс в легких иммунизированных мышей интраназально заражали штаммом S. pneumoniae 
серотипа 3. Гуморальный иммунный ответ изучали с помощью определения IgG-антител методом твердофаз-
ного иммуноферментного анализа.
Результаты. Смесь КПС + rPly защищала мышей от внутрибрюшинного заражения пневмококком серотипа 3 
не зависимо от заражающей дозы. Иммунизация смесями КПС + БСф или КПС +  rPly влияла на достоверное 
уменьшение количества высеваемых бактериальных клеток из легких в течение всего периода наблюдения (72 ч) 
по сравнению с контролем. Введение животным смесей бактериальных антигенов КРС + БСф, КПС + rPly или 
БСф + rPly приводило к достоверному повышению уровня антител ко всем антигенам, однако наиболее высокие 
уровни IgG-антител определяли к БСф и rPly.
Заключение. Полученные результаты позволяют предположить, что разные антигенные препараты в смесях 
влияют на различные механизмы активации иммунитета.
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Introduction. Pneumococcal diseases remain relevant for the whole world. On the one hand, this is due to the high 
prevalence  of  pneumococcus  and  the  other  hand,  the  growth  of  antibiotic-resistant  strains  and  the  constant 
change of clinically significant serotypes of the pathogen.
The aim of the research was to study of the protective activity of a mixture of pneumococcal antigens.
Material and methods.  we  used  preparations  of  a  capsular  polysaccharide  (CPS)  obtained  from  Streptococcus 
pneumoniae serotype 3; protein-containing fraction (PCF) obtained from an aqueous extract of cells of S. pneumo
niae serotype 6B; recombinant pneumolysin (rPly). Mice were immunized intraperitoneally twice with an interval 
of 14 days with mixtures of bacterial antigens: CPS + PCF; CPS + rPly; PCF + rPly. To assess the protective activity 
of the studied drugs after double immunization animals were infected intraperitoneally with S. pneumoniae sero-
type 3. To study the effect of mixtures of bacterial preparations on the infectious process in the lungs immunized 
mice  were  infected  with  S. pneumoniae  serotype  3.  The  humoral  immune  response  was  studied  with  IgG  using 
the method of ELISA.
Results. The CPS + rPly mixture protected mice from intraperitoneal infection with S. pneumoniae serotype 3 regard-
less of the  infecting dose. Immunization with CPS + PCF or CPS +  rPly mixtures  influenced a significant decrease 
the number of seeded bacterial cells from lungs during the entire observation period (72 h) compared to the control. 
Administration of mix tures of bacterial antigens of CPS + PCF, CPS + rPly or PCF + rPly to animals led to a significant 
incre ase of the level of antibodies to all antigens, however, the highest levels of IgG were determined to PCF and rPly.
Conclusion. The results obtained suggest that different antigenic drugs in mixtures affect different mechanisms 
of immunity activation.

Key words: Streptococcus pneumoniae, capsular polysaccharide, protein-containing fraction, recombinant pneumo-
lysin, mixtures of antigenic drugs

For citation: Vorobyev D. S., Tokarskaya M. M., Baranovskaya S. A. et al. Protective activity of mixtures of pneumococ-
cal antigens in infection caused by Streptococcus pneumoniae serotype 3. Rossiyskiy bioterapevticheskiy zhur nal = 
Russian Journal of Biotherapy 2021;20(4):59–65. (In Russ.). DOI: 10.17650/1726-9784-2021-20-4-59-65.

Введение
Пневмококковые заболевания сохраняют акту-

альность для всего мира. Streptococcus pneumoniae яв-
ляется одним из ключевых бактериальных патогенов, 
вызывающих средний отит, внебольничную пневмо-
нию, сепсис и менингит [1]. Необходимость разра-
ботки пневмококковых препаратов обусловлена по-
стоянной сменой клинически значимых серотипов 
S. pneumoniae, а также ростом числа антибиотикоре-
зистентных штаммов возбудителя [2–4]. В настоящее 
время в нашей стране используются зарубежные по-
лисахаридные и конъюгированные пневмококковые 
вакцины [5]. С одной стороны, есть положительный 
опыт применения данных вакцин в Европе и Север-
ной Америке [6], с другой стороны, реальная польза 
пневмококковых вакцин в Российской Федерации 
не так ясна, так как нет постоянного эпидемиологи-
ческого мониторинга за пневмококковой инфекцией. 
Конъюгированные вакцины расширяют показания 
для их использования: дети младше 5 лет и пожилые 
люди старше 65 лет [7]. Однако сама технология конъ-
югирования является трудоемкой [8], что, на наш 
взгляд, значительно удорожает и усложняет произ-
водство таких вакцин. Все вышеперечисленное огра-
ничивает возможности современных пневмококко-
вых вакцин и делает востребованной разработку 
более доступных, но не менее эффективных пневмо-

кокковых вакцин. Многообещающей является раз-
работка вакцин, состоящих из смеси протективных 
антигенов пневмококка: капсульного полисахарида 
и белков микроба. Ранее нами была изучена и показана 
перспективность применения нативных белоксодер-
жащих антигенов пневмококка при заражении гомо-
логичными и гетерологичными штаммами [9–13].

Цель исследования – изучение протективной ак-
тивности смеси пневмококковых антигенов.

Материалы и методы
Мыши линии BALB / c, самцы массой 14–16 г, 

были получены из питомника ООО «СМК СТЕЗАР» 
(г. Владимир). Животных содержали в условиях вивария 
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин 
и сывороток им. И. И. Мечникова» (ФГБНУ НИИВС 
им. И. И. Мечникова). Все эксперименты на мышах 
проводили в соответствии с межгосударственным 
стандартом по содержанию и уходу за лабораторны-
ми животными (ГОСТ 33217-2014).

Штаммы, использованные в работе: штамм № 10196 
S. pneumoniae серотипа 3 (штамм депонирован под но-
мером 316 в ФГБУ «Научный центр экспертизы 
средств медицинского применения» Минздрава Рос-
сии); штамм № 296 S. pneumoniae серотипа 6B.

Капсульный полисахарид (КПС) получали из S. pneu-
moniae серотипа 3, выращенного в полусинтетической 
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питательной среде. Этапы выделения включали: ультра-
фильтрацию и концентрирование, обработку фер-
ментами, фенольную депротеинизацию и диализ. 
Белоксодержащую фракцию (БСФ) (30–100 кДа) 
получали при помощи фильтров Amicon Ultra из 
 водного экстракта инактивированных ацетоном кле-
ток S. pneumoniae серотипа 6B [13]. Рекомбинант-
ный пневмолизин (rPly) предоставлен сотрудниками 
ФГБНУ НИИВС им. И. И. Мечникова, для его полу-
чения было использовано оборудование центра коллек-
тивного пользования ФГБНУ НИИВС им. И. И. Меч-
никова.

Для иммунизации мышей использовали смеси 
вышеназванных препаратов в соответствующих до-
зах / мышь. Смесь 1: КПС (5 мкг) + БСФ (50 мкг); 
смесь 2: КПС (5 мкг) + rPly (25 мкг); смесь 3: БСФ 
(50 мкг) + rPly (25 мкг). Животных иммунизировали 
внутрибрюшинно двукратно с интервалом 14 дней. 
Разовую иммунизирующую дозу вводили в физиоло-
гическом растворе в объеме 0,5 мл. В качестве кон-
трольной группы использовали интактных мышей, 
которым вводили физиологический раствор. Через 
2 нед после последней иммунизации собирали инди-
видуальные мышиные сыворотки (в группе n = 5).

Для оценки гуморального иммунного ответа ис-
пользовали метод твердофазного иммунофермент-
ного анализа. С целью получения иммуносорбентов 
лунки отдельных полистирольных пластин (Greiner, 
Германия) сорбировали каждым из препаратов: КПС, 
БСФ и rPly. Препараты растворяли в фосфатно-со-
левом буферном растворе с рН 7,2–7,4 до концентра-
ции 2 мкг / мл. Используя полученные иммуносор-
бенты, сыворотки животных анализировали согласно 
описанной методике [14]. Результаты выражали в ус-
ловных единицах (J), рассчитанных по формуле:

J = 
ОП

АС
 

 OП
к– + 0,25

 × 100,

где ОП
АС 

– оптическая плотность в лунке с анализи-
руемой сывороткой, ОП

к- 
– оптическая плотность 

в лунке с отрицательной контрольной сывороткой. 
В качестве отрицательного контроля (К– ) использо-
вали сыворотки неиммунизированных мышей.

Для исследования протективной активности 
смесей препаратов иммунизированных мышей за-
ражали внутрибрюшинно штаммом S. pneumoniae 
серотипа 3 тремя дозами в диапазоне от 103 до 105 ми-
кробных клеток (м. кл.) / 0,5 мл физиологического 
раствора через 14 дней после 2-й иммунизации. Все 
заражающие дозы были абсолютно летальными для 
мышей.

Для изучения влияния смесей препаратов на раз-
витие инфекционного процесса иммунизированных 

мышей интраназально заражали штаммом S. pneumo-
niae серотипа 3 в дозе 107 м. кл. в 10 мкл физиологи-
ческого раствора. Контрольной группе вводили фи-
зиологический раствор. Количество животных 
для оценки высеваемости бактерий из легких равня-
лось 5 в каждой временно́й точке для каждой группы. 
Вскрытие животных проводили через 4, 24, 48 и 72 ч. 
Стерильно отобранные легкие мышей гомогенизи-
ровали, полученную взвесь титровали и мерно высе-
вали на чашки Петри с кровяным агаром. Через 
18–20 ч культивирования в термостате при темпера-
туре 37 °C и 5 % CO

2
 производили подсчет выросших 

колоний бактерий, после чего пересчитывали число 
бактерий на мышь [15].

Статистическую обработку полученных данных 
проводили с использованием компьютерных про-
грамм Microsoft Excel, Statistica 10 и Biostat. Различия 
в выживаемости мышей в течение заданного срока 
рассчитывали при сравнении 2 кривых выживаемости 
согласно методу, описанному С. А. Гланцем [16].

Результаты
При изучении протективной активности смесей 

препаратов КПС + БСФ, КПС + rPly, БСФ + rPly 
было выявлено, что от заражения вирулентным штам-
мом S. pneumoniae серотипа 3 мышей защищает толь-
ко смесь КПС + rPly (достоверные различия по срав-
нению с контролем, p <0,001; рис. 1). Интересен тот 
факт, что защита формировалась независимо от за-
ражающей дозы пневмококка (испытывали 3 зара-
жающие дозы в диапазоне от 103 до 105 м. кл.; на рис. 1 
представлены результаты только для средней заража-
ющей дозы). В то же время смеси КПС + БСФ 
или БСФ + rPly не защищали животных от пневмо-
кокковой инфекции при использовании любой зара-
жающей дозы.

Исследование иммунного ответа у иммунизиро-
ванных мышей выявило значительное повышение 
уровня специфических антител к rPly и БСФ при не-
значительном повышении уровня антител к КПС 
(рис. 2). При использовании смеси КПС + БСФ от-
мечали повышение уровня антител к БСФ в 1,65 раза 
по сравнению с контролем (p <0,05). При исполь-
зовании смеси КПС + rPly наблюдали повышение 
в 13 раз уровня антител к rPly (но не к КПС) по срав-
нению с сывороткой контрольной группы мышей 
(p <0,001). Иммунизация животных смесью БСФ + rPly 
вызывала повышение уровня антител как к rPly – 
в 10 раз, так и к БСФ – в 7,5 раза по сравнению 
с конт ролем (p <0,001).

Для оценки влияния смесей антигенных препара-
тов на развитие инфекционного процесса использо-
вали также модель интраназального заражения мы-
шей после двукратной иммунизации с последующим 
определением количества бактерий, высеваемых из 
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легких, в зависимости от времени наблюдения. При 
использовании данной модели отмечали следующие 
результаты (рис. 3). Через 4 ч после заражения между 
группами мышей, получавших смеси препаратов, 
и контрольными животными достоверных различий 
не было выявлено. Через 24 ч после заражения на-
блюдали одинаковое небольшое увеличение количе-
ства бактерий в легких – до 2 × 102 (20 : 2000) в груп-
пе контроля и группе мышей, иммунизированных 
смесью БСФ + rPly, в то время как в опытных груп-
пах, иммунизированных смесью КПС + БСФ или 
КПС + rPly (20 : 20), отмечали снижение количества 
микробов, высеянных из легочной ткани. Через 48 ч 
наблюдения количество бактерий в легких в группе 
контроля не менялось, в то время как в группе жи-
вотных, получавших БСФ + rPly, отмечали небольшое 
снижение числа микробов в легких по сравнению 
с предыдущей временной точкой. Через 72 ч наблю-
дения регистрировали значительное увеличение ко-
личества бактерий в легких мышей контрольной груп-
пы – до 1,1 × 103 (20 : 20 000), в то время как во всех 
остальных опытных группах отмечали в 10 раз меньшее 
количество микробов, высеянных из легких. Однако 
достоверные различия с контролем были выявлены 
только в группах КПС + БСФ и КПС + rPly (p <0,05).

Обсуждение
При анализе представленных данных обраща-

ет на себя внимание результат, полученный при 
использовании смеси антигенных препаратов КПС 
и rPly. Анализ протективной активности смеси 
КПС + rPly показал 100 % выживаемость мышей 

Рис. 1. Выживаемость мышей при внутрибрюшинном заражении  
S. pneumoniae серотипа 3 в дозе 104 микробных клеток / 0,5 мл физи-
ологического раствора на мышь; *достоверность различий между 
опытом и контролем (p <0,001) при сравнении кривых выживаемости 
по С. А. Гланцу. Здесь и на рис. 2, 3: КПС – капсульный полисахарид 
S. pneumoniae серотипа 3; БСФ – белоксодержащая фракция из вод-
ного экстракта клеток S. pneumoniae серотипа 6B; rPly – рекомби-
нантный пневмолизин

Fig. 1. Survival of mice with intraperitoneal infection with S. pneumoniae 
serotype 3 in a dose 104 microbial cells / 0,5 ml physical solution per mouse; 
*the reliability of the difference between the experiment and the control 
(p <0.001) when comparing the survival curves according to S. A. Glants. 
Here and on fig. 2, 3: CPS – capsular polysaccharide obtained from 
S. pneumoniae serotype 3; PCF – protein-containing fraction obtained from 
an aqueous extract of cells of S. pneumoniae serotype 6B; rPly –
recombinant pneumolysin

Рис. 2. Уровень IgG-антител к антигенам пневмококковых смесей 
в сыворотках мышей; *достоверность различий между опытом 
и контролем (p <0,05); **достоверность различий между опытом 
и контролем (p <0,001)

Fig. 2. The level of IgG antibodies to antigens of pneumococcal mixtures 
in the sera of mice; *reliability of the difference between experience and cont-
rol (p <0.05); **reliability of the difference between experience and cont rol 
(p <0.001)
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   Контроль / Control

Рис. 3. Зависимость количества бактерий в легких мышей от вре-
мени наблюдения при интраназальном заражении S. pneumoniae се-
ротипа 3; *достоверность различий между опытом и контролем 
в течение 72 ч (p <0,05)

Fig. 3. Dependence of the number of bacteria in the lungs of mice on the ob-
servation time during intranasal infection with S. pneumoniae serotype 3; 
*reliability of the difference between experiment and control within 72 hours 
(p <0.05)
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при внутрибрюшинном заражении по сравнению 
с контрольной и другими опытными группами (КПС 
+ БСФ, БСФ + rPly), в которых защита не формиро-
валась, что может быть связано с недостаточной дозой 
антигенов в смесях. Ранее нами было показано, 
что трехкратная иммунизация мышей rPly защищает 
67 % животных от внутрибрюшинного заражения S. 
pneumoniae серотипа 3 по сравнению с контролем [17], 
однако убедительных экспериментальных данных 
по протективной активности КПС серотипа 3 нет, 
как, впрочем, нет опубликованных разработчиками 
полисахаридных и конъюгированных пневмококко-
вых вакцин данных по иммуногенности отдельных 
КПС. Таким образом, препараты в смеси КПС + 
rPly, вероятно, действуют синергично по отношению 
друг к другу, влияя на формирование более выражен-
ной защиты.

Стоит отметить, что при анализе уровня сыворо-
точных антител в сыворотках животных наблюдали 
достоверное повышение IgG-антител в большинстве 
опытных групп по сравнению с контролем. Однако 
более высокие уровни антител определяли к БСФ 
и рекомбинантному белку, в то время как к КПС от-
мечали незначительное повышение уровня антител 
[18]. Примечательно, что при использовании анти-
генных смесей КПС + rPly и БСФ + rPly уровни 
 антител к rPly или к БСФ увеличивались примерно 
в 1 интервале, в то время как при применении смеси 
КПС + БСФ уровень антител к БСФ повышался не-
значительно. Обнаружение более высокого уровня 
антител к rPly при иммунизации смесями КПС + 
rPly или БСФ + rPly, вероятно, связано с тем, что про-
исходит индукция синтеза антител к рекомбинанто-
му белку независимо от 2-го компонента смеси (КПС 
или БСФ) и, возможно, обусловлено оптимальным 
взаимодействием rPly как с КПС, так и с БСФ. В даль-
нейшей работе мы планируем использовать для им-
мунизации смесь антигенов, состоящую из 2 белков 
(БСФ и rPly) и КПС, что, предположительно, позво-
лит усилить гуморальный иммунный ответ и протек-
тивную активность.

Развитие инфекционного процесса, контроли-
руемого по высевам бактерий из легких, достоверно 
отличалось только в группах мышей, иммунизи-
рованных смесью КПС + БСФ или КПС + rPly, по 
сравнению с контролем. Однако, независимо от при-
меняемых смесей бактериальных антигенов, проис-
ходило уменьшение количества высеваемых микро-
бов из легких к концу периода наблюдения (72 ч) 
во всех опытных группах животных по сравнению 
с контрольной группой, в которой отмечали значи-
тельное увеличение числа высеваемых бактериальных 
клеток к окончанию эксперимента, что, на наш 
взгляд, свидетельствует о протективной активности 
используемых смесей. По-видимому, увеличение сро-
ков наблюдения за высевом микробов из легких по-
зволит подтвердить эффективность бактериальных 
смесей в защите от пневмококковой инфекции.

Заключение
Полученные результаты позволяют предполо-

жить, что разные антигенные препараты в смесях 
влияют на различные механизмы активации имму-
нитета и вместе с тем дополняют друг друга. Так, 
например, защита мышей, иммунизированных 
смесью КПС + rPly, от внутрибрюшинного зараже-
ния пневмококком согласуется с высоким уровнем 
антител к rPly в сыворотках животных. Однако 
на развитие инфекционного процесса и формиро-
вание защиты, вероятно, влияет не только гумо-
ральное звено иммунитета, но и клеточное, что ча-
стично подтверждается опытом по высеву бактерий 
из легких мышей при интраназальном заражении 
пневмококком. Только смеси бактериальных анти-
генов пневмококка, содержащие и КПС, и белок 
(КПС + БСФ и КПС + rPly), препятствовали раз-
витию инфекционного процесса в легких в течение 
72 ч наблюдения. Последующее изучение механиз-
мов клеточного иммунитета в модели высева бак-
терий из легких позволит оценить защитную роль 
клеточных факторов в элиминации внеклеточных 
патогенов.
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