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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА НЕСПЕЦИФИЧЕСКОЙ 
АКТИВНОСТИ ЦИТОКИНПРОДУЦИРУЮЩИХ ШТАММОВ 
STAPHYLOCOCCUS AUREUS, ИМЕЮЩИХ И НЕ ИМЕЮЩИХ 
ГЕН БЕЛКА А, ПРИ ИММУНОФЕРМЕНТНОМ АНАЛИЗЕ
Файзуллина А.И., Зурочка А.В. 
ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» Уральского отделения Российской академии наук, 
г. Екатеринбург, Россия

Резюме. В работе приведены результаты исследования супернатантов суточных бульонных культур 
Staphylococcus aureus, продуцирующих и не продуцирующих цитокиноподобные вещества, имеющих 
различия по наличию генов белка А стафилококка, по определению неспецифической активности 
при проведении иммуноферментного анализа с применением наборов АО «Вектор-Бест» (Новоси-
бирск), а также тест-систем ООО «ХЕМА» (Москва) для диагностики некоторых инфекций и уровня 
содержания гормонов. Установлено, что в супернатантах штаммов Staphylococcus aureus, продуцирую-
щих цитокиноподобные вещества, тождественные человеческим, иммуноферментным методом было 
достоверно определено отсутствие неспецифической перекрестной активности у всех тест-систем, 
кроме HBsAg. Это может свидетельствовать о высокой специфичности остальных изученных тест-
систем и косвенно подтверждает предположение о том, что стафилококки способны секретировать 
белки, специфически реагирующие в основном с антителами против цитокинов человека, а также 
могут давать перекрестные реакции с другими антигенами, но не с антителами. Цитокиноподобная 
или неспецифическая активность не зависит от наличия или отсутствия белка А у изученных штам-
мов стафилококков. 

Ключевые слова: цитокины, цитокиноподобные вещества, иммуноферментный анализ, S. aureus , белок А, антигены, 
антитела

ELISA-BASED COMPARATIVE ANALYSIS OF NON-SPECIFIC 
ACTIVITY FOR CYTOKINE-PRODUCING PROTEIN A GENE-
POSITIVE AND NEGATIVE STAPHYLOCOCCUS AUREUS 
STRAINS 
Fayzullina A.I., Zurochka A.V. 
Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, Russian 
Federation

Abstract. Here we present the data on examining protein A-gene-positive and -negative Staphylococcus aureus 
daily broth culture supernaturants for production of cytokine-like substances to determine non-specific activity 



164

Fayzullina A.I., Zurochka A.V. 
Файзуллина А.И., Зурочка А.В.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

by using enzyme-linked immunosorbent assay with specific kits (JSC “Vector-Best”, Novosibirsk; LLC “HEMA” 
(Moscow) to diagnose infections and hormone levels. We found no non-specific cross-activity in all test ELISA kits 
assessing various Staphylococcus aureus strain supernatants, producing cytokine-like substances identical to human 
ones, except for HBsAg kit. It may evidence about high specificity for remaining test kits examined and indirectly 
confirm an assumption that staphylococci are able to secrete proteins specifically reacting mainly with antibodies 
against human cytokines, and can cross-react with other antigens, but not with antibodies. Cytokine-like or non-
specific activity does not depend on presence or absence of the protein A in Staphylococcus strains examined by us.

Keywords: cytokines, cytokine-like substances, enzyme immunoassay, S. aureus, protein A, antigens, immunoglobulins
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Введение
В последние годы появляется все больше дан-

ных о том, что цитокины и вещества, подобные 
цитокинам, являются не только прерогативой 
высших животных, но и могут иметь более древ-
нее происхождение. Цитокиноподобные ве-
щества (близкие по антигенному составу, но не 
всегда по функциям) были обнаружены у низших 
многоклеточных, растений и у ряда бактерий [12]. 
Так, Legac E. с группой ученых описали наличие 
IL-1- и IL-2-подобных молекул на аксиальных 
клетках органов морских звезд, а также устано-
вили, что клетки морской звезды экспрессируют 
структуры, сходные с человеческими рецептора-
ми для IL-1, IL-2, IL-6 и IFNγ, тем самым под-
твердив наличие цитокиновой сети у беспозво-
ночных [12]. При этом, если растения и низшие 
животные соприкасаются с организмом человека 
в основном только в качестве пищевых продук-
тов, то бактерии присутствуют в организме чело-
века практически повсеместно (ротовая полость, 
кишечник, урогенитальный тракт и т.д.), а при 
развитии воспаления, формировании гнойных 
очагов (сепсис, пиемические очаги, септицемии 
и т.д.) их концентрация может доходить до мил-
лиардов и более бактерий в мл ткани или жидко-
сти [1, 6].

 При оценке состояния функциональной ак-
тивности органов иммунной системы, при па-
тологии иммунной системы имеет большое 
значение исследование цитокинового статуса, 
выявляемого в крови и секретах слизистых. При 
проведении различных видов анализа, в том чис-
ле и иммуноферментного анализа (ИФА), важно 
учитывать характер биологического материала 
для исследования и степень его обсемененности 
бактериями. В крови и секретах слизистых в нор-
ме и при развитии гнойной патологии (септице-
мия, бактериальный менингит, условно патоген-
ная флора слизистых) бактерии могут находиться 
в очень высоких концентрациях. Это создает ус-

ловия для появления ложноположительных или 
завышенных результатов уровней концентраций 
биологических веществ из-за перекрестно реаги-
рующих антигенных эпитопов микробов и бел-
ков человека и животных, что согласуется данны-
ми Javed N. и соавт. [11], где было показано, что 
супернатанты отдельных клинических изолятов 
S. aureus в ИФА обнаруживают перекрестную 
реакцию с антителами к мышиным цитокинам 
IL-1β и TNFα [11]. Об этом же свидетельствуют 
и данные, полученные нами, что при использо-
вании различных тест-систем определения цито-
кинов человека ИФА (ООО «Цитокин», г. Санкт-
Петербург) и мультиплексного анализа (BioRAD 
и Multiplex, США) в супернатантах суточных 
культур бактерий разных видов микроорганиз-
мов определялись цитокиноподобные вещества 
(ЦПВ), Более выраженные как по спектру, так и 
по уровню ЦПВ определялись в супернатантах 
суточных культур бактерий вида S. aureus [1, 2, 3, 
4, 9, 10]. Ранее было высказано предположение, 
о том, что связывание структур стафилококков с 
антителами против цитокинов (ЦПВ активность) 
могут быть связаны с неспецифическим действи-
ем белка А стафилококков, хотя это не объясняет 
цитокиноподобную активность бактерий, вооб-
ще не имеющих белка А, например, других видов 
стафилококков или грамотрицательных бакте-
рий) [4]. Проведенные нами исследования на 
стафилококках, имеющих Spa-ген и не имеющих 
такового, показали, что цитокиноподобная ак-
тивность не зависела от наличия или отсутствия 
данного гена у S. aureus [5]. Учитывая эти данные, 
было важно проверить, есть ли зависимость от 
наличия гена Spa или его отсутствия при взаимо-
действии супернатантов стафилококков, секре-
тирующих ЦПВ, с другими тест-системами (на 
определение антител или антигенов достаточно 
далеких от детерминант белка А стафилококков).

Применение ИФА в диагностических целях 
при проведении лабораторных исследований 
пациентов также требует выявления и изучения 
причин различных неспецифических реакций в 
материалах, обсемененных бактериальной фло-
рой, а также поиск возможностей их устранения.

С учетом выше изложенного, наибольший 
интерес представляет выявление неспецифиче-
ских реакций отдельных клинических изолятов 
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S. aureus, имеющих ген белка А или не имеющих 
его, но при этом проявляющих цитокиноподоб-
ную активность, при определении некоторых 
гормонов, антигенов и иммуноглобулинов к раз-
личным инфекциям методом иммуноферментно-
го анализа, а также сравнение этих характеристик 
с параметрами интенсивности бактериальной 
цитокиноподобной продукции. 

Целью настоящего исследования явилось 
сравнительное изучение неспецифической ак-
тивности у клинических и музейных штаммов 
S. aureus, детерминированных по белку А, при 
использовании тест-систем для иммунофер-
ментного анализа.

Материалы и методы
Исследования проведены на базе Института 

иммунологии и физиологии УрО РАН (г. Екате-
ринбург), Оренбургского федерального научного 
центра УрО РАН в филиале Института клеточ-
ного и внутриклеточного симбиоза УрО РАН 
(г. Оренбург).

В анализ для сравнительной оценки неспец-
ифической активности бактерий, демонстриро-
вавших ранее цитокиноподобную активность, 
были взяты результаты исследования следую-
щих 10 штаммов S. aureus, не имеющих ген Spa: 
33, 34, 37, 43, ОЛ 1, ОЛ 3, ПЦ 8, ПЦ 9, ПЦ 13, 
ПЦ 14 и 10 штаммов S. aureus, имеющих ген 
Spa: 39, 44, 48, 51, 52, 53, 60, 61, ОЛ 2, ПЦ 7 из 
музея культур Оренбургского федерального 
исследовательского центра УрО РАН (ОФИЦ 
УрО РАН).

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 мин и отбирали фильтрат надосадоч-
ной жидкости (супернатант). 

Проверку неспецифических эффектов супер-
натантов бактерий проводили методом иммуно-
ферментного анализа на приборе Multiscan (США) 
с использованием тест-систем АО «Вектор-Бест» 
(Новосибирск) для определения австралийско-
го антигена: HBsAg-ИФА-БЕСТ, (кат. №  (ref) 
D-0544, серия (lot) 78 до 31.10.2020) и для опреде-
ления ферритина: Ферритин-ИФА-Бест (кат. № 
(ref) Т-8552, серия (lot) 100 до 06.11.2020); также 
были использованы тест-системы ООО «ХЕМА» 
(Москва) для определения иммуноглобулинов: 
Rubella IgG-ИФА, (кат. № (ref) К-102, серия (lot) 
9032 до 05.2021), общего IgE-ИФА, (кат. № (ref) 
К200, серия (lot) 910 до 06.2021) и для определе-
ния гормонов с помощью 17-ОН-прогестерон-
ИФА (кат. №  (ref) K-217, серия (lot) 810 до 
07.2020), Эстрадиол-ИФА (кат. № (ref) К-208, се-
рия (lot) 901 до 09.2020). Выбор тест-систем был 
связан с максимально удаленностью антигенных 

детерминант стафилококка (в том числе и белка 
А) от антигенов и антител, для определения кото-
рых предназначены данные тест-системы (в до-
ступной нам литературе данных за гомологию к 
данным видам тест-систем у стафилококков вы-
явлено не было).

Опыты проводили в двух повторах; анализи-
ровали результаты измерения оптической плот-
ности (ОП) проб. Во всех случаях контролем слу-
жил мясо-пептонный бульон (МПБ) без бактерий 
и контрольный положительный или отрицатель-
ный образец соответствующей тест-системы.

Статистический анализ данных проводили с 
помощью программы IBM SPSS Statistics версия 
23.0. Результаты данных описывались при помо-
щи среднеарифметического значения (M) и стан-
дартной ошибки среднего (m). Достоверность 
отличий определяли с помощью U-критерия 
Манна–Уитни (различия считали достоверными 
при р < 0,05) [7] для независимых совокупностей.

Результаты 
Полученные данные, отображенные в табли-

це 1, свидетельствуют о том, что в супернатан-
тах суточных культур S. aureus, у которых ранее 
была выявлена цитокиноподобная активность, 
но при этом имеющих различия по наличию гена 
Spa, определялась степень специфического или 
неспецифического связывания методом ИФА 
антигенных структур в супернатантах с тест-
системами для определения HBsAg, ферритина, 
Rubella IgG, общего IgE, эстрадиола и 17-ОН 
прогестерона. При этом статистически значимые 
различия были установлены между показателями 
МПБ (контроль среды) и средним уровнем опти-
ческой плотности образца во всей выборке штам-
мов (р < 0,05) только при определении HBsAg. С 
другими тест-системами неспецифического дей-
ствия супернатантов стафилококков выявлено 
не было. При этом важно отметить, что не было 
получено различий независимо от наличия или 
отсутствия генов Spa.

Обсуждение
В проведенном исследовании установлено, что 

методом иммуноферментного анализа в супер-
натантах суточных бульонных культур S. aureus, 
как имеющих ген Spa, так и не имеющих его, 
определяется неспецифическая активность в от-
ношении тест-системы для определения HBsAg. 
Учитывая, что в анализ брали стафилококки как 
с высокой ЦПВ активностью, так и с низкой [9, 
10], а тест-система реагировала на все стафило-
кокки одинаково, напрашивается вывод о том, 
что в супернатантах различных штаммов S. aureus 
присутствуют какие-то другие антигенные детер-
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минанты, напрямую не связанные с ЦПВ актив-
ностью и с наличием или отсутствием белка А. 

Очень важно отметить отсутствие взаимодей-
ствия стафилококков с тест-системами для опре-
деления иммуноглобулинов: если бы было выяв-
лено такое взаимодействие, то его можно было 
бы связать с неспецифическим взаимодействием 
с белком А стафилококков, а по нашим данным 
такого эффекта получено не было.

Суммируя полученные данные, можно пред-
положить важную гипотезу эволюционного 
происхождения цитокинов: появление цито-
киноподобных веществ у бактерий антигенной 
структуры, имеющей важные свойства, но пока 
досконально еще не изученные, для прокарио-
тов – формирование цитокиноподобной актив-
ности, но уже имеющей свойства цитокиновой 
регуляторной сети у низших многоклеточных и 
растений – развитие ее у первых многоклеточ-
ных хордовых организмов – формирование раз-

ветвленной многосоставной цитокиновой сети 
регуляции иммунной и других систем организма 
у высших животных и человека.

Выводы
1. В супернатантах суточных бульонных 

культур S. aureus независимо от наличия или от-
сутствия гена Spa (белка А стафилококков) им-
муноферментными тест-системами различных 
фирм-производителей выявляется неспецифиче-
ская активность антигенных детерминант стафи-
лококков в отношении тест-системы для опреде-
ления HBsAg. 

2. Тест-системы на определение иммуногло-
булинов и ряд гормонов не взаимодействовали 
с суточными культурами различных штаммов 
S. aureus и не зависели от наличия или отсутствия 
гена Spa (белка А стафилококков) у этих бакте-
рий.
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