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ОЦЕНКА НЕСПЕЦИФИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ ШТАММОВ 
STAPHYLOCOCCUS AUREUS, ПРОДУЦИРУЮЩИХ И НЕ 
ПРОДУЦИРУЮЩИХ ЦИТОКИНОПОДОБНЫЕ ВЕЩЕСТВА, 
ПРИ ИММУНОФЕРМЕНТНОМ АНАЛИЗЕ 
Фомина Л.О.1, Зурочка В.А.1, Добрынина М.А.1, Гриценко В.А.2
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Резюме. Оценка цитокинового профиля, а именно определение содержания цитокинов в различ-
ных биологических жидкостях, имеет большое значение при иммунологической диагностике, из-
учении характеристик и состояния функциональной активности органов иммунной системы. При 
использовании иммуноферментного анализа (ИФА), как одного из наиболее распространенных 
методов диагностики, стоит учитывать характер биологического материала для исследования. В ра-
боте приведены результаты исследования супернатантов суточных бульонных культур Staphylococcus 
aureus, продуцирующих и не продуцирующих цитокиноподобные вещества, по определению неспец-
ифической активности при проведении иммуноферментного анализа с применением наборов АО 
«Вектор-Бест» (г. Новосибирск), а также тест-системы ООО «ХЕМА» (Москва) для диагностики не-
которых инфекций и содержания уровня гормонов. С учетом выше изложенного, наибольший инте-
рес представляет выявление неспецифических реакций отдельных клинических изолятов S. aureus, 
проявляющих цитокиноподобную активность, при определении методом иммуноферментного ана-
лиза некоторых гормонов, антигенов и иммуноглобулинов к различным инфекциям, а также срав-
нение этих характеристик с параметрами интенсивности бактериальной цитокиноподобной продук-
ции. Установлено, что в супернатантах некоторых штаммов Staphylococcus aureus, продуцирующих 
цитокиноподобные вещества, тождественные человеческим, иммуноферментным методом было до-
стоверно установлено отсутствие неспецифической перекрестной активности, кроме тест системы на 
HBsAg, что может свидетельствовать о высокой специфичности остальных изученных тест-систем и 
косвенно подтверждает предположение о том, что стафилококки секретируют белки, специфически 
реагирующие в основном с антителами против цитокинов человека, но могут давать перекрестные 
реакции с другими антигенами, но не антителами.

Ключевые слова: цитокины, цитокиноподобные вещества, иммуноферментный анализ, S. aureus, гормоны, антигены, 
иммуноглобулины
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Abstract. A cytokine profile covering cytokine level in various biological fluids isa of great importance un 
ummunbe-based diagnostics, examinign parameters and stated bof functional asctivity of immune system 
organs. While using ELISA asw oner of the most common diagnostics tools, it is worth taking into account 
origin of biological samples. Daily Staphylococcus aureus broth culture supernaturants, positive and negative for 
cytokine-like substances, were used to determine non-specific activity by using enzyme immunoassay using kits 
pruchased from the JSC “Vector-Best” (Novosibirsk) as well as kits of LLC “HEMA” (Moscow) to diagnose some 
infections and hormone levels. We found that in supernatants from some Staphylococcus aureus strain producing 
cytokine-like substances identical to human, the absence of non-specific cross-activity assessed by ELISA 
was documednted exсept for the HBsAg test kit, which may indicate high specificity of the other kits studied 
and indirectly confirm an assumption that staphylococci secrete proteins specifically reacting mainly with 
antibodies against human cytokines, but can also cross-react with other antigens, but not antibodies.

Keywords: cytokines, cytokine-like substances, enzyme immunoassay, S. aureus, hormones, antigens, immunoglobulins
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Введение
Оценка цитокинового профиля, а именно 

определение содержания цитокинов в различ-
ных биологических жидкостях, имеет большое 
значение при иммунологической диагностике, 
изучении характеристик и состояния функцио-
нальной активности органов иммунной системы. 
При использовании иммуноферментного анали-
за (ИФА), как одного из наиболее распростра-
ненных методов диагностики, стоит учитывать 
характер биологического материала для исследо-
вания. Так, в отдельных случаях при контамина-
ции биологических жидкостей бактериальными 
инфекционными агентами (септицемия, бакте-
риальный менингит, условно-патогенная микро-
биота слизистых оболочек организма), возможно 
наличие ложноположительных или завышенных 
результатов из-за перекрестно реагирующих ан-
тигенных эпитопов микробов, что согласуется с 
недавно опубликованными результатами иссле-
дований зарубежных авторов Javed N. и соавт. [10], 
где было показано, что супернатанты отдельных 

клинических изолятов S. aureus при ИФА обна-
руживают перекрестную реакцию с антителами к 
мышиным цитокинам IL-1β и TNFα [10].

Стоит отметить, что вне зависимости от вида 
детекции, как ранее нами было показано, при 
использовании тест-систем как для иммунофер-
ментного (ООО «Цитокин», Санкт-Петербург), 
так и для мультиплексного анализа (BioRAD 
и Multiplex, США) в супернатантах суточных 
культур бактерий разных видов микроорганиз-
мов определялись цитокиноподобные вещества 
(ЦПВ), аналогичные цитокинам человека, и 
особенно это было характерно для S. aureus, для 
которого были показано широкое разнообразие 
как по спектру определяемых ЦПВ, так и по их 
концентрации в супернатантах суточных культур 
бактерий [1, 2, 3, 4, 5, 8, 9]. 

Подобная детекция цитокинов также может 
быть связана не только с перекрестной реактив-
ностью, но и с наличием в структуре специфиче-
ских белковых молекул высоко консервативных 
участков первичной формы белка, сформиро-
вавшихся в ходе эволюции, что укладывается в 
теорию существования примитивных цитоки-
нов беспозвоночных и бактерий. Еще в 1996 году 
Legac E. и соавт. установили, что аксиальные 
клетки морской звезды экспрессируют структу-
ры, сходные с человеческими рецепторами для 
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IL-1, IL-2, IL-6 и IFNγ, тем самым подтвердив на-
личие цитокиновой сети у беспозвоночных [11]. 

Логика данного фундаментального направле-
ния прослеживается в ряде научных исследова-
ний, посвященных изучению цитокинов, напри-
мер, у Суслова А.П. и соавт., которые обнаружили 
эволюционно общие высоко консервативные по 
первичной структуре гомологи MIF у растений и 
бактерий, но при этом отметили гомологию уни-
кальной третичной структуры лишь с низшими 
животными, то есть до появления адаптивной и 
врожденной иммунной системы [7].

Применение ИФА в диагностических целях 
также требует выявления и изучения причин не-
специфических реакций, а также поиск возмож-
ностей их устранения.

С учетом вышеизложенного, наибольший 
интерес представляет выявление неспецифиче-
ских реакций отдельных клинических изолятов 
S. aureus, проявляющих цитокиноподобную ак-
тивность, при определении методом иммунофер-
ментного анализа некоторых гормонов, антигенов 
и иммуноглобулинов к различным инфекциям, а 
также сравнение этих характеристик с параме-
трами интенсивности бактериальной цитокино-
подобной продукции. 

Целью настоящего исследования явилось из-
учение неспецифической активности у клиниче-
ских и музейных штаммов S. aureus при исполь-
зовании тест-систем для иммуноферментного 
анализов.

Материалы и методы
Исследования проведены на базе Института 

иммунологии и физиологии УрО РАН (г. Екате-
ринбург) Оренбургского федерального научного 
центра УрО РАН в филиале Институте 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 следующих 
20 штаммов S. aureus: 33, 34, 37, 39, 44, 43, 48, 51, 
52, 53, 60, 61, ОЛ 1, ОЛ 2, ОЛ 3, ПЦ 7, ПЦ 8, ПЦ 9, 
ПЦ 13, ПЦ 14 из музея культур ОФИЦ УрО РАН 
(ИКВС 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 препаративно отбирали филь-
трат надосадочной жидкости (супернатант). 

Наличие возможного перекрестного неспец-
ифического отклика в супернатантах бактерий, 
продуцирующих цитокиноподобные вещества 
(ЦПВ), определяли методом иммунофермент-
ного анализа на приборе Multiscan (США) с ис-

пользованием тест-систем АО «Вектор-Бест» 
(г. Новосибирск) для определения HBsAg-
ИФА-БЕСТ, (кат. № (ref) D-0544, серия (lot) 78 
до 31.10.2020) и для определения ферритина 
ИФА-Бест (кат. № (ref) Т-8552, серия (lot) 100 
до 06.11.2020), также были использованы тест-
системы ООО «ХЕМА» (Москва) для определе-
ния иммуноглобулинов: Rubella IgG-ИФА, (кат. 
№ (ref) К-102, серия (lot) 9032 до 05.2021), обще-
го IgE-ИФА, (кат. № (ref) К200, серия (lot) 910 до 
06.2021) и для определения гормонов с помощью 
17-ОН-прогестерон-ИФА, (кат. № (ref) K-217, 
серия (lot) 810 до 07.2020), Эстрадиол-ИФА (кат. 
№ (ref) К-208, серия (lot) 901 до 09.2020). Выбор 
тест-систем был связан с максимальной удален-
ностью антигенных детерминант стафилококка 
от антигенов и антител, для определения кото-
рых предназначены данные тест-системы (в до-
ступной нам литературе данных за гомологию к 
выбранным тест-системам 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.

Статистика
Анализ и систематизация исходных данных, 

а также визуализация, полученных результа-
тов осуществлялись в электронных таблицах 
Microsoft Office Excel 2013. Данные по оптической 
плотности выражали при помощи среднеариф-
метического значения группы и его стандартно-
го отклонения. Результаты данных описывались 
при помощи среднеарифметического значения 
(M) и стандартной ошибки среднего (m). До-
стоверность отличий определяли с помощью 
U-критерия Манна–Уитни (различия считали 
достоверными при р < 0,05) [6] для независимых 
совокупностей с помощью программы IBM SPSS 
Statistics версия 23.0.

Результаты 
Полученные данные, суммированные в табли-

це 1, свидетельствуют о том, что в супернатантах 
суточных культур S. aureus, у которых ранее вы-
являлась или не выявлялась цитокиноподобная 
активность [5, 8 ,9], определялась степень спец-
ифического или неспецифического связывания 
методом ИФА структур микробного компонен-
та супернатанта с тест-системами для определе-
ния HBsAg, ферритина, Rubella IgG, общего IgE, 
Эстрадиол и 17-ОН прогестерона, при этом ста-
тистически значимые различия были установле-
ны между показателями МПБ (контроль среды) и 
средним уровнем оптической плотности образца 
во всей выборке штаммов (р < 0,05) при опреде-
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лении HBsAg. С другими тест-системами (гор-
моны и антитела) неспецифического действия 
супернатантов стафилококков выявлено не было.

Обсуждение
В проведенном исследовании установлено, что 

методами иммуноферментного анализа в супер-
натантах суточных бульонных культур S. aureus 
определяется неспецифическая активность в от-
ношении только тест системы для определения 
HBsAg. Учитывая, что в анализ брали стафило-
кокки как с высокой ЦПВ активностью, так и с 
низкой [8, 9], а тест-система реагировала на все 
стафилококки одинаково, напрашивается вывод 
о том, что в супернатантах различных штаммов 
S. aureus присутствуют какие-то другие антиген-
ные детерминанты, напрямую не связанные с 
ЦПВ активностью. 

В то же время согласно данным Суслова А.П. 
и соавт. MIF проявляет свойства суперлиганда, 
связываясь со множеством биологически важ-
ных молекул, а также HBsAg могут активировать 
таутомеразную активность рекомбинантного 
MIF [7]. Возможно, в силу подобных особенно-

стей и наблюдается неспецифическая реакция 
супернатантов культур S. aureus со структурами 
тест-системы для определения HBsAg. 

Очень важно отметить отсутствие взаимо-
действия тест-систем для определения иммуно-
глобулинов - если бы было выявлено такое вза-
имодействие, то его можно было бы связать с 
неспецифическим взаимодействием с белком А 
стафилококков, для уточнения же данного во-
проса необходимо провести идентичное исследо-
вание со стафилококками, имеющими и не име-
ющими ген Spa.

Выводы
1. В супернатантах суточных бульонных 

культур S. aureus иммуноферментными тест-
системами различных фирм производителей вы-
является неспецифическая активность антиген-
ных детерминант стафилококков в отношении 
тест-системы для определения HBsAg. 

2. Тест-системы на определение иммуно-
глобулинов и ряда гормонов не взаимодействова-
ли с суточными культурами различных штаммов 
S. aureus.
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