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Введение. Пневмолизин (Ply) – гемолитический токсин Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), экспресси-
руемый всеми штаммами пневмококка. Для его качественного и количественного определения в биологических 
жидкостях простым, быстрым и эффективным способом может быть использование сэндвич-ИФА (иммунофер-
ментного анализа).
Цель исследования – разработать и оценить специфичность сэндвич-ИФА тест-системы для качественного 
и количественного определения рекомбинантного Ply (rPly) S. pneumoniae.
Материалы и методы. В качестве распознающих антител в сэндвич-ИФА использовали кроличьи поликлональ-
ные антитела (ПкАТ) к rPly, иммобилизованные на твердой фазе. К ПкАТ (rPly) прибавляли исследуемые анти-
гены  (АГ).  Реакцию  проявляли  детектирующими мышиными  моноклональными иммуноглобулинами  –  IgG1 
(rPly) – антителами, конъюгированными с пероксидазой корня хрена. Специфичность тест-системы оценивали 
при использовании в качестве референс-препаратов рекомбинантного α-гемолизина (rα-Hly) и водораствори-
мых АГ Staphylococcus aureus (S. aureus).
Результаты. С помощью сэндвич-ИФА rPly выявлен в концентрации 0,15 мкг / мл. Тест-система характеризовалась 
специфичностью, что подтверждено отсутствием реакции с rα-Hly S. aureus. Референс-препараты водораство-
римых поверхностных АГ штаммов S. aureus № 209, 1986, 1991 и Cowan I давали ложноположительную реакцию 
за счет присутствия в их составе протеина А (SpA) – термостабильного поверхностного белка, экспрессируе-
мого многими штаммами стафилококка, способного связывать иммуноглобулины через Fc-фрагмент или Fab-
фрагменты V

3
H домена В-клеточного рецептора. Отрицательная реакция получена с АГ из штамма S. aureus  

wood 46, не имеющего гена spa, кодирующего экспрессию SpA. Присутствие SpA в препаратах водорастворимых 
АГ S. aureus подтверждено в реакции ингибирования при ИФА.
Заключение. Разработан сэндвич-ИФА для качественного и количественного определения Ply S. pneumoniae. 
Проведенные исследования подтвердили специфичность тест-системы.
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Backgraund. Pneumolysin (Ply) is a hemolytic toxin of Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) expressed by all 
strains of pneumococci. The use of sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) can be a simple, fast 
and effective way of its qualitative and quantitative determination in biological fluids.
Aim. To develop and evaluate the specificity of sandwich ELISA test system for qualitative and quantitative deter-
mination of recombinant Ply (rPly) of S. pneumoniae.
Materials and methods. Immobilized on the solid phase rabbit’s polyclonal antibodies (pAbs) to rPly were used as 
recognition antibodies in sandwich ELISA. The studied antigens were added to the pAbs (rPly). The reaction was 
manifested by using detecting mouse monoclonal IgG1 (rPly) – antibodies conjugated with horseradish root per-
oxidase. The specificity of the test system was evaluated when using recombinant α-hemolysin (rα-Hly) and wa-
ter-soluble S. aureus antigens as reference preparations.
Results. Using sandwich ELISA, rPly was detected at a concentration of 0.15 µ / ml. The test system was character-
ized by specificity, which was confirmed by the absence of  reaction with recombinant rα-Hly of Staphylococcus 
aureus (S. aureus). Reference preparations of water-soluble surface antigens of S. aureus strains No 209, 1986,1991 
and Cowan I gave a false positive reaction due to the presence of protein A (SpA) in their composition, a thermo-
stable surface protein expressed by many strains of staphylococci capable of binding immunoglobulins via Fc-frag-
ment or Fab fragments of the V

3
H domain of the B cells receptor. A negative reaction was obtained with antigens 

from the S. aureus wood 46 strain, which does not have the spa gene encoding SpA expression. The presence of pro-
tein A in preparations of water-soluble S. aureus antigens was confirmed in the ELISA inhibition assay.
Conclusion. Sandwich ELISA has been developed for qualitative and quantitative determination of S. pneumoniae 
Ply. The conducted studies have confirmed the specificity of the test system.
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Введение
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae, пневмо-

кокк) является причиной инфекционно-воспали-
тельных заболеваний верхних дыхательных путей 
и патологических процессов другой анатомической 
локализации [1]. Наряду с пневмококком в послед-
ние годы отмечают увеличение частоты и тяжести 
заболеваний, вызываемых Staphylococcus aureus 
(S. aure us, золотистый стафилококк). Пневмония, 
вызванная возбудителем S. aureus, протекает тяжело, 
требует интенсивной терапии, а смертность дости-
гает 29 % [2].

Общим свойством S. pneumoniae и S. aureus яв-
ляется способность к образованию гемолитических 
токсинов – пневмококкового пневмолизина (Ply) и ста-
филококкового α-гемолизина (α-Hly). Ply и α-Hly – 
факторы патогенности, которые играют важную роль 
в патогенезе заболеваний, вызываемых этими возбуди-
телями [3–5]; Ply S. pneumoniae и α-Hly S. aureus обла-
дают способностью образовывать поры в мембранах 
эукариотических клеток, что приводит к нарушению 
их целостности и последующей гибели [6–8].

Экспрессируемый всеми штаммами пневмокок-
ка Ply – высококонсервативный белок с цитолити-
ческой активностью, он относится к членам семей-
ства холестеролзависимых цитолизинов, которые 
формируют большие поры в эукариотических клет-
ках, имеющих холестеролсодержащие мембраны, 
включая клетки иммунной системы [9, 10]. Присут-

ствие Ply в мокроте [11], моче [12] и других биологи-
ческих жидкостях [13, 14] может указывать на инфек-
цию, вызванную S. pneumoniae.

При проникновении S. aureus в организм α-Hly 
связывается поверхностным мембранным рецепто-
ром – протеином 10, содержащим металлопроте-
иназный домен (ADAM-10), и образует мелкие поры 
в соматических клетках, в том числе иммунных. 
В результате активируется сигнальный путь, приво-
дящий к экспрессии цитокинов или гибели клеток 
[5, 15, 16].

Наряду с микробиологическими и молекуляр-
но-биологическими (масс-спектрометрией, полиме-
разной цепной реакцией) методами детекции этих 
патогенов [13, 14] не утрачивает своего значения им-
мунологическая диагностика, основанная на опре-
делении антигенов (АГ) бактерий в биологических 
жидкостях [11, 12]. Использование моноклональных 
антител (МкАТ и АТ соответственно) в сэндвич-ИФА 
(иммуноферментном анализе) для определения Ply 
S. pneumoniae в биологических жидкостях может быть 
простым, быстрым и эффективным способом вы-
явления этого возбудителя. При этом необходимо 
исключить возможные перекрестные реакции Ply  
S. pneumoniae с другими гемолитическими токсинами, 
в частности с α-Hly S. aureus.

Цель исследования – оценить специфичность сэн-
двич-ИФА для качественного и количественного опре-
деления рекомбинантного Ply (rPly) S. pneumoniae.
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Материалы и методы
Рекомбинантный пневмолизин пневмококка экс-

прессирован в штамме Eschericia coli М-15 / pSp-raPLY 
(депонирован в государственной коллекции патогенных 
микроорганизмов и клеточных культур «ГКПМ- 
Оболенск» 04.03.2020, регистрационный номер В-9016) 
[17, 18].

Для получения rα-гемолизина (rα-Hly) S. aureus 
его кодирующая последовательность встроена в плаз-
мидный вектор pQE-30 и экспрессирована в клетках 
E. coli штамма М15 с использованием синтетическо-
го индуктора изопропил-β-галактопиранозида. 
Очистку r-белка осуществляли на колонке с Ni-се-
фарозой в 8 М буферном растворе мочевины с после-
дующим диализом против 50 мМ буферного раство-
ра Tris-HCl pH 9,0. In vitro на эритроцитах кролика 
подтверждена гемолитическая активность очищен-
ного r-белка.

Водорастворимые поверхностные АГ S. aureus 
№ 209, 1986, 1991, Wood 46 и Cowan I (Центр коллек-
тивного пользования ФГБНУ «Научно-исследователь-
ский институт вакцин и сывороток им. И. И. Мечни-
кова» (НИИВС им. И. И. Мечникова) при финансовой 
поддержке проекта Министерством науки и высшего 
образования Российской Федерации, соглашение 
№ 075-15-2021-676 от 28.07.2021) получены из инак-
тивированных ацетоном микробных клеток из расче-
та 40 мг сухих клеток на 1 мл дистиллированной воды. 
Экстракцию поверхностных АГ проводили центрифу-
гированием при 4000 об / мин в течение 30 мин.

Мыши линии BALB / c получены из питомника 
ООО «СМК СТЕЗАР» (г. Владимир, Россия). Живот-
ных содержали в условиях вивария в соответствии 
с Руководством по содержанию и уходу за лаборатор-
ными животными (ГОСТ 33217–2014). Дизайн ис-
следования одобрен этическим комитетом ФГБНУ 
«НИИВС им. И. И. Мечникова».

Моноклональные АТ к rPly получали путем сли-
яния спленоцитов мышей линии BALB / c (самки), 
иммунизированных rPly (25 мкг / мышь), адсорбиро-
ванным на геле алюминия гидроксида (200 мкг / мышь), 
3-кратно с интервалом 14 сут с клетками мышиной 
миеломы Р3-X63-Ag8.653. Гибридизацию проводили 
на 3-и сутки после последней иммунизации. Выде-
ление иммунных спленоцитов, слияние, культиви-
рование культур, клонирование и селекцию техноло-
гичных клонов осуществляли в соответствии 
с протоколом получения МкАТ [19]. Выделение 
МкАТ (rPly) из асцитной жидкости мышей проводи-
ли методом двукратного осаждения сульфатом аммо-
ния. Для этого к 0,5 мл асцитной жидкости добавляли 
0,5 мл насыщенного раствора (NН

4
) 

2
SО

4
 и инкуби-

ровали в течение ночи при 4 оС. Образовавшуюся 
взвесь центрифугировали при 5000 об / мин в течение 
15 мин. Осадок растворяли в 0,5 мл 0,9 % изотоничес-

кого раствора натрия хлорида с последующим добав-
лением 0,5 мл насыщенного раствора сульфата ам-
мония. Смесь инкубировали в течение 4 ч при 4 оС. 
Образовавшуюся взвесь центрифугировали при  
5000 об / мин в течение 15 мин. Осадок растворяли 
в 0,5 мл 0,15 М фосфатно-солевого буфера (ФСБ) 
рН 7,2, диализовали против того же буфера в течение 
ночи при 4 оС и затем концентрировали с помощью 
полиэтиленгликоля с молекулярной массой 40 000 
до объема 0,4 мл.

Изотип и специфичность МкАТ в супернатанте 
клонов и асцитической жидкости мышей определяли 
с помощью ИФА при использовании в качестве по-
крывающего лунки АГ rPly (5 мкг / мл), адсорбиро-
ванного на полистироловых планшетах (Biomedicals, 
Россия). В качестве вторичных АТ использовали 
конъюгированные с пероксидазой антимышиные АТ 
иммуноглобулинов: IgM (µ-цепь), IgG (H+L), IgG1 
(γ1-цепь), IgG2a (γ2а-цепь), IgG2b (γ2b-цепь), IgG3 
(γ3-цепь) (Thermo Fisher Scientific, США). Опти-
ческую плотность продуктов реакции определяли 
на микропланшетном ИФА-ридере (iMark, Япония) 
при длине волны 450 нм.

Моноклональные АТ rPly, меченные пероксида-
зой корня хрена (ПХ), получали путем перйодатного 
конъюгирования [20]. Для этого к 2 мг ПХ (Serva, 
~1000 Ед / мг), растворенной в 0,5 мл деионизирован-
ной воды, добавляли 0,1 мл свежеприготовленного 
раствора 0,2 М перйодата натрия (NaJO

4
) и переме-

шивали в течение 20 мин при 20 оС. Полученный 
ПХ-альдегид диализовали против 1 М натрий-аце-
татного буфера pН 4,5 в течение 1 сут при 4 ºС. С по-
мощью 0,2 М карбонатного буфера доводили pН 
ПХ-альдегида до 9,5 и сразу добавляли 4 мг МкАТ, 
растворенных в 0,5 мл 0,001 М карбонатного буфера 
pН 9,5. Реакционную смесь перемешивали в течение 
2 ч при 20 оС. Далее к полученной смеси добавляли 
0,05 мл свежеприготовленного раствора борогидрида 
натрия (NaBH

4
) с концентрацией 4 мг / мл и выдер-

живали, периодически встряхивая, в течение 2 ч при 
4 ºС. Полученный конъюгат диализовали против 0,01 М 
ФСБ рН 7,2 в течение ночи при 4 ºС. Активность 
конъюгата определяли с помощью ИФА при иммо-
билизации на твердой фазе rPly. Конъюгат стабили-
зировали добавлением 87 % глицерина в соотношении 
1:1 и бычьего сывороточного альбумина в концен-
трации 5,0 мг / мл. Конъюгат хранили при температу-
ре –18 ºС.

Для получения ПкАТ (rPly) кролика 3-кратно 
иммунизировали rPly (разовая доза 50 мкг), адсорби-
рованным на геле алюминия гидроксида (200 мкг). 
Интервал между иммунизациями составил 14 сут. 
Сыворотку получали на 14-е сутки после последней 
иммунизации. Выделение ПкАТ (rPly) проводили 
путем осаждения сульфатом аммония.
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Для получения ПкАТ к протеину А S. aureus (SpA) 
мышей (n = 6) иммунизировали двукратно внутри-
брюшинно SpA (Pharmacia, Швеция) (50 мкг / мышь), 
адсорбированным на геле алюминия гидроксида 
(200 мкг). Выделение ПкАТ (SpA) проводили пу-
тем осаждения сульфатом аммония.

Содержание белка в препаратах определяли 
на спектрофотометре (Genesis, США) при длине вол-
ны 215 и 225 нм по формуле

[белок] мг / мл = 144 (А
215

 – А
225

) × b,

где А – оптическая плотность, b – разведение пробы [21].
В препарате rPly содержание белка составило 

1,5 ± 0,1 мг / мл, в rα-Hly – 1,7 ± 0,2, в водораствори-
мых АГ в S. aureus – 4,5 ± 1,8 мг / мл, в ПкАТ (rPly) – 
21,5 ± 2,3 мг / мл, в ПкАТ (SpA) – 14,7 ± 1,8 мг / мл, 
в МкАТ (rPly) – 9,5 ± 1,3 мг / мл.

Сэндвич-ИФА. Для качественного и количествен-
ного определения rPly использовали планшеты фир-
мы Dynatech М 129В, сенсибилизировнные ПкАТ 
(rPly) в концентрации 5,0 мкг / мл 0,05 М карбонат-
ного буфера рН 9,6 в объеме 100 мкл / лунка. План-
шеты инкубировали в течение ночи при 4 ºС, после 
чего отмывали 0,15 М ФСБ рН 7,2, содержащими 
0,05 % Твин-20. Исследуемые образцы препаратов 
(рекомбинантные или природные) вносили в лунки 
планшетов и делали последовательные двукратные 
разведения. Концентрация АГ в 1-й лунке в пересче-
те на белок составляла 5,0 мкг / мл. Контролем слу-
жили лунки с ФСБ. Планшет инкубировали 1 ч при 
37 ºС, затем отмывали раствором ФСБ с 0,05 % 
Твин-20. Конъюгат МкАТ (rPly) – ПХ в разведении 
1:2000 вносили по 100 мкл в каждую лунку планшета. 
Планшет инкубировали 1 ч при 37 ºС, затем отмыва-
ли и вносили по 100 мкл 3,3’,5,5’-тетраметилбензи-
дина в каждую лунку. Инкубировали в темноте в те-
чение 10 мин при 20 ºС. Для остановки реакции 
использовали 1 М раствора H

2
SO

4
, который вносили 

по 50 мкл в каждую лунку. Результаты учитывали 
на микропланшетном ИФА-ридере (iMark, Япония) 
при длине волны 450 нм.

Ингибирование сэндвич-ИФА. В 1-м варианте 
во все лунки планшета с иммобилизованными на их 
поверхности ПкАТ (rPly) вносили мышиные ПкАТ 
(SpA) в концентрации 5 мкг / мл и затем в растворе 
этих АТ титровали водорастворимые АГ S. aureus 
Cowan I, начиная с концентрации 5 мкг / мл, двукрат-
ным шагом. Во 2-м варианте вместо ПкАТ (SpA) вно-
сили ПкАТ (rPly). Для подтверждения специфично-
сти реакции сыворотку к SpA S. aureus ингибировали 
rPly. Все остальные этапы анализа проводили так, 
как описано ранее.

Статистическую обработку данных проводили 
методом Манна–Уитни для независимых выборок 

при использовании программного обеспечения Sta-
tistica 10. Данные представлены средним значением ± 
стандартное отклонение (M ± SD). Статистически 
достоверными считали различия при p <0,05.

Результаты
Качественное и количественное определение rPly 

проводили с помощью сэндвич-ИФА. К иммобили-
зованным на планшете распознающим ПкАТ (rPly) 
прибавляли rPly в двукратно убывающих концентра-
циях начиная с 5 мкг / мл. Реакцию проявляли МкАТ 
(rPly) – ПХ. В качестве отрицательного контроля 
использовали ФСБ. МкАТ (rPly) – ПХ специфично 
взаимодействовали с rPly (рис. 1, а). Метод обладал 
достаточно высокой чувствительностью: наименьшая 
концентрация rPly составляла 0,15 мкг / мл. В качестве 
референс-препарата использовали rα-Hly S. aureus 
и комплекс поверхностных водорастворимых АГ ста-
филококка. МкАТ (rPly) не реагировали с rα-Hly ста-
филококка (рис. 1, б). Использование водораствори-
мых поверхностных АГ стафилококка в качестве 
референс-препаратов выявило неожиданный резуль-
тат – МкАТ (rPly) – ПХ дозозависимо распознавали 
поверхностные АГ S. aureus № 209 (рис. 1, в).

Мы предположили, что такой результат может 
быть обусловлен взаимодействием Fc-фрагментов АТ, 
использованных в сэндвич-ИФА, с SpA, который 
продуцируют многие штаммы S. aureus.

Для решения этого вопроса были получены 
АГ из штаммов S. aureus № 1986, 1991, Cowan I 
и Wood 46, различающиеся по способности к экс-
прессии SpA.

Штаммы S. aureus № 1991 и 1986 содержали АГ, 
которые выявляли c помощью МкАТ (rPly) – ПХ 
(рис. 2, а, б). АГ, полученные из штамма S. aureus 
Wood 46, отрицательного по гену spa, не вступали 
в реакцию с МкАТ (rPly) – ПХ (рис. 2, в). Штамм  
S. aureus Cowan I, являющийся хорошим продуцентом 
SpA, наиболее интенсивно взаимодействовал с МкАТ 
(rPly) – ПХ (рис. 2, г).

Роль SpA в ложноположительных результатах 
 сэндвич-ИФА подтверждена в реакции ингибирова-
ния при ИФА. Реакцию ингибирования связывания 
водорастворимых поверхностных АГ штамма S. aureus 
Cowan I с АТ проводили путем прибавления в сэн-
двич-систему мышиных ПкАТ к SpA (рис. 3, а) и кро-
личьих ПкАТ (rPly) (рис. 3, б). В обоих случаях на-
блюдали снижение оптической плотности

 
продуктов 

реакции. Полученные данные указывают на наличие 
SpA в образцах поверхностных водорастворимых АГ 
штамма S. aureus Cowan I. В 3-м варианте вместо 
водорастворимых поверхностных АГ штамма S. aureus 
Cowan I использовали rPly, к которому прибавляли 
ПкАТ (SpA) (рис. 3, в). В этом случае ингибирования 
реакции не наблюдали.
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rPly S. pneumoniae

rα-Hly S. aureus

АГ S. aureus № 209 /  AG S. aureus № 209

Контроль  /  Control

Рис. 1. Специфичность взаимодействия МкАТ (rPly) – ПХ с АГ: а – rPly; б – rα-Hly S. aureus; в – АГ S. aureus № 209. Здесь и на рис. 3: МкАТ 
(rPly) – ПХ – моноклональные антитела к рекомбинантному пневмолизину, меченные пероксидазой корня хрена; rPly – рекомбинантный 
пневмолизин; rα-Hly – рекомбинантный α-гемолизин. Здесь и на рис. 2, 3: АГ – водорастворимые поверхностные антигены; M – среднее 
значение; SD – стандартное отклонение; M ± SD; *p <0,05 между опытом и контролем, тест Манна–Уитни

Fig. 1. Specificity of the interaction of mAbs (rPly) – HPR with antigens: a – rPly; b – rα-Hly of S. aureus; с – AG of S. aureus No 209. Here and in fig. 3: 
mAbs (rPly) – HRP – monoclonal antibodies to recombinant pneumolysin labeled with horseradish root peroxidase; rPly – recombinant pneumolysin; 
rα-Hly – recombinant α-hemolysin. Here and in figs. 2, 3: AG – water-soluble surface antigens; M – mean value; SD – standard deviation; M ± SD; 
*p <0.05 between experience and control, Mann–Whitney test

Рис. 2. Сэндвич-ИФА с поверхностными водорастворимыми АГ S. aureus: а – № 1986; б – № 1991; в – Wood 46; г – Cowan I

Fig. 2. Sandwich ELISA with surface water-soluble S. aureus antigens: a – No 1986; b – No 1991; c – Wood 46; d – Cowan I
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Полученные результаты ингибирования сэн-
двич-ИФА подтверждают то, что взаимодействие 
МкАТ (rPly) – ПХ с водными экстрактами S. aureus, 
кроме Wood 46, обусловлено присутствием в них бел-
ка А.

Обсуждение
В настоящем исследовании продемонстрирована 

специфичность распознающих IgG1-МкАТ (rPly) – 
ПХ, использованных в сэндвич-ИФА, предназначен-
ном для качественного и количественного определе-
ния rPly пневмококка. При оценке специфичности 
МкАТ (rPly) – ПХ референс-препаратами служили 
rα-Hly и водорастворимые поверхностные АГ S. aure-
us, полученные методом водной экстракции из инак-
тивированных ацетоном микробных клеток.

Установлено, что МкАТ (rPly) – ПХ специфично 
связывали rPly S. pneumoniae и не реагировали с rα-
Hly S. aureus. Препараты водорастворимых поверх-

ностных АГ S. aureus № 209, 1986, 1991 и Cowan I 
давали ложноположительную реакцию с МкАТ (rPly) – 
ПХ. Мы предположили, что причиной ложнопо-
ложительных результатов являлось взаимодействие 
АТ, использованных в тест-системе, с протеином А 
S. aureus – термостабильным поверхностным белком, 
способным неспецифично связывать иммуноглобу-
лины через Fc-фрагмент или Fab-фрагменты V

3
H 

домена В-клеточного рецептора (IgM) [22, 23]. Боль-
шое количество штаммов стафилококка продуцирует 
протеин А, который получают путем лизиса бактери-
альной клетки или из супернатанта культуральной 
жидкости. Штамм S. aureus Cowan I известен как 
хороший продуцент белка А, а штамм Wood 46 харак-
теризуется отсутствием гена spa, кодирующего экс-
прессию белка А [24, 25]. Соответственно, водорас-
творимые АГ S. aureus Wood 46 не взаимодействовали 
с МкАТ (rPly) – ПХ. Присутствие протеина А в во-
дорастворимых препаратах стафилококка доказано 

Рис. 3. Ингибирование сэндвич-ИФА. Распознающие антитела, иммобилизованные на планшете – ПкАТ (rPly); детектирующие антитела – 
МкАТ (rPly) – ПХ. Ингибирование: а – АГ S. aureus Cowan I и ПкАТ (SpA); б – АГ S. aureus Cowan I и ПкАТ (rPly); в – rPly и ПкАТ (SpA). 
ПкАТ (rPly) – поликлональные антитела к rPly; ПкАТ (SpA) – поликлональные антитела к протеину А S. aureus

Fig. 3. Inhibition of sandwich ELISA. Recognizing antibodies immobilized on the plate – pAbs (rPly); detecting antibodies – mAbs (rPly) – HRP. 
Inhibition: a – AG of S. aureus Cowan I and pAbs (SpA); b – AG S. aureus Cowan I and pAbs (rPly); c – rPly and pAbs (SpA). pAbs (rPly) – polyclonal 
antibodies to rPly; pAbs (SpA) – polyclonal antibodies to S. aureus protein A

АГ S. aureus Cowan I / AG S. aureus Cowan I

АГ S. aureus Cowan I + ПкАТ (SpA) /  
AG S. aureus Cowan I + pAbs (SpA)

АГ S. aureus Cowan I + ПкАТ (rPly) /  
AG S. aureus Cowan I + pAbs (rPly)

rPly

rPly + ПкАТ (SpA) / rPly + pAbs (SpA)
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с помощью ингибирования сэндвич-ИФА. В 1-м ва-
рианте мышиные ПкАТ (SpA) специфично ингиби-
ровали связывание водорастворимых поверхностных 
АГ штамма стафилококка Cowan I с распознающи-
ми кроличьими ПкАТ (rPly). Во 2-м варианте поверх-
ностные АГ стафилококка Cowan I неспецифично 
связывали ПкАТ (rPly), что подтверждало присут-
ствие протеина А в составе комплекса водораст-
воримых поверхностных АГ стафилококка. Специ-
фичность реакции подтверждена отсутствием 
ингибирования связывания rPly с кроличьими ПкАТ 
(rPly) при внесении в систему мышиных ПкАТ 
(SpA).

Продуцируемый всеми штаммами пневмококка 
Ply (молекулярная масса 53 кДа) является идеальным 

молекулярным маркером для детекции пневмококка 
в биологических жидкостях. При оценке специфич-
ности тест-систем, предназначенных для качествен-
ного и количественного определения Ply, следует кри-
тично интерпретировать результаты, полученные при 
использовании в качестве референс-препаратов водо-
растворимых АГ S. aureus, которые могут содержать 
протеин А с молекулярной массой 40–60 кДа [24].

Выводы
1. Получены МкАТ IgG1 изотипа к rPly пневмокок-

ка.
2. На основе МкАТ к rPly разработан сэндвич-ИФА 

для качественного и количественного определе-
ния Ply S. pneumoniae в биологических жидкостях.
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