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Streptococcus pneumoniae – один из основ-
ных этиологических факторов развития инвазив-
ных инфекций среди детей, пожилых и иммуно-
компрометированных лиц. На сегодняшний день 
известно более 90 серотипов пневмококка (97, по 
данным K.A. Geno и др.), большинство из кото-
рых могут проявлять вирулентные свойства [1, 2].

Известно, что иммунный ответ на инфекцию 
S. pneumoniae является типоспецифичным и опре-
деляется преимущественно продукцией антител 

против капсульного полисахарида. Однако поли-
сахариды являются тимус-независимыми антиге-
нами, не формируют иммунологическую память 
и практически неиммуногенны для детей пер-
вых лет жизни. В связи с этим для профилактики 
пневмококковых инфекций у данных возрастных 
групп были разработаны и введены в практику 
конъюгированные вакцины, содержащие капсуль-
ные полисахариды наиболее распространенных 
серотипов пневмококка, ковалентно связанные 

Технология биопрепаратов

УДК 615.371

И м м у н ох и м и ч е с к и е  и  п р от е кт и в н ы е  с во й с т ва  
ко н ъ ю г и р о ва н н о го  кап сул ь н о го  п ол и с а ха р и д а 
S t re p t o c o c c u s  p n e u m o n i a e  с е р от и п а  9 N

© 2018   Р.И. НУРИЕВ1,2*, И.А. ГАЛЬВИДИС1, Н.Е. ЯСТРЕБОВА1, М.А. БУРКИН1

1ФГБНУ Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова, Москва, 105064
2ФГБОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова, Москва, 119991
*e-mail: rinat1nuriev@gmail.com

Поступила 21.03.2018 г.
Принята в печать 13.04.2018 г.

Получены конъюгаты капсульного полисахарида Streptococcus pneumoniae серотипа 9N со 
столбнячным анатоксином. Изучено их взаимодействие со специфическими антителами к 
столбнячному анатоксину и полисахариду 9N при сэндвич-иммуноанализе, в результате чего 
отобран препарат с оптимальным соотношением полисахарида и белка-носителя (3:4). С помощью 
количественного ИФА определены параметры эффективной сорбции антигенов на гидроксиде 
алюминия для проведения экспериментов in vivo: в частности, соотношение конъюгата и адъюванта 
должно быть ≤ 1:1 (по массе). Двукратная иммунизация выбранным конъюгатом, адсорбированным 
на гидроксиде алюминия, обеспечивала увеличение титра антител к полисахариду до 70400 
(p < 0,001), что в 140 раз выше по сравнению с неконъюгированной формой антигена. Исследование 
протективных свойств антител на модели интраназального заражения аутбредных мышей штаммом 
S. pneumoniae 9N показало, что через 72 ч после контаминации титр бактериальной обсемененности 
в образцах легочной ткани иммунизированных конъюгатом мышей был в 10 раз меньше, чем у 
мышей из неиммунизированной группы (p > 0,05).
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с  белком-носителем, обеспечивающим формиро-
вание Т-клеточного иммунного ответа. Внедре-
ние данных препаратов в клинику привело к сни-
жению заболеваемости, вызванной таргетными 
серотипами микроорганизма.

Со временем возникла необходимость в рас-
ширении спектра защитного действия вакцины, 
и были созданы 7-, 10- и 13-валентные препара-
ты, включающие гликоконъюгаты серотипов 1, 3, 
4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F и 23F [3]. 
В последние годы продолжает наблюдаться смена 
спектра циркулирующих в популяции серотипов 
S. pneumoniae, так что возбудителями инвазивных 
форм инфекций все чаще становятся «невакцин-
ные» серотипы [4–6]. По данным эпидемиологи-
ческих исследований, после начала применения 
10- и 13-валентных вакцин в европейском регио-
не 71,9% от зарегистрированных пневмококковых 
инвазивных серотипов, вызывавших инфекции у 
детей, принадлежали к «невакцинной» группе [2].

В связи с этим актуальным остается вопрос 
обновления состава вакцин с учетом данных эпи-
демиологических исследований. Cпектры сероти-
пов пневмококка могут значительно различаться в 
зависимости от конкретного региона или страны. 
Одним из вирулентных, но не представленных в 
конъюгатных вакцинах серотипов S.  pneumoniae 
является 9N. Согласно международным данным, 
он ответственен за 1,3% случаев инвазивных 
пневмококковых инфекций у детей и входит в 
число наиболее распространенных вирулентных 
серотипов, выявляемых после начала применения 
10- и 13- валентных вакцин [2].

Роль носителя в лицензированных конъюгат-
ных вакцинах наряду с дифтерийным анатокси-
ном и нетоксичной мутантной формой дифтерий-
ного токсина CRM197 выполняет столбнячный 
анатоксин. Использование данного белка в каче-
стве носителя обусловлено его высокой иммуно-
генностью и известным профилем безопасности.

Цель данной работы состояла в получении 
гликоконъюгата на основе капсульного полисаха-
рида S. pneumoniae серотипа 9N и САТ, создании 
системы оценки его иммунохимических характе-
ристик в ИФА, а также в изучении его иммуно-
генных и протективных свойств.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Реактивы и материалы
В работе использовали овальбумин, бычий 

сывороточный альбумин, желатину, N-гидро
ксисукцинимид, 1-этил-3-(3-диметиламинопро-

пил)карбодиимид, диметилформамид, диметил-
сульфоксид, дигидразид адипиновой кислоты, 
боргидрид натрия (все реагенты производства 
Sigma, США), а также однокомпонентный суб-
стратный раствор, содержащий перекись водоро-
да и тетраметилбензидин («БиоТест Системы», 
Россия), и пероксидазный конъюгат антител кро-
лика к мышиным Ig («ИМТЕК», Россия). Мыши-
ные моноклональные антитела к САТ [7], препарат 
очищенного капсульного полисахарида S. pneumo-
niae серотипа 9N и кроличьи поликлональные ан-
титела к ПС9N были получены ранее [8]. МоноАТ 
к легким цепям Ig лошади, меченные пероксида-
зой хрена, получали, как описано в [9].

Гидроксид алюминия, лошадиная проти-
востолбнячная сыворотка и столбнячный анаток-
син были предоставлены ГУП НПО «Иммунопре-
парат» (Россия).

Синтез конъюгатов
Для синтеза конъюгатов капсульных полиса-

харидов с овальбумином, желатиной и САТ при-
меняли метод карбодиимидной конденсации с ис-
пользованием в качестве линкера АДГ в соответ-
ствии со схемой (рис.1). Конъюгаты ОВА-ПС9N 
и ЖЕЛ-ПС9N использовали в виде твердофазных 
антигенов в конкурентном ИФА для количествен-
ного определения полисахарида.

На первом этапе получали производное по-
лисахарида, модифицированное АДГ. Для этого 
к 6,0 мг ПС9N в 1,5 мл H2О/ДМФА (2:1) добав-
ляли ЭДК (19 мг; 100 мкмоль) и ГСИ (11,5 мг; 
100 мкмоль) и выдерживали в течение 1 ч при пе-
ремешивании на магнитной мешалке при 25 °С. 
Затем вносили АДГ (5,2 мг; 30 мкмоль) и переме-
шивали еще 4 ч. Продукт реакции подвергали ди-
ализу против 0,9%-ного раствора хлорида натрия 
в течение 2 сут.

Активацию белка-носителя проводили анало-
гичным образом. К раствору САТ (5,0 мг) в 0,5 мл 
H2О/ДМСО (1:1) добавляли ЭДК (12,5 мг) и пере-
мешивали 30 мин при 25 °С. Далее с помощью кар-
боната натрия рН раствора модифицированного по-
лисахарида доводили до 9,5 и смесь делили на три 
равных порции, к которым постепенно добавля-
ли активированный САТ. Массовые соотношения 
между САТ и полисахаридом составили 3:2, 3:4 и 
1:3. Реакционные смеси оставляли на магнитной 
мешалке при 25 °С на 2 ч и затем проводили исчер-
пывающий диализ против 0,9%-ного раствора хло-
рида натрия в течение 1 сут. Полученные диализа-
ты конъюгатов хранили при –20 °С в 50%-ном рас-
творе глицерина в концентрации 1 мг/мл по ПС9N. 
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Иммуноферментный анализ САТ и ПС9N

Количественное определение САТ выполня-
ли в сэндвич-ИФА с использованием моноАТ к 
САТ и коммерческой лошадиной противостолб-
нячной сыворотки. Планшеты сенсибилизиро-
вали раствором моноАТ в КББ (pH 9,5) в тече-
ние ночи (16 ч) при 4 °С. Лунки отмывали PBS-T 
три раза. В каждую лунку добавляли стандарт-
ные растворы САТ и/или исследуемых образцов, 
разведенных PBS-Т, инкубировали в течение 1 ч 
при 37 °С и проводили отмывку. Затем вносили 
ПСС в PBS-Т, содержащем 1% БСА, и инкубиро-
вали так же в течение 1 ч при 37 °С. После от-

мывки добавляли рабочее разведение моноАТ к 
легким цепям Ig лошади, меченных пероксидазой 
хрена. После инкубации в течение 1 ч при 37 °С 
в планшеты вносили субстратную смесь с ТМБ 
(100  мкл/лунку), а через 30 мин реакцию оста-
навливали равным объемом 1 М H2SO4 и измеря-
ли оптическую плотность на спектрофотометре 
StatFax 2100 (Awareness Technologies, США) при 
длине волны 450 нм.

Для количественного определения ПС9N ис-
пользовали конкурентный вариант ИФА, а под-
бор оптимальных концентраций иммунореаген-
тов осуществляли в непрямом ИФА. Для этого 
раствор ОВА-ПС9N или ЖЕЛ-ПС9N в КББ  

Рис. 1. Схема синтеза конъюгатов САТ с ПС9N. NHAc (AcNH) – N-ацетильная группа, содержащаяся в нативной 
структуре полисахарида 

Fig. 1. Scheme of synthesis of tetanus toxoid and polysaccharide 9N conjugates. NHAc (AcNH) is N-acetyl group in 
polysaccharide native structure
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(0,1–3,0 мкг/мл, 100 мкл) вносили в лунки план-
шетов и инкубировали в течение ночи при 4 °С. 
После отмывки планшетов добавляли по 100 мкл 
PBS-Т и 100 мкл серийных разведений кроли-
чьих антиполисахаридных антител (анти-ПС9N) 
в PBS-Т с 1%-ным БСА и инкубировали в тече-
ние 1 ч при 25 °С. Связанные антитела выявляли 
с помощью пероксидазного конъюгата антител к 
IgG кролика (1 ч при 37 °С) и последующей фер-
ментной реакции в соответствии с процедурой, 
описанной выше. Концентрации твердофазного 
антигена и антител, которые обеспечивали опти-
ческую плотность реакционной смеси, близкую 
к 1,0, использовали в конкурентных взаимодей-
ствиях, при которых одновременно с анти-ПС9N 
в пробу вносили калибровочные растворы ПC9N 
и/или исследуемых образцов. Инкубацию реаген-
тов проводили в течение 1 ч при 25 °С, а последу-
ющие стадии конкурентного анализа не отлича-
лось от таковых непрямого ИФА (см. выше).

Связывание анти-ПС9N с иммобилизованным 
антигеном в присутствии свободного ПС9N из-
менялось в зависимости от концентрации поли-
сахарида. Уровень связывания при нулевой кон-
центрации ПС9N принимали за 100% (B0). Для 
каждой концентрации ПС9N вычисляли процент 
связывания антител (B/B0∙100%) и строили кали-
бровочные кривые с использованием пакета про-
грамм OriginPro 2015.

Иммунохимическая оценка  
конъюгатов САТ-ПС9N 

Данная процедура предполагала проведение 
сэндвич-ИФА, в котором продукты конъюгации 
САТ-ПС9N связывались адсорбированными на 
полистироле моноАТ анти-САТ, а детектирующи-
ми антителами служили поликлональные анти-
тела к полисахариду. Для сравнения иммунохи-
мических свойств конъюгатов проводили их ти-
трование и анализировали активность серийных 
разведений препаратов САТ-ПС9N. В качестве 
контроля использовали смеси с соответствующим 
содержанием компонентов (САТ+ПС9N). Проце-
дура и условия выполнения анализа были анало-
гичны используемым в сэндвич-ИФА САТ.

Оптимизация адсорбции  
на гидроксиде алюминия

Полноту сорбции антигенного материала на 
носителе оценивали следующим образом. Рас-
твор антигена САТ или ПС9N (0,5–2,5 мг) смеши-
вали с суспензией 1 мг Al(OH)3 в 1 мл физиологи-
ческого раствора и инкубировали при постоянном 

перемешивании на медленно вращающемся рото-
ре при 4 °С. Спустя 2 сут образцы центрифугиро-
вали при 2300 g в течение 15 мин. Концентрацию 
неадсорбированных САТ и ПС9N в супернатанте 
(Снесорб) определяли посредством ИФА. Эффектив-
ность сорбции (ЭС) вычисляли как долю адсорби-
рованного антигена (Сисх – Снесорб) по отношению к 
его исходному количеству (Сисх) в соответствии с 
формулой:

ЭС = Сисх – Снесорб / Сисх

Исследование иммуногенности конъюгата
Иммунизацию аутбредных мышей (6–7-не-

дельные самцы массой 20–24 г, полученные из 
питомника НЦ биомедицинских технологий, фи-
лиал «Андреевка») конъюгатом САТ-ПС9N про-
водили двукратно. Группами сравнения служили 
животные (n=4), которым вводили эквивалент-
ную смесь индивидуальных антигенных компо-
нентов (САТ+ПС9N) или полисахарид (ПС9N), 
а в качестве контроля – животные после инъек-
ции физиологического раствора. Антигенный ма-
териал, адсорбированный на гидроксиде алюми-
ния, инъецировали в брюшную полость мышей в 
объеме 0,5 мл из расчета 10 мкг ПС9N на живот-
ное. Интервал между инъекциями составлял две 
недели; отбор крови проводили на 28-й день, че-
рез две недели после повторной иммунизации. 
Сыворотку крови отделяли центрифугировани-
ем и хранили при –20 °С до проведения иссле-
дований. Для сравнения титра антител у разных 
групп животных использовали однофакторный 
дисперсионный анализ.

Исследование протективных свойств 
конъюгатов

Для изучения протективных свойств 
САТ-ПС9N мышей на 28-й день после двукрат-
ной иммунизации адсорбированным глико-
конъюгатом заражали интраназально культурой 
штамма 96420 пневмококка S. pneumoniae серо-
типа 9N (коллекция НИИВС им. И.И. Мечнико-
ва) в дозе 107 клеток на мышь. Спустя 3 ч, 24, 
48 и 72 ч животных умерщвляли согласно пра-
вилам GLP, вскрывали и стерильно отобранный 
материал (ткань легкого) гомогенизировали, 
титровали и мерно высевали на чашки Петри. 
Выросшие колонии пневмококка подсчитыва-
ли и определяли титр бактерий. Для сравнения 
бактериальной обсемененности в разных груп-
пах использовали однофакторный дисперсион- 
ный анализ.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

ИФА для количественного определения  
САТ и ПС9N

Процедуры получения и характеристики ан-
тител для количественного определения САТ и 
ПС9N подробно описаны нами ранее [7–9]. В на-
стоящем исследовании полученные иммуноре-
агенты использовали для создания системы ко-
личественного анализа антигенов с оптимизиро-
ванным соотношением антигенного материала и 
адъюванта и для исследования иммунохимиче-
ских характеристик гликоконъюгатов.

На основе иммобилизации специфичных к 
САТ моноАТ в лунках планшета и использования 
коммерческого препарата ПСС в качестве прояв-
ляющих антител был разработан сэндвич-ИФА 
для количественного определения анатоксина. 
Сравнительное тестирование разных моноАТ в 
данной системе позволило выбрать наиболее чув-
ствительный вариант анализа, который дал воз-
можность проводить детекцию САТ в диапа-
зоне концентраций от 1 до 100 нг/мл (кривая 1, 
рис. 2a). Отобранные моноАТ IgG1-изотипа рас-
познавали САТ и нативный токсин, а также обла-
дали протективными свойствами [7].
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Рис. 2. Калибровочные кривые для количественного определения антигенов с помощью ИФА: а – сэндвич-ИФА 
для анализа САТ (иммобилизованные моноАТ: 1 – TT-1 , 2 – TT-2A , 3 – TT-2B); b – конкурентный ИФА для анали-
за ПС9N (иммобилизованные антигены: 1 – ОВА-ПС9N; 2 – ЖЕЛ-ПС9N); с – конкурентный ИФА для определения 
S. pneumoniae серотипа 9N (иммобилизованные антигены: 1 – ОВА-ПС9N; 2 – ЖЕЛ-ПС9N)

Fig. 2. Calibration curves for quantification of various antigens by ELISA: (a), sandwich-ELISA of CAT (immobilized 
МAB: (1), TT-1; (2), TT-2A; (3), TT-2B); (b), competitive ELISA of PS9N (immobilized antigens: (1), OVA-PS9N; (2), 
GEL-ПС9N); and (c), competitive ELISA of S. pneumoniae 9N serotype (immobilized antigens: (1), OVA-PS9N; (2), 
GEL-ПС9N)
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Для определения ПС9N был разработан кон-
курентный ИФА на основе конъюгатов полисаха-
рида с ОВА или ЖЕЛ. Конъюгированные с бел-
ковым носителем формы ПС9N в сравнении с 
немодифицированным полисахаридом облада-
ли более выраженной адсорбцией на полисти-
роле, что позволило значительно (10–30 раз) со-
кратить расход антигенного материала и таким 
образом снизить уровень возможных неспецифи-
ческих взаимодействий. При одинаковых параме-
трах связывания чувствительность определения 
ПС9N оказалась несколько выше при использо-
вании в качестве твердофазного антигена конъ-
югата ОВА-ПС9N (см. рис. 2b), который был вы-
бран для дальнейших экспериментов. Полисаха-
рид мог детектироваться в диапазоне от 1000 до 
1  нг/мл. Исследование специфичности разрабо-
танного теста не выявило перекрестных взаимо-
действий с полисахаридными капсульными ан-
тигенами пневмококков серотипов 3, 4, 5, 6A, 7F, 
9V, 14, 15B, 18С, 19F, 23F. Дополнительное под-
тверждение высокой специфичности анализа в 
отношении ПС9N было получено в результате из-
учения конкурентных взаимодействий с суспен-
зиями микробных клеток S. pneumoniae указан-
ных выше серотипов. Избирательность анализа 
по отношению к серотипу 9N обусловила его при-
годность также и для серотипирования S. pneumo-
niae. Предел определения составил 105 бактери-
альных клеток в 1 мл (см. рис. 2c) [10].

Синтез конъюгатов и оценка их 
иммунохимических характеристик

Как известно, повышение иммуногенности 
полисахарида после его конъюгации с белком 
происходит вследствие активации CD4+ Т-кле-
ток  белковыми детерминантами. Эти клетки спо-
собствуют усилению активности B-клеток, кото-
рые интернализируют и подвергают процессин-
гу конъюгат и презентируют антигены на своей 
поверхности [11]. Однако, несмотря на очевид-
ную зависимость иммуногенности конъюгата от 
его химического строения, не существует универ-
сальной формулы для создания подобных гибрид-
ных структур. В связи с этим для эмпирического 
подбора оптимальной пропорции полисахарида и 
белка-носителя нами были приготовлены конъю-
гаты САТ с ПС9N с разным соотношением указан-
ных компонентов: 3:2 (№ 1), 3:4 (№ 2) и 1:3 (№ 3).

В данной работе для подтверждения форми-
рования конъюгированных молекул и выбора ус-
ловий, обеспечивающих наилучшую сохранность 
нативных антигенных структур, мы предложили 

метод иммунохимической оценки структуры конъ-
югата с использованием в сэндвич-ИФА антител с 
определенными эффекторными свойствами. Им-
мобилизованные на полистироле анти-САТ-мо-
ноАТ могли взаимодействовать с протективными 
эпитопами САТ, доступными на молекуле конъю-
гата, что служило бы свидетельством их сохран-
ности, необходимой для формирования защиты 
против столбняка, а также T-зависимого анти-ПС 
ответа [12]. На втором этапе анализа анти-ПС9N 
связывались только с конъюгатами, в структуре 
молекулы которых фрагменты полисахарида оста-
вались интактными. Таким образом, оптимальное 
соотношение доступных эпитопов, принадлежа-
щих как САТ, так и ПС9N, способствовало бы луч-
шей детекции препарата в сэндвич-анализе. Пока
зано (рис. 3), что соотношение компонентов 3:4 
(№ 2) обеспечивало более выраженную иммуно
химическую активность конъюгатов.

Используемая для сравнения смесь САТ и 
ПС9N с соотношением компонентов, эквивалент-
ным их соотношению в составе конъюгата № 2 
(3:4), не могла обеспечить формирование иммун-
ного комплекса типа «сэндвич». Таким образом, 
предложенный тест позволил подтвердить обра-
зование в эксперименте соответствующего глико-
конъюгата и выбрать вариант с оптимальным со-
отношением компонентов.

Рис. 3. Иммунохимическая оценка гликоконъюга-
тов с различным соотношением компонентов САТ и 
ПС9N: 1 – 3:2; 2 – 3:4; 3 – 1:3; 4 – препарат сравне-
ния (смесь САТ (0,75 мг/мл) и ПС9N (1 мг/мл) в со-
отношении 3:4)

Fig. 3. Immunochemical assessment of glycoconju-
gates at various ratios of components, tetanus toxoid 
and PS9N: (1), 3:2; (2), 3:4; (3), 1:3; (4), reference 
preparation (mixture of tetanus toxoid (0.75 mg/mL) 
and PS9N (1 mg/mL); ratio of 3:4)
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Наибольшую иммунохимическую активность 
конъюгатов капсульных полисахаридов большин-
ства серотипов S. pneumoniae другие авторы [12, 
13] наблюдали при массовом соотношении ком-
понентов, близком к 1:1. Тем не менее, в указан-
ных публикациях постулируется, что для каждо-
го отдельного полисахарида и метода конъюгации 
необходимо заново подбирать его оптимальное 
соотношение с белком-носителем.

Оптимизация соотношения антигена  
и адъюванта

Предварительные исследования выявили до-
вольно низкую иммуногенность конъюгата и по-
лисахарида, что обусловило необходимость ис-
пользования адъюванта для повышения их 
иммуногенности.

Нами были исследованы параметры сорбции 
САТ и ПС9N на гидроксиде алюминия для под-
бора оптимального соотношения конъюгата с 
адъювантом. Было установлено, что максималь-
ная адсорбционная емкость наблюдалась при эк-
вивалентных массовых соотношениях антигена и 
Al(OH)3: эффективность сорбции ПС9N и САТ в 
этих условиях достигала наиболее высоких значе-
ний – 87% и 99%, соответственно (рис. 4). В то же 
время, параллельно с ростом нагрузки сорбен-
та ПС9N и САТ отмечалось постепенное увели-
чение доли неадсорбированных антигенов; так 
при 2,5-кратном избытке антигенов эффектив-
ность сорбции снижалась до 52,8% для ПС9N 
и до 20% для САТ. Таким образом, оптималь-

ной сорбции антигенного материала, а, следова-
тельно, и максимального адъювантного эффекта, 
можно было ожидать при соблюдении условия:  
антиген ≤ Al(OH)3.

Исследование иммуногенности 
гликоконъюгатов

После выбора конъюгата с наиболее близ-
ким к оптимальному соотношением компонентов 
(САТ:ПС9N = 3:4) и определения параметров пол-
ноценной сорбции на гидроксиде алюминия мы 
исследовали иммуногенность конъюгированного 
препарата (рис. 5). Титр антител к ПС9N опреде-
ляли после двукратного введения мышам имму-
ногенов, адсорбированных на гидроксиде алю-
миния. В группе животных, иммунизированных 
гликоконъюгатом, средний титр антител соста-
вил 70400 (95%-ный доверительный интервал от 
9300 до 130000, p < 0,001). В группах сравнения 
введение смеси антигенов САТ+ПС9N или ПС9N 
не приводило к достоверному увеличению титра 
анти-ПС9N-антител.

Рис. 4. Эффективность сорбции САТ и ПС9N на ги-
дроксиде алюминия. Ошибка определения рассчи-
тана для n=3

Fig. 4. Efficacy of adsorption of tetanus toxoid and 
PS9N on aluminum hydroxide. Error was calculated 
for n = 3
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Рис. 5. Сравнительное исследование иммуноген-
ности ПС9N в группах мышей, иммунизирован-
ных: 1 – конъюгатом САТ-ПС9N (3:4); 2 – смесью 
САТ+ПС9N (с соотношением 3:4); 3 – ПС9N; 4  – 
физраствором. Каждая точка показывает титр ан-
тител в сыворотке индивидуального животного, 
горизонтальная полоса – средний титр в группе, 
бокс  – область 95%-ного доверительного интерва-
ла, *p < 0,001

Fig. 5. Comparative study of immunogenicity of PS9N 
in groups of mice immunized by: (1), tetanus toxoid-
PS9N conjugate (3:4); (2), mixture of tetanus toxoid 
and PS9N (3:4); (3), PS9N; and (4), saline. Each point 
shows antibody titer in serum of individual test animal; 
horizontal line indicates mean titer in group, and box 
demonstrates area of 95% confidence interval, *p < 0,001
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Исследование протективных свойств 
вырабатываемых антител

Интраназальное заражение лабораторных жи-
вотных S. pneumoniae с последующим определе-
нием титра бактериальной обсемененности ле-
гочной ткани является одним из подходов к ис-
следованию поствакцинальной резистентности 
[14]. Как видно из рис. 6, количество бактери-
альных клеток во всех группах инфицированных 
животных возрастает в первые двое суток после 
заражения и начинает снижаться через 48 ч, что 
соответствует классической картине развития ин-
фекционной патологии [15]. Несмотря на изна-
чально более высокие значения бактериальной 
обсемененности в группе № 1 (САТ-ПС9N), за-
служивает внимания прекращение дальнейшего 
роста микроорганизмов в этой группе животных 
уже после 24 ч, а через 72 ч элиминация возбуди-
теля была выражена в этой группе наиболее рез-
ко (p>0,05) по сравнению с другими группами. 
Это наблюдение служит свидетельством более 
эффективной защитной реакции, формируемой в 
ответ на введение конъюгированного полисаха-
ридного антигена.

Таким образом, в данной работе показана воз-
можность усиления иммуногенности ПС-анти-
гена S. pneumoniae серотипа 9N посредством его 
конъюгации с САТ. Разработанные лаборатор-
ные методы иммунохимической оценки позво-
лили выбрать оптимальное соотношение компо-
нентов в составе конъюгата, обеспечивающее со-
хранность и экспозицию протективных эпитопов 
нативных антигенов. Тем не менее, отсутствие 
статистически значимых различий между груп
пами в экспериментах in vivo по изучению пост
вакцинального протективного иммунитета выя-
вило необходимость дополнительных масштаб-
ных исследований на животных или применения 
альтернативных методов оценки эффекторных 
свойств антител. Полученные результаты могут 
служить основой для совершенствования проти-
вопневмококковых препаратов и коррекции соста-
ва действующих конъюгатных вакцин.
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Abstract–Conjugates of Streptococcus pneumoniae type 9N capsular polysaccharide with tetanus toxoid 
have been prepared. Their interactions with specific antibodies to tetanus toxoid and polysaccharide 9N 
were assessed, which permitted to select a conjugate with the optimal ratio of the polysaccharide and 
carrier protein (3:4). The parameters of the efficient adsorption of tetanus toxoid and polysaccharide on 
aluminum hydroxide for the following in vivo experiments were determined using the quantitative ELISA; 
in particular, the optimum ratio of the conjugate and adjuvant was proved be ≤1:1 (w/w). The repetitive 
immunization with the selected conjugate adsorbed on aluminum hydroxide increased the anti-PS 
antibody titers up to 70400 (p < 0,001) which is 140-fold higher as compared to the antigen unconjugated 
form. The investigation of the antibody protection from Streptococcus pneumoniae 9N after the intranasal 
challenge of wild-type mice revealed that the titer of the bacterial contamination in the immunized mouse 
lung tissue was 10-fold lower than that in non-immune mice 72 h after the contamination (p > 0,05). 
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