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ВВЕДЕНИЕ

Ранее в наших исследованиях было показа-
но, что в суспензиях суточных культур бакте-
рий разных видов c помощью тест-систем для 
мультиплексного анализа разных компаний-
производителей (BioRAD и Multiplex) выяв-
ляются цитокиноподобные вещества (ЦПВ), 
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В работе изучена продукция цитокиноподобных веществ у 5 штаммов Staphylococcus aureus, 
имеющих и не имеющих генетические детерминанты стафилококкового белка А (ген spa). Ген spa 
у S. aureus определяли методом полимеразной цепной реакции (ПЦР). Цитокиноподобную актив-
ность супернатантов суточных бульонных культур S. aureus определяли при помощи иммунофлю-
оресцентных тест-систем компании Multiplex (Luminex, США) (G-CSF, GM-CSF, INF-γ, IL-1Ra, 
IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17а, TGFα, MCP1, MIP1b, TNF-α) на 
приборе MAGPIX-100 (США). Установлено, что не зависимо от наличия или отсутствия генетиче-
ских маркеров белка А стафилококков в супернатантах изученных штаммов S. aureus выявлялись 
цитокино-подобные вещества. Таким образом, цитокиноподобная активность S. aureus не зави-
сит от наличия у бактерий гена spa, ответственного за продукцию стафилококкового белка А.
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аналогичные цитокинам человека, в широком 
спектре и различных концентрациях [1, 2]. Сре-
ди изученных таксонов микроорганизмов наи-
более активными продуцентами ЦПВ являлись 
бактерии вида Staphylococcus aureus, причем часть 
штаммов выделяли в среду инкубации большое 
количество ЦПВ (до 21) и в относительно вы-
соких концентрациях, тогда как другие изоляты 
либо их не секретировали, либо секретировали, 
но в незначительных количествах.

Учитывая, что многие штаммы S. aureus спо-
собны синтезировать и секретировать в пита-
тельную среду белок А, обладающий способ-
ностью неспецифически (через Fc-фрагменты) 
связываться с иммуноглобулинами G, логично 
предположить, что такая выраженная цитоки-
ноподобная активность S. aureus могла быть 
связана с его продукцией. В то же время белок А 
секретируется не всеми штаммами данного вида 
стафилококков, и его нет у коагулазоотрица-
тельных стафилококков, для которых также была 
показана цитокиноподобная активность [3].

Этот вопрос становится особенно актуален, 
если учесть, что недавно в исследованиях зару-
бежных авторов было установлено, что какие-
то продукты отдельных клинических изолятов 
S. aureus, находящиеся в среде культивирования, 
при постановке ИФА обнаруживают перекрест-
ную реакцию с антителами для мышиных ци-
токинов IL-1β и TNF-α [4]. Эта кросс-реакция, 
которая, по мнению авторов, связана с некото-
рыми неизвестными продуктами S. aureus, взаи-
модействующими с антителами против мыши-
ных цитокинов, может приводить к получению 
ложноположительных и завышенных результа-
тов при определении концентрации цитокинов 
в тестируемых жидкостях. Поэтому важным яв-
ляется вопрос о возможном перекрестном реа-
гировании ЦПВ бактерий с антителами против 
цитокинов человека, тестируемых иммуноф-
люоресцентным анализом. Остается не иссле-
дованной роль белка А стафилококков в этом 
процессе.

Указанные обстоятельства определяют повы-
шенный интерес к вопросу, насколько связана 
цитокиноподобная активность стафилококков 
с наличием у них генетических детерминант, 
ответственных за продукции стафилококкового 
белка А.

Целью настоящего исследования явилось 
сравнительное изучение цитокиноподобной ак-
тивности у клинических и музейных штаммов 
S. aureus, оппозитных по генетическим маркерам 

белка А стафилококков, с помощью тест-сис тем 
для мультиплексного иммунофлюоресцентного 
анализа цитокинов человека.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Продукция ЦПВ была изучена у 5 штаммов 
S. aureus, в том числе эталонного штамма из 
АТСС № 6538–209Р, имеющего генетический 
маркер стафилококкового белка А (spa), 2 кли-
нических изолятов, у которых ген spa не выяв-
лялся –  S. aureus Г886 и S. aureus К33, а также 
2 клинических штаммов, несущих генетический 
маркер белка А –  S. aureus К39 и S. aureus Г885.

Бактерии выращивали в мясопептонном бу-
льоне (МПБ) в течение 24 ч при 37°С, после чего 
культуры центрифугировали при 3000 об/ мин 
в течение 30 минут и препаративно отбирали 
фильтрат надосадочной жидкости (супернатант).

Наличие в супернатантах бактерий ци то ки-
но-по добных веществ (ЦПВ) определяли им-
мунофлюоресцентным методом на приборе 
MAGPIX-100 (США) с использованием тест-
сис те мы фирмы Multiplex (Luminex, США) для 
определения цитокинов (G-CSF, GM-CSF, 
INF-γ, IL-1Ra, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, 
IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17а, TGFα, MCP1, 
MIP1b, TNF-α). Во всех случаях контролем слу-
жил МПБ без бактерий.

Наличие гена, ответственного за продукцию 
стафилококкового протеина А (spa), определя-
ли путем постановки ПЦР с использованием 
многоканального амплификатора и подобран-
ных праймеров [5, 6].

Выделение ДНК осуществляли из бактери-
альных взвесей (108 КОЕ/мл), приготовленных 
из суточных агаровых культур S. aureus, сорбци-
онным методом с использованием набора реак-
тивов «ДНК-сорб-В» («ИнтерЛабСервис», Рос-
сия) согласно рекомендации производителя.

Обнаружение гена spa, ассоциированного 
с патогенностью S. aureus проводили с помощью 
постановки мультиплексной ПЦР с использо-
ванием подобранных праймеров: олигонуклео-
тидная последовательность (5’→3’), AGCACCA 
AAAGAGGAAGACAA → GTTTAACGACCGT; 
размер продукта 200–400 п. н.

Для их подбора, а также оптимальных усло-
вий проведения анализа пользовались програм-
мой PrimerSelect из пакета программ Lasergene, 
в том числе –  Megaline (Lasergene) (DNASTAR, 
Inc. США).

Амплификацию проводили с использова-
нием стандартных наборов на многоканаль-
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ном амплификаторе «Терцик МС-2» («ДНК-
технология», Россия) по следующему протоколу: 
1 цикл –  94˚C, 5 мин; 30 циклов: 94˚C, 30 сек; 
55˚C, 30 сек; 72˚C, 30 сек; последний цикл –  
2 мин при 72˚C. Продукты амплификации ана-
лизировали путем электрофоретического раз-
деления в горизонтальном 1,7% агарозном геле, 
окрашенном бромистым этидием, в ТАЕ бу-
ферной системе с использованием стандартных 
наборов фирмы «ИнтерЛабСервис». В качестве 
маркеров использовали маркер длин ДНК 100+ 
bp DNA Ladder (ЕвроГен). Положительное за-
ключение о наличии гена делали при обнару-
жении в дорожке специфической светящейся 
полосы определенной массы, которую устанав-
ливали по линейке молекулярных масс.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Исследования показали, что 3 штамма S. aureus 
(из 5 изученных) несли генетические детерминан-
ты синтеза стафилококкового белка А, а 2 клини-
ческих изолята не имели гена spa. В то же время, 

данные, суммированные в Таблице 1, свидетель-
ствуют о том, что через 24 часа культивирова-
ния бактерий в МПБ при 37˚С в супернатантах 
всех изученных штаммах S. aureus определялись 
различные цитокины. Более того концентрация 
определенных ЦПВ у изолятов, не несущих ген 
spa, была даже несколько выше чем у штаммов, 
имеющих генетические маркеры стафилокок-
кового белка А.

Учитывая, что ранее были получены данные 
о том, что различными тест-системами как для 
мультиплексного, так и для иммуноферментно-
го анализов разных фирм производителей у ста-
филококков определялись ЦПВ [7], возникает 
вопрос о необходимости выделения этих ве-
ществ в чистом виде и их характеристике. Кроме 
того полученные нами данные свидетельствуют 
о том, что указанная активность напрямую не 
связана с наличием у бактерий генетических 
детерминант, ответственных за секрецию ста-
филококками белка А, и, по-видимому, имеет 
другую природу.

Таблица 1. Цитокинопродукция суточных культур S. aureus, оппозитных по наличию генетического маркера ста-
филококкового белка А, иммунофлюоресцентным методом (пкг/мл)

Цитокины S. aureus Р209 
(spa+)

S. aureus Г 886 
(spa-)

S. aureus К 33 
(spa-)

S. aureus К 39 
(spa+)

S. aureus Г 885 
(spa+)

INFγ 518,0 349,0 741,0 523,0 165,5

TGFα 21,1 33,0 41,0 37,0 32,0

IL-1Ra 63,5 Не определяли 49,7 51,9 6,7

IL-1β 48,0 22,5 29,0 24,0 20,0

IL-2 65,0 38,0 59,0 47,0 29,0

IL-4 46,0 34,0 39,0 34,0 32,0

IL-5 18,0 13,0 15,0 15,0 13,0

IL-6 53,0 33,0 37,0 32,0 26,0

IL-10 31.0 27,0 24,0 25,0 24,5

IL-12 248,0 77,5 112,0 78,0 38,0

IL-13 30,0 20,0 25,0 23,5 19,0

IL-17a 505,0 291,0 509,0 337,5 154,0

TNF-α 0,4 Не определяли 0,5 0,7 0,3

G-CSF 102,0 71,0 109,0 69,5 37,0

GM-CSF 207,5 58,0 82,0 56,5 38,0

MCP1 43,5 42,0 41,0 34 34,0

MIP1b 76,5 50,0 61,0 50 44,0

Примечание: (spa+) –  есть ген белка А; (spa-) –  ген белка А не выявлен.
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ОБСУЖДЕНИЕ

В проведенном исследовании установлено, 
в супернатантах суточных бульонных культур 
S. aureus, оппозитных по наличию генетических 
маркеров продукции стафилококкового белка А, 
определяются «сходные» с цитокинами челове-
ка ЦПВ в широком спектре и относительно вы-
соких концентрациях. Немаловажным является 
факт штаммовой вариабельности цитокино-по-
доб ной активности бактерий: в изученной вы-
борке изолятов S. aureus имелись штаммы бак-
терий как с относительной высоким уровнем 
продукции ЦПВ, так и с более низким уровнем 
секреции ЦПВ. Продукция (секреция) стафи-
лококками ЦПВ не зависела от наличия или от-
сутствия у них генетических детерминант (spa), 
ответственных за продукцию белка А. Более 
того, штаммы, не несущие ген spa, секретирова-
ли в среду более высокие концентрации неко-
торых цитокинов по сравнению с оппозитными 
по данному генетическому маркеру штаммами, 
или секреция отдельных ЦПВ у них практиче-
ски была идентичной.

В этой связи необходимо учитывать возмож-
ное получение ложно-положительных резуль-
татов в жидкостях и выделениях человека при 
определении уровней в них цитокинов в услови-
ях инфицирования биоматериала S. aureus. Это, 
например, относится к определению цитокинов 
в слюне, назальном секрете, в секретах кишечни-
ка, урогенитального тракта, в гнойном содержи-
мом, при сепсисе (при септицемии и определе-
ние уровней цитокинов в крови). Следует также 
учитывать и уровень ЦПВ стафилококков, вы-
звавших воспалительный процесс.

ВЫВОДЫ

1. В супернатантах суточных бульонных 
культур S. aureus, оппозитных по генетическим 
маркерам белка А стафилококков (spa), опреде-
ляются цитокиноподобные продукты их секре-
ции в широком спектре и концентрациях.

2. Уровень секреции и спектр определяемых 
цитокиноподобных веществ не зависит от на-
личия у S. aureus генетических детерминант, от-
ветственных за продукцию стафилококкового 
белка А.

Работа выполнена по теме из Плана НИР 
ИИФ УрО РАН, № гос. регистрации АААА-А18- 
118020690020-1, и теме из Плана НИР ИКВС 
УрО РАН, № гос. регистрации 116021510075.
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In this work, the production of cytokine-like substances was studied in 5 strains of Staphylococcus 
aureus, with and without genetic determinants of staphylococcal protein A (spa gene). The spa gene in 
S. aureus was determined by the polymerase chain reaction (PCR) method. The cytokine-like activity 
of the supernatants of S. aureus daily broth cultures was determined using Multiplex (Luminex, United 
States) immunofl uorescence test systems (G-CSF, GM-CSF, INF-γ, IL-1Ra, IL-1β, IL-2, IL-2, IL-4, 
IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17a, TGFα, MCP1, MIP1b, TNF-α) on a MAGPIX-100 
instrument (USA). It was established that, regardless of the presence or absence of genetic markers of 
staphylococcal protein A, in the supernatants of the studied strains of S. aureus, cytokine-like substances 
were detected. Thus, the cytokine-like activity of S. aureus does not depend on the presence in bacteria 
of the spa gene, which is responsible for the production of staphylococcal protein A.
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