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Введение. Разработка пневмококковой вакцины с серотипнезависимой активностью актуальна для всего мира, 
что обусловлено высокой распространенностью Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), постоянной сменой 
серотипов возбудителя и ростом антибиотикорезистентных штаммов. В предыдущих экспериментах нами вы-
явлен протективный эффект иммунизации рекомбинантным пневмолизином (rPly) в модели системной инфек-
ции, вызванной S. pneumoniae серотипа 3.
Цель исследования – изучение серотипнезависимой протективной активности rPly.
Материалы и методы. Для выполнения работы использовали штаммы S. pneumoniae серотипов 4 и 6B. Мышей 
иммунизировали внутрибрюшинно двукратно или трехкратно с интервалом 14 дней rPly. Для оценки протек-
тивной активности rPly животных после двукратной или трехкратной иммунизации заражали внутрибрюшинно 
S. pneumoniae.
Результаты. rPly при трехкратной иммунизации в дозе 25 мкг защищал мышей от внутрибрюшинного заражения 
S. pneumoniae серотипа 4, индекс эффективности по сравнению с контролем повышался в 2 раза. При двукрат-
ной иммунизации rPly защищал мышей от внутрибрюшинного заражения S. pneumoniae серотипа 6B, индекс 
эффективности по сравнению с контролем повышался в 6,61 раза.
Заключение. rPly защищает животных от заражения разными серотипами S. pneumoniae, что позволяет считать 
его перспективным препаратом для разработки пневмококковых вакцин с серотипнезависимой активностью.
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Background. The development of a pneumococcal vaccine with serotype-independent activity is relevant for the whole 
world, as this is due to the high prevalence of Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), the constant change 
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of pathogen serotypes and the growth of antibiotic-resistant strains. In previous experiments, we revealed a pro-
tective  effect  of  immunization  with  recombinant  pneumolysin  (rPly)  in  a  model  of  systemic  infection  caused  
by S. pneumoniae serotype 3.
Aim. Study of serotype-independent protective activity of rPly.
Materials and methods. Strains of S. pneumoniae serotypes 4 and 6B were used. Mice were immunized intraperi-
toneally two or three times with an interval of 14 days with rPly. To assess the protective activity of rPly, animals 
after double or triple immunization were infected intraperitoneally with S. pneumoniae .
Results. rPly at a triple immunization in a dose of 25 μg protected mice from intraperitoneal infection with S. pneu-
moniae  serotype 4, the efficiency index increased by 2 times compared with the control. with a double immuniza-
tion, rPly protected mice from intraperitoneal infection with S. pneumoniae serotype 6B, efficiency index increased 
by 6.61 times compared with the control.
Conclusion.  rPly protects animals  from infection with different serotypes of S. pneumoniae, which allows us to 
consider it a promising drug for the development of pneumococcal vaccines with serotype-independent activity.
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Введение
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) – условно 

патогенная бактерия, которая колонизирует слизи-
стые оболочки верхних дыхательных путей человека 
и является причиной внебольничной пневмонии, 
отита, менингита и сепсиса [1, 2]. В настоящее время 
пневмококковую инфекцию успешно предотвраща-
ют с помощью вакцинации с применением зарубеж-
ных полисахаридных и конъюгированных вакцин [3]. 
Конъюгированные вакцины расширяют возможности 
специфической профилактики в таких возрастных 
категориях, как дети младше 5 лет и пожилые люди 
старше 65 лет [4]. Однако все разрешенные вакцины 
создают строгий серотипспецифический иммунитет, 
связанный, прежде всего, с иммунным ответом 
на капсульный полисахарид. Перспективной явля-
ется разработка пневмококковой вакцины на основе 
только протективных белковых антигенов микроба 
или комбинации белковых антигенов и капсульного 
полисахарида. Как один из перспективных белков S. 
pneumoniae рассматривается пневмолизин, посколь-
ку он является консервативным антигеном и обна-
ружен во всех штаммах пневмококка независимо 
от их серотипа [5]. Ранее нами была показана защита 
мышей при введении нативных белоксодержащих 
антигенов пневмококка, содержащих пневмолизин, 
от внутрибрюшинного заражения S. pneumoniae раз-
ных серотипов [6], а также защита мышей при им-
мунизации рекомбинантным пневмолизином (rPly) 
от заражения S. pneumoniae серотипа 3 [7].

Целью исследования явилось изучение серотип-
независимой протективной активности rPly.

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 вива-
рия 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 межгосударствен-
ным стандартом по содержанию и уходу за лабора-
торными животными (ГОСТ 33217–2014).

Штаммы, использованные в работе: штамм № 1 / 56 
S. pneumoniae серотипа 4; штамм № 296 S. pneumoniae 
серотипа 6B. Работа выполнена с использованием 
штаммов коллекции центра коллективного пользо-
вания ФГБНУ НИИВС им. И. И. Мечникова при фи-
нансовой поддержке проекта Министерством науки 
и высшего образования Российской Федерации (со-
глашение № 075-15-2021-676 от 28.07.2021).

Для выполнения работы rPly получен и предостав-
лен сотрудниками ФГБНУ НИИВС им. И. И. Мечни-
кова.

Для иммунизации мышей использовали rPly в до-
зе 25 мкг / мышь, сорбированный на Al (OH)

3
 в тече-

ние ночи при 4 °C из расчета 200 мкг Al (OH)
3 
на мышь. 

Животных иммунизировали внутрибрюшинно дву-
кратно или трехкратно с интервалом 14 дней. Разовую 
иммунизирующую дозу вводили в физиологическом 
растворе в объеме 0,5 мл. В качестве контрольной 
группы использовали интактных мышей, которым 
вводили физиологический раствор.

Для исследования протективной активности им-
мунизированных мышей заражали внутрибрюшинно: 
штаммом № 1 / 56 S. pneumoniae серотипа 4 четырьмя 
дозами в диапазоне от 103 до 106 микробных клеток 
(м. кл.) / мышь в 0,5 мл физиологического раствора 
через 14 дней после 2-й или 3-й иммунизации; штаммом 
№ 296 S. pneumoniae серотипа 6B тремя заражающими 
дозами в диапазоне от 104 до 106 м. кл. / мышь через 
14 дней после 2-й иммунизации. Заражающая доза 
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106 м. кл. / мышь была абсолютно летальной для 
 серотипа 4, а заражающая доза 105 м. кл. / мышь вы-
зывала гибель 90 % животных; заражающая доза 
105 м. кл. / мышь была абсолютно летальной для се-
ротипа 6B. Наблюдение за животными проводили 
в течение 10 дней после заражения.

Статистическую обработку полученных данных 
выполняли с использованием показателя LD

50
, оп-

ределяемого по формуле Кербера в модификации 
И. П. Ашмарина [8]: 

LD
50 

= обратный логарифм lgD
N 

– δ (ΣL
i
 – 0,5),

где D
N

 – наибольшая из заражающих доз, δ – лога-
рифм кратности разведений доз,  ΣL

i
– сумма резуль-

татов (отношение числа павших животных к общему 
числу зараженных животных в группе). После опре-
деления LD

50 
вычисляли индекс эффективности (ИЭ) 

по формуле: 

ИЭ = 
LD

50 опыт
 

LD
50 контроль

.

Результаты
В контрольной серии экспериментов было уста-

новлено, что абсолютно летальные заражающие дозы 
для S. pneumoniae серотипов 4 и 6B находились в ин-
тервале между 105 и 106 м. кл. / мышь. Мышей имму-
низировали двукратно или трехкратно rPly в дозе 
25 мкг, после чего животных заражали внутрибрюш-
инно вирулентным штаммом S. pneumoniae сероти-
па 4. Результаты изучения протективной активности 
rPly при внутрибрюшинном заражении S. pneumoniae 
серотипа 4 представлены в табл. 1.

Данные, приведенные в табл. 1, свидетельствуют, 
что rPly способен защищать мышей от пневмокок-
ковой инфекции при трехкратной иммунизации. ИЭ 
при сравнении опытной группы, получавшей rPly 
трехкратно, с контрольной группой составил 2, в то 
время как в группе мышей с двукратной иммунизаци-
ей ИЭ составил всего 1,26. В частности, при заражении 
мышей S. pneumoniae серотипа 4 в дозе 105 м. кл. / мышь 
в контрольной группе наблюдали гибель 90 % особей, 
тогда как трехкратная иммунизация rPly увеличива-
ла выживаемость до 40 % животных. Хотя эти разли-
чия между контрольной и опытными группами не были 

Таблица 1. Протективная активность рекомбинантного пневмолизина при внутрибрюшинном заражении S. pneumoniae серотипа 4

Table 1. Protective activity of recombinant pneumolysin in case of intraperitoneal infection with S. pneumoniae serotype 4

Доза и кратность иммунизации 
Dose and frequency of immunization

Доза заражения, 
м. кл. / 0,5 мл ф. р. 
The dose of infection,  

m. c. / 0.5 ml s. s.

Количество мышей 
павших / выживших 

Number of mice thar have 
dead / survived

LD
50

, м. кл. 
LD

50
, m. c.

ИЭ 
EI

25 мкг / мышь, двукратно 
25 µg / mouse, twice

1 000 000 10 / 0

39 800
(126 000:12 600)* 1,26

100 000 8 / 2

10 000 1 / 9

1 000 0 / 10

25 мкг / мышь, трехкратно 
25 µg / mouse, thrice

1 000 000 10 / 0

63 100
(200 000:20 000)* 2,0

100 000 6 / 4

10 000 1 / 9

1 000 0 / 9

Контроль (неиммунизированные мыши) 
Control (non-immunized mice) 

1 000 000 10 / 0

31 600
(100 000:10 000)*  – 

100 000 9 / 1

10 000 1 / 9

1 000 0 / 9

p  – 0,348

*95 % доверительный интервал LD
50 

. 
*The 95 % confidence interval of LD

50 
.

Примечание. Здесь и в табл. 2: м. кл. – микробные клетки; ф. р. – физиологический раствор; ИЭ – индекс эффективности. 
Note. Here and in table 2: m. c. – microbial cells; s. s. – saline solution; EI – efficiency index.
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статистически достоверными (p = 0,348), отмечалась 
очевидная тенденция к улучшению выживаемости 
мышей, инфицированных S. pneumoniae серотипа 4.

В специальной серии опытов животных иммуни-
зировали rPly двукратно и через 14 дней заражали 
внутрибрюшинно вирулентным штаммом S. pneumo-
niae серотипа 6B (результаты представлены в табл. 2). 
Как видно из табл. 2, рекомбинантный белок защи-
щает мышей от развития пневмококковой летальной 
инфекции, о чем свидетельствует ИЭ, который со-
ставил 6,61 (p <0,01).

Обсуждение
Анализ протективной активности рекомбинант-

ного белка показал, что при заражении S. pneumoniae 
серотипа 4 эффективна трехкратная иммунизация 
rPly, в то время как при заражении S. pneumoniae се-
ротипа 6B достаточно было двукратной иммунизации 
rPly. Более того, при двукратной иммунизации ре-
комбинантным белком формировалась более выра-
женная защита от заражения пневмококком сероти-
па 6B (ИЭ составил 6,61) по сравнению с трехкратной 
иммунизацией от заражения пневмококком сероти-
па 4 (ИЭ составил 2). Вероятно, протективная актив-
ность rPly обусловлена не только кратностью введе-

ния препарата, но и биологическими свойствами 
штаммов патогена, которыми заражают животных. 
Ранее нами было показано, что трехкратная имму-
низация мышей rPly защищает 67 % животных от 
внутрибрюшинного заражения вирулентным штам-
мом S. pneumoniae серотипа 3 в дозе 106 м. кл. / мышь 
по сравнению с контролем [7]. Таким образом, полу-
ченные в данной работе, а также ранее опубликован-
ные данные свидетельствуют о том, что rPly может 
формировать серотипнезависимую защиту от S. pneu-
moniae при внутрибрюшинном заражении мышей.

Заключение
Полученные результаты позволяют предположить, 

что для разных серотипов пневмококка следует исполь-
зовать различные варианты иммунизации животных. 
Поэтому в перспективе представляется целесообразным 
оценить взаимосвязь между кратностью иммунизации 
rPly, титром антител к рекомбинантному белку и про-
тективной активностью в модели активной защиты 
мышей. Однако примечательным остается результат, 
что rPly защищает животных от заражения разными 
серотипами S. pneumoniae, что, соответственно, делает 
его перспективным для разработки пневмококковых 
вакцин с серотипнезависимой активностью.

Таблица 2. Протективная активность рекомбинантного пневмолизина при внутрибрюшинном заражении S. pneumoniae серотипа 6B

Table 2. Protective activity of recombinant pneumolysin in case of intraperitoneal infection with S. pneumoniae serotype 6B

Доза и кратность иммунизации 
Dose and frequency of immunization

Доза заражения, 
м. кл. / 0,5 мл ф. р. 
The dose of infection,  

m. c. / 0.5 ml s. s.

Количество мышей павших / 
выживших 

Number of mice that have dead / survived

LD
50

, м. кл. 
LD

50
, m. c.

ИЭ 
EI

25 мкг / мышь, двукратно 
25 µg / mouse, twice

1 000 000 6 / 3

33 900
(339 000:3 390)* 6,61100 000 7 / 3

10 000 6 / 4

Контроль (неиммунизиро-
ванные мыши) 
Control (non-immunized mice) 

1 000 000 8 / 1

5 130
(12 900:1 020)*  – 100 000 10 / 0

10 000 9 / 1

p  – <0,01**

*95 % доверительный интервал LD
50 

; **при сравнении опытной группы с контролем  различия статистически значимы. 
*The 95 % confidence interval of LD

50 
; **the differences are statistically significant when comparing the experimental group with the control.
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