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Дослiджено безпечнiсть очищених анти-
генних препаратiв, отриманих з виробни-

чого штаму Corynebacterium diphtheriae var. 
gravis токсигенний, massachusets за допомо-
гою ультразвукової дезiнтеграцiї з подальшим 
ультрацентрифугуванням та препаративною 
гель-хроматографiєю, в експериментах in vitro 
(визначення показникiв пошкодження ней-
трофiлiв) i на лабораторних тваринах (визна-
чення циркулюючих iмунних комплексiв, де-
рмонекротична дiя). Усi антигеннi фракцiї, за 
виключенням фракцiй з молекулярною ма-
сою 6000-7000 дальтон, якi продемонстрували 
пiдвищений рiвень показникiв пошкодження 
нейтрофiлiв у порiвняннi з контролем (t>2), а 
також обумовили розвиток запальних iнфiль-
тратiв при пiдшкiрному їх введеннi пiддослiд-
ним тваринам, виявилися нереактогенними.
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ВСтуп
Вакцинацiя проти iнфекцiйних захворю-

вань на сьогоднiшнiй день характеризуєть-
ся неухильним збiльшенням кiлькостi вак-
цинних препаратiв, що включенi до календаря 
обов’язкових щеплень, та розширенням арсе-
налу профiлактичних засобiв за рахунок нових 
комплексних вакцин, до складу яких входять 
вiд трьох до шести антигенних компонентiв рiз-

них збудникiв захворювання, наслiдком чого 
явилося зростання антигенного навантажен-
ня на органiзм вакцинованих. На тлi ймовiр-
ного формування слiдової сенсибiлiзацiї мак-
роорганiзму часто розвивається неспецифiчна 
алергiя до таких гетерогенних антигенiв, як пи-
лок рослин, домашнiй пил, а також до найбiльш 
численних алергенiв мiкробного походжен-
ня [10]. Введення профiлактичного препара-
ту може стати провокуючим фактором рiзних 
побiчних реакцiй, зокрема загострення хронiч-
них захворювань [19, 20]. 

У сучасних умовах, коли алергiчнi захво-
рювання вважаються загальною проблемою, 
особливо актуальним є вирiшення питання 
про проведення вакцинацiї дiтей з алергiчними 
проявами, якi складають численну групу ризи-
ку [2, 9, 13].

Для зниження реактогенностi вакцин зусил-
ля вчених спрямованi на приготування високо-
очищених антигенiв [10]. Проте очищенi го-
могеннi клiтиннi компоненти патогенiв мають 
зменшену iмуногенну активнiсть, що обумо-
влює необхiднiсть застосування ад’ювантiв, не-
специфiчно пiдсилюючих протективний ефект. 

Дослiдження вiдносно можливостi зменшен-
ня доз найбiльш реактогенних препаратiв у схе-
мах щеплення виявилося малопродуктивним. 
У низьких концентрацiях препарати не визива-
ють побiчних реакцiй й одночасно не забезпе-
чують формування напруженого iмунiтету [3]. 
Тому зменшення вакцинальних доз може здiй-
снюватися також тiльки в поєднаннi iз застосу-
ванням ад’ювантiв [9]. 

За останнi десять-п’ятнадцять рокiв було 
розроблено i клiнiчно оцiнено велику кiлькiсть 
ад’ювантiв, серед яких емульсiї на маслянiй ос-
новi (MF 59 i Montanide ISA 720), iмуности-
мулятори (монофосфатний лiпiд А, CpG олi-
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гонуклеотиди), сапонiни (QS21), мукозальнi 
ад’юванти, розробленi на основi бактерiальних 
екзотоксинiв для назального та перорально-
го застосування. На нарадi Комiтету ВООЗ по 
безпечностi вакцин, що вiдбулася в липнi 2004 
р., пiдкреслювалось, що оскiльки ад’юванти во-
лодiють власними фармакологiчними власти-
востями, котрi можуть впливати на iмуноген-
нiсть i безпечнiсть вакцин, оцiнка їх безпечностi 
є iстотним фактором. На даний момент не iс-
нує визнаних моделей з використанням лабо-
раторних тварин для тестування безпечностi 
ад’ювантiв, хоча їх необхiднiсть є очевидною. 
Традицiйнi дослiдження безпечностi на основi 
поступового нарощування дози також не мо-
жуть дати достовiрних результатiв вiдносно 
iмунологiчних аспектiв безпечностi (включно 
толерантнiсть, ефективнiсть, гiперчутливiсть i 
розвиток аутоiмунних процесiв) [18]. 

Доступними та iнформативними тестами 
вивчення сенсибiлiзуючої дiї антигенiв є визна-
чення рiвня циркулюючих iмунних комплексiв 
(ЦIК), дермонекротичної реактивностi та по-
казникiв пошкодження нейтрофiлiв [2, 11-14]. 

Процес сенсибiлiзацiї органiзму супровод-
жується нагромадженням ЦIК, i визначення їх 
рiвня в сироватцi кровi розцiнюється як маркер 
активностi патологiчного процесу (аутоiмун-
них чи алергiчних захворювань). 

Вiдтворення феномену Артюса — мiсце-
вої гiперергiчної алергiчної реакцiї, яка займає 
промiжне положення помiж реакцiями негай-
ного та уповiльненого типу — лежить в основi 
вивчення специфiчної безпечностi профiлак-
тичних препаратiв. На початкових стадiях роз-
витку вона ближче до анафiлактичних реакцiй, 
подальший його розвиток зближує його з реак-
цiями уповiльненого типу [12].

Як свiдчать данi лiтератури, постанов-
ка реакцiї iмунолейкоцитолiзу нейтрофiлiв 
при iнкубацiї їх з дослiджуваними антигенни-
ми препаратами — з визначенням показникiв 
пошкодження нейтрофiлiв (ППН) — вказує 
на ступiнь сенсибiлiзацiї органiзму i дозво-
ляє прогнозувати вiрогiднi наслiдки вакцина-
цiї [11, 13, 14].

Епiдемiчний пiдйом дифтерiї в 90-тi роки 
минулого сторiччя продемонстрував, що поки 
iснує циркуляцiя збудника серед населення 
завдяки бактерiоносiйству iнфекцiї, до тих пiр 
iснує загроза ускладнень епiдемiчної ситуа-
цiї [8, 15, 17]. Сучаснi протидифтерiйнi вакци-
ни, спрямованi на створення антитоксичного 
гуморального iмунiтету, який перш за все за-
хищає людину вiд фатального перебiгу захво-

рювання, не перешкоджають iснуванню мiк-
робної популяцiї збудника дифтерiї. До 66% 
вiд усiх пiслявакцинальних ускладнень (ана-
фiлактичний шок, алергiчний дерматит, на-
бряк Квiнке, iншi алергiчнi реакцiї, судоми), 
обумовлених профiлактичними препаратами, 
спостерiгаються при застосуваннi АКДП вак-
цини — з частотою вiд 0,3 до 90 на 100 тис. вак-
цинованих [1, 3]. 

Отже, коли йдеться про розробку ад’ювантiв 
стосовно дифтерiйної вакцини, то з метою пiдви-
щення її ефективностi було б слушним уведен-
ня до складу дифтерiйного анатоксину спе-
цифiчного бактерiального компоненту, котрий 
забезпечував би колонiзацiйну резистентнiсть 
щеплених осiб завдяки включенню клiтинно-
опосередкованi ланки iмунної системи, був без-
печним та, бажано, володiв потенцiюючою дiєю 
стосовно дифтерiйного анатоксину i, можливо, 
десенсибiлiзуючими властивостями щодо су-
часних протидифтерiйних вакцин.

Такий пiдхiд пiдкрiплюється результатами 
дослiджень колективу авторiв з ФДУ «Мос-
ковський науково-дослiдний iнститут епiдемiо-
логiї i мiкробiологiї iменi Г.Н.Габричевського 
Мiнiстерства охорони здоров’я Росiйської Фе-
дерацiї» зi створення бактерiальної протидиф-
терiйної вакцини. Дослiдниками був запропо-
нований препарат «Дифтерiйна бактерiальна 
вакцина рiдка», яка являє собою суспензiю ос-
новного компонента клiтинних стiнок штаму 
коринебактерiй дифтерiї — речовини пепти-
долiпополiсахаридної природи [7, 16].

Попереднiми нашими дослiдженнями було 
показано принципову можливiсть стимулю-
вання гуморального iмунiтету проти дифтерiї 
не лише при сумiсному введеннi дифтерiйно-
го анатоксину та ультразвукових дезiнтегратiв 
мiкробних клiтин Corynebacterium diphtheriae, 
але й при самостiйному їх введеннi, а також 
стимулювання фагоцитарної активностi [5, 
6]. Проте препарати на основi дезiнтегрова-
них мiкробних клiтин виявилися реактогенни-
ми при випробовуваннi їх специфiчної безпеч-
ностi, що вимагало заходiв щодо усуненння їх 
реактогенностi [4]. 

Метою дослiдження було вивчення безпеч-
ностi експериментальних зразкiв очищених ан-
тигенних фракцiй збудника дифтерiї, отрима-
них за допомогою ультразвукової дезiнтеграцiї 
та препаративної гель-хроматографiї, шля-
хом визначення показникiв пошкодження ней-
трофiлiв, циркулюючих iмунних комплексiв 
та шкiрної реакцiї на введення дослiджуваних 
препаратiв.
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МАтЕРIАЛИ тА МЕтОДИ 
ДОСЛIДЖЕННЯ

Для отримання антигенних комплексiв ко-
ринебактерiй дифтерiї був використаний ви-
робничий штам Corynebacterium diphtheriae 
var. gravis токсигенний, massachusets, наданий 
ПАТ «ФАРМСТАНДАРТ-БIОЛIК».

Мiкробний дезiнтеграт отримували за влас-
ною методикою [4]. Мiкробну масу збудника 
дифтерiї суспендували у фiзiологiчному роз-
чинi та iнактивували в iнактиваторi LW-1 при 
56°С впродовж однiєї години, потiм тричi вiд-
мивали стерильним фiзiологiчним розчином 
(рН 7,2), мiкробнi клiтини 12 год. витримува-
ли в 20% розчинi NaCl, знову вiдмивали та ре-
суспендували для подальшої обробки ультра-
звуком.

Стандартизували мiкробнi суспензiї за оп-
тичною щiльнiстю, яка визначалась на елект-
ронному приладi Densi-La-Meter (виробниц-
тво PLIVA-Lachema, Чехiя). 

Дезiнтеграцiя мiкробних клiтин здiйсню-
валась за допомогою обробки суспензiї опро-
мiненням ультразвукового генератора УСУ-
0707(ТУ 3468-001-42369179-03) з частотою 
130 кГц i потужнiстю 9 Вт. 

Дезiнтеграт центрифугували впродовж 30 
хв. при 6000 об./хв. (2600 g) (центрифуга лабо-
раторна ОПН-3) та вiдбирали супернатант.

Пiдвищення концентрацiї бiлка в суперна-
тантi досягалося шляхом випарювання. Виз-
начення концентрацiї бiлка здiйснювалось на 
спектрофотометрi СФ-56 «Ломо-спектр». 

Ультрацентрифугування супернатанта здiй-
снювали на ультрацентрифузi MSE Super Speed 
65 (виробництво Англiї); вакуум-насос Arthur 
Pfeiffer Wetzlar № 71369. 

Препаративна гель-хроматографiя супер-
натанта ультразвукового дезiнтеграта мiк-
робної суспензiї збудника дифтерiї прово-

дилася на обладнаннi фiрми LКВ (Швецiя), 
наданому ДУ «Iнститут крiобiологiї i крiоме-
дицини АМН України». Очистку та фракцiо-
нування отриманих розчинних антигенних 
комплексiв проводили на колонцi, запов-
ненiй гелем TSK-GEL TOYOPEARL HW-60 
Fine. В якостi елюента використовували фос-
фатно-сольовий буфер (Na2HPO4 / NaH2PO4 
— 30 ммоль/л, NaСl — 100 ммоль/л (рН 7,4). 
Швидкiсть рухливої фази становила 1,7 мл/
хв. Буфер до колонки подавався перисталь-
тичним насосом (LKB-2132 Microperpex) че-
рез петельний iнжектор зi змiнними петлями. 
Реєстрацiю оптичної щiльностi елюатiв прово-
дили за допомогою ультрафiолетового монiто-
ра при довжинi хвилi 254 нм. Роздiленi антиге-
ни збирали за допомогою колектора фракцiй. 
Для визначення молекулярних мас пептидних 
фракцiй використовували колонку, поперед-
ньо калiбровану стандартними речовинами.

Показники пошкодження нейтрофiлiв виз-
начали з дослiджуваними антигенними препа-
ратами збудника дифтерiї [14].

 Визначення рiвня ЦIК у сироватцi кровi 
пiддослiдних тварин до i пiсля iмунiзацiї очи-
щеними антигенними фракцiями збудника 
дифтерiї проводили шляхом селективної пре-
ципiтацiї полiетиленглiколем (з використан-
ням ПЕГ 6000) вiдповiдно стандартнiй методи-
цi [12].

Вивчення специфiчної безпечностi антиген-
них препаратiв проводилося згiдно з «Регла-
ментом виробництва очищеного адсорбованого 
дифтерiйного анатоксину» ПАТ «Бiолек-Фарм-
стандарт» на кролях вагою 2500-3000 г. За 
24 год. до експерименту у тварин зiстригали 
шерсть. Внутрiшньошкiрно вводили по 0,2 мл 
дослiджуваних антигенних препаратiв. За тва-
ринами спостерiгали впродовж 4 дiб, реєструю-
чи появу шкiрних реакцiй. 

ТАБЛиЦЯ 1 
показники пошкодження нейтрофiлiв у кровi пiддослiдних кролiв  
пiд дiєю дослiджуваних антигенних препаратiв збудника дифтерiї

№ 
тварин

Антигенна фракцiя 
збудника дифтерiї 

(Мм, Да)

Контроль Дослiд
Всього 

нейтрофiлiв 
(абс.)

в тому числi (абс., М±m) Всього 
нейтрофiлiв 

(абс.)

в тому числi (абс., М±m)

цiлих пошкоджених цiлих пошкоджених 

1-2 Вiд 6000 64 49
76,6±5,3

15
23,4±5,3

51 27
52,9±7,0

24
47,1±7,0

3 Вiд 5000 36 20 
55,6±8,3

16
44,4±8,3

41 24 
58,5±7,7

17
41,5±7,7

4-8 Вiд 1000 до 5000 43 34
79,1±6,2

9
20,9±6,2

72 46
63,9±5,7

26
36,1±5,7
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РЕзуЛЬтАтИ ДОСЛIДЖЕННЯ  
тА їх ОбГОВОРЕННЯ

Застосування авторського методу отри-
мання очищених антигенних фракцiй збуд-
ника дифтерiї за допомогою середньо-
частотного ультразвука та препаративної 
гель-хроматографiї дозволило отримати з про-
мислового штаму C.diphtheriae var. gravis ток-
сигенний, massachusets 8 антигенних препаратiв 
з наступними молекулярними масами: понад 
12000, вiд 7000 до 10000, 6000-7000, 5000-6000, 
4000-5000, 3000-4000, 2000-3000, 1000-2000 i до 
1000 дальтон. 

Усi вiсiм отриманих у результатi препаратив-
ної гель-хроматографiї фракцiй C.diphtheriae 
перевiрили в тестi їх впливу на нейтрофiли in 
vitro (табл. 1). 

Як видно з наведених даних, показник ППН 
в дослiдних зразках з антигенами, молекулярна 
маса яких була вiд 6 тис. до 12 тис. дальтон, був 

достовiрно вищий (в 2 рази) контрольних по-
казникiв (t>2). Фракцiї з молекулярною масою 
вiд 1 тис. до 6 тис. дальтон не проявляли сен-
сибiлiзуючої дiї на нейтрофiли (табл. 1).

Оцiнку токсичностi видiлених фракцiй про-
водили також за характером утворення ЦIК 
при введеннi антигенiв. З табл. 2 видно, що в 
процесi iмунiзацiї показники як середньомоле-
кулярних, так i високомолекулярних iмунних 
комплексiв у тварин iстотно не змiнювались 
(табл. 2). 

Отже, видiленi фракцiї за вищенаведени-
ми експериментальними даними, не володiють 
алергiчними властивостями.

Вивчення сенсибiлiзуючої дiї антигенних 
фракцiй та можливостi їх десенсибiлiзуючого 
впливу вiдносно до розвитку дермонекротич-
них реакцiй проводили в два етапи. На першо-
му етапi експерименту проводили алергомет-
ричне титрування антигенiв (табл. 3). 

ТАБЛиЦЯ 2
Рiвень циркулюючих iмунних комплексiв у кролiв в процесi iмунiзацiї дослiджуваними антигенними 

препаратами 

№ 
тварин

Антигеннi 
препарати

Рiвень ЦIК
перед iмунiзацiєю через 2 тижнi пiсля iмунiзацiїї

Середньомолекулярнi 
ЦIК

Крупномолекулярнi 
ЦIК

Середньомолекулярнi 
ЦIК

Крупномолекулярнi 
ЦIК

1 «+» 0,05 - 0,03 -
2 «+» - 0,045 0,03 0,065
3 «++» - - - -
4 «++» 0,035 0,05 0,03 0,05
5 «+++» 0,045 0,045 0,03 -
7 «+++» 0,06 - - -
8 «++++» - - - -
9 «++++» 0,035 0,06 - -
Середнiй рiвень 0,045±0,007 0,05±0,004 0,03 0,0575

Примiтки: характеристика антигенних фракцiй, взятих для iмунiзацiїї тварин, за їх молекулярною масою: «+» — понад 12 тис. 
дальтон, «++» — вiд 7 до 10 тис. дальтон, «+++» — вiд 6 тис. дальтон, «++++» — вiд 5 тис. дальтон; «-» — рiвень ЦIК визначити 
не вдалося за недостатнiстю матерiалу для аналiзу.

ТАБЛиЦЯ 3 
Результати алергометричного титрування дослiджуваних антигенних препаратiв  

у пiддослiдних кролiв

№ тварин Антигеннi препарати з 
молекулярною масою

Розведення препаратiв, дiаметр гiперемiї або iнфiльтрату, мм
цiльний 1:10 1:100 1:1000 1:10000

1-2 понад 12 тис. Да немає немає немає немає немає
3-4 вiд 7 до 10 тис. Да немає немає немає немає немає
5-6 вiд 6 тис. Да гiперемiя 10-

12 мм
гiперемiя 10 мм немає немає немає

7-8 вiд 5 тис. Да немає немає немає немає немає
9-11 фiзiологiчний розчин (К) * немає немає немає немає немає

Примiтка: * (К) — контроль.
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Перед введенням препаратiв тваринам 
зiстригали шерсть з бокiв. На наступний день 
на вiдстанi 5 см уводили внутрiшньошкiр-
но одноразово по 0,01 мл антигеннi препарати 
C.diphtheriae, котрi мали вихiдну концентра-
цiю бiлка вiд 17 до 34 мкг. Наявнiсть шкiрної 
реакцiї враховували через 24 год. 

Наведенi данi свiдчать про те, що бiльшiсть 
препаратiв виявилися нереактогенними. Шкiр-
на реакцiя у виглядi гiперемiї спостерiгалась 
лише у випадку введення цiльного антигену з 
молекулярною масою вiд 6 до 7 тис. дальтон та 
його розведення 1:10. 

ВИСНОВКИ
Таким чином, дослiджуванi очищенi анти-

геннi препарати, отриманi з виробничого шта-
му Corynebacterium diphtheriae var. gravis 
токсигенний, massachusets за допомогою уль-
тразвукової дезiнтеграцiї з подальшим уль-
трацентрифугуванням та препаративною 
гель-хроматографiєю, виявилися переваж-
но нереактогенними в експериментах in vitro 
(визначення показникiв пошкодження нейтро-
фiлiв) i на лабораторних тваринах (циркулюю-
чi iмуннi комплекси, дермонекротичнi реакцiї) 
за виключенням фракцiй з молекулярною ма-
сою вiд 6000 до 7000 Да, якi продемонструва-
ли пiдвищений рiвень показникiв пошкоджен-
ня нейтрофiлiв у порiвняннi з контролем (t>2), 
а також обумовили розвиток запальних iнфiль-
тратiв при пiдшкiрному їх введеннi пiддослiд-
ним тваринам. 
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Исследована безопасность очищенных антиген-
ных препаратов, полученных из производственно-
го штамма Corynebacterium diphtheriae var. gravis 
токсигенный, massachusets при помощи ультразву-
ковой дезинтеграции с последующим ультрацен-
трифугированием и препаративной гель-хрома-
торафией, в экспериментах in vitro (определение 

показателей повреждения нейтрофилов) и на ла-
бораторных животных (определение циркулирую-
щих имммунных комплексов, дермонекротическое 
действие). Все антигенные фракции, за исключе-
нием фракций с молекулярной массой 6000-7000 
дальтон, которые продемонстрировали повышен-
ный уровень показателей повреждения нейтрофи-
лов в сравнении с контролем (t>2), а также обус-
ловили развитие воспалительных инфильтратов 
при подкожном их введении подопытным живот-
ным, оказались нереактогенными.

Ye.M.Babych, I.V.Yelyseyeva, L.A.Zhda
marova, V.I.Belozersky, I.V.Bobireva. Immuno
logical activity of diphtheriae pathogen antigens 
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Кharkiv, Ukraine.

Key words: diphtheria pathogen, antigenic frac-
tions, ultrasound disintegration, gel chromatography, 
safety, neutrophil damage index, circulating immune 
complexes, dermonecrotic effect.

The study is devoted to research of safety in vitro 
(neutrophil damage index) and in laboratory animal 
experiments (circulating immune complexes, dermone-
crotic effect) of refined diphtheria pathogen anti-
gens obtained from the productive strain Corynebac-
terium diphtheriae var. gravis toxigenic, massachusets 
by the use of ultrasound disintegration of microbe cells 
with followed ultracentrifugation and preparative gel 
chromatography. It’s shown that all obtained fractions 
were safety with the exception of fraction with mo-
lecular weight 6000-7000 daltons, which have dem-
onstrated increased neutrophil damage index level in 
comparison with control (t>2), and caused inflamma-
tory infiltration development when injecting to exper-
imental animals. 
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