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Всупереч досягненням більш
як піввікової історії імунопрофі-
лактики дифтерії все ще не-
можливо порушувати питання
про ерадикацію цієї тяжкої ін-
фекції через проблему диф-
терійного бактеріоносійства.
У людській популяції постійно

існує джерело інфекції, яка, за
певних умов, може вибухнути
епідемічними ускладненнями,
як це трапилось у 90-х роках
минулого сторіччя на території
країн СНД [1–3]. Розв’язання
проблеми бактеріоносійства
не може бути досягнуте за до-

помогою існуючих засобів про-
філактичної імунізації [4]. Ад-
сорбований на гідроксиді/фос-
фаті алюмінію дифтерійний
анатоксин викликає потужну
Th2-імунну відповідь: Т-хелпе-
ри 2 (Th2) активують В-лімфо-
цити, сприяючи розвитку гумо-
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ральної імунної відповіді; про-
дукують інтерлейкіни 4, 5, 13
шляхом підвищення обох по-
пуляцій специфічних і неспе-
цифічних антитіло-секретую-
чих клітин селезінки і рівня
CD19+ — CD27+ клітин [5].
Алюмінійвмісні дифтерійні вак-
цини є поганими індукторами
клітинного імунітету і не забез-
печують стимуляцію ефектив-
ного клітинно-опосередковано-
го імунітету і Th1-відповіді че-
рез активацію Т-кілерів [6].

Розробкою бактеріальної
дифтерійної вакцини займали-
ся у Московському науково-
дослідному інституті епідеміо-
логії та мікробіології ім. Г. Н. Габ-
ричевського [7]. У сучасній на-
уковій літературі відновлюєть-
ся обговорення необхідності
створення вакцин, що форму-
ють імунний захист проти ад-
гезивної активності Сoryne-
bacterium diphtheriaе. Поверх-
неві структури патогену, адге-
зини, включаючи пілі (фімбрії),
67-72p поверхневий протеїн,
DIP 1281 поверхневий проте-
їн, ліпоарабіноманан CdiLAM
здатні стимулювати дію факто-
рів природженого і набутого
імунітету [4].

Проте світова практика іму-
нопрофілактики дифтерії все
ще здійснюється за допомо-
гою традиційних вакцин.

Проведені нами досліджен-
ня присвячені науковому об-
ґрунтуванню розробки нового
класу протидифтерійних вак-
цин-кандидатів, які мали б не
лише забезпечувати гумораль-
ний імунітет, але й обмежу-
вати процеси колонізації сли-
зових оболонок патогенними
коринебактеріями [8–10]. Вка-
заного результату можна до-
сягнути завдяки введенню у
склад дифтерійного анатокси-
ну нативних поверхневих бак-
теріальних антигенів C. diph-
theriae, одержаних авторським
способом [10] .

Мета дослідження — від-
творення процесу виготовлен-
ня дифтерійного бактеріально-
го антигену в умовах вироб-
ництва ПАТ «Фармстандарт-

Біолік» та визначення специфіч-
ної активності експерименталь-
них зразків комплексних проти-
дифтерійних кандидат-вакцин,
виготовлених на його основі.

Матеріали та методи
дослідження

Дослідження проводили на
базі лабораторії біологічного
контролю, відділу контролю
якості, лабораторії фармацев-
тичних розробок ПАТ «Фарм-
стандарт-Біолік» і лабораторії
профілактики краплинних ін-
фекцій ДУ «ІМІ НАМН України».
Для виготовлення антигенних
препаратів коринебактерій диф-
терії був використаний вироб-
ничий штам C. diphtheriae var.
gravis токсигенний, massachus-
sets.

Принципова схема одер-
жання нативних поверхневих
антигенних бактерійних ком-
плексів C. diphtheriae — компо-
нентів комплексної протидиф-
терійної кандидат-вакцини —
складался з таких етапів: від-
бір мікробної біомаси C. diph-
theriae з ферментеру на етапі
звільнення від токсину шляхом
фільтрації культуральної ріди-
ни через фільтрувальні еле-
менти; суспендування біомаси
у стерильному фізіологічному
розчині та інактивація на водя-
ній бані; відмивання від залиш-
ків живильного середовища;
перевірка стерильності дифте-
рійної суспензії та визначення
її оптичної щільності; ультра-
звукова дезінтеграція біомаси;
відокремлення супернатанту;
біохімічні дослідження; дове-
дення бактерійного антиген-
ного препарату до необхідної
концентрації білка в антиген-
ному препараті.

Дезінтеграція мікробної ма-
си здійснювалася з викорис-
танням джерел ультразвуку:
прилад виробництва Cole-Dar-
mer, потужність 135 В, часто-
та 142 кГц ± 6,0 % (з охоло-
дженням); прилад «Євро-біо-
сонік», потужність 15 Вт, час-
тота 50 Гц.

Вплив експериментального
бактерійного дифтерійного ан-

тигенного препарату, одержа-
ного за допомогою фізичних
факторів, на формування гу-
морального імунітету вивчали
на 16 кролях середньою масою
до 3,0 кг з віварію ПАТ «Фарм-
стандарт-Біолік». В ідеаль-
ному експерименті необхідно
було б контрольну групу тва-
рин за кількістю зрівняти з до-
слідною. Проте кількість кро-
лів, надана нам для проведен-
ня експерименту, була обме-
женою. Враховуючи, що вакци-
на АД-М — це офіцинальний
препарат, її імуногенність є до-
веденою, то для того, щоб по-
казати в принципі активність
даної серії АД-М вакцини, було
імуізовано лише одну тварину.
Нам важливіше було визначи-
тися зі специфічною активніс-
тю та дозуванням експери-
ментальних кандидат-вакцин.
Експерименти на лаборатор-
них тваринах проводились від-
повідно до вимог і загальних
принципів експериментів на
тваринах, схвалених I Націо-
нальним конгрессом із біоети-
ки (20.09.01 р., Київ, Україна),
та норм біомедичної етики згід-
но із законом «Про захист тва-
рин від жорстокого поводжен-
ня’» (28.12.06 р., Київ, Україна)
і погоджених із положеннями
«Європейської конвенції з за-
хисту хребетних тварин, що ви-
користовуються в експеримен-
тальних та інших дослідних
цілях» (Страсбург, Франція,
1986).

Для виготовлення комбіно-
ваних дифтерійних кандидат-
вакцин використовували натив-
ний очищений дифтерійний
анатоксин (НОДА) та дві екс-
периментальні серії бактері-
ального антигенного препара-
ту C. diphtheriae (СН1 та СН2),
виготовлені на харківському
підприємстві ПАТ «Фармстан-
дарт-Біолік». Комбіновану кан-
дидат-вакцину уводили піддо-
слідним тваринам підшкірно.

Гуморальний протидифте-
рійний імунітет досліджували
за допомогою РПГА щотижня
протягом місяця після щеплен-
ня. Статистичну обробку ре-
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зультатів експерименту прово-
дили, використовуючи про-
грамні пакети Microsoft Excel
2003 та “Biostat-4”.

Результати дослідження
та їх обговорення

Випробовування ад’ювантної
дії експериментального

бактерійного антигенного
препарату C. diphtheriae СН1

Двох кролів імунізували та-
кими експериментальними вак-
цинами: НОДА 20 Lf/мл (1 мл)
+ СН1 (1 мл); дві тварини (кон-
трольні) одержали НОДА по
20 Lf/мл (1 мл) з фізіологічним
розчином (1 мл). Досліджува-
ний антигенний препарат СН1
містив 0,051 мг/мл білка.

Протягом місяця після іму-
нізації рівень антитоксичних
антитіл у сироватці крові щеп-
лених кандидат-вакцинами
кролів не досяг мінімального
захисного рівня і до 4-го тиж-
ня був нульовим.

Через 35 днів кролів було
імунізовано вдруге тими ж екс-
периментальними вакцинами,
що і при першій вакцинації. Що-
тижня у них визначали рівень
антитоксичних антитіл протя-
гом місячного терміну спосте-
реження. Результат був майже
аналогічним, лише в одного
кроля, щепленого дослідним
зразком кандидат-вакцини, на
3-му тижні рівень специфічних
антитіл сягав 4,0 МО/мл, в од-
ного з контрольних кролів —
0,06 МО/мл.

І хоча рівень антитіл у до-
слідної тварини набагато пере-
вищував рівень антитіл у кон-
трольної тварини, дві тварини
залишалися серонегативними,
тому для одержання більш пе-
реконливого результату через
35 днів після другого щеплен-
ня тварин імунізували втретє
за тією ж схемою та вивчали
рівень гуморального антиток-
сичного імунітету (табл. 1).

Середній  геометричний
титр для кролів О1 і О2 дорів-
нював 0,497 МО/мл, а для
пари контрольних тварин К1 і
К2 — 0,123 МО/мл, що у 4 рази

менше за середній геомет-
ричний рівень антитіл у дослід-
них кролів.

Таким чином, можна ствер-
джувати, що у кролів, щепле-
них комбінованою кандидат-
вакциною серії 1, одержаною у
виробничих умовах ПАТ «Фарм-
стандарт-Біолік» за допомо-
гою джерела ультразвуку Cole-
Darmer, напружений антиток-
сичний імунітет сформувався в
термін, порівнювальний із за-
гальновизнаним календарем
щеплень (первинний щеплю-
вальний комплекс АКДП-3), і
виявився більш напруженим,
ніж у контрольних тварин, щеп-
лених моновакциною (НОДА).

Випробовування ад’ювантної
дії експериментального

бактерійного антигенного
препарату C. diphtheriae СН2

Кролів з віварію ПАТ «Фарм-
стандарт-Біолік» (n=14) імунізу-
вали підшкірно із дотриман-
ням правил асептики експери-
ментальними кандидат-вакци-
нами, створеними на основі
бактеріального антигенного
препарату СН2, виготовленого
за допомогою ультразвуково-
го приладу «Євро-біосонік». До-
сліджуваний антигенний пре-
парат СН2 містив 1,53 мг/мл
білка. Чотирьох кролів (О5–О8)
імунізували НОДА 20 Lf/мл
(1 мл) + СН2 (1 мл); кролі О9–
О12 одержали аналогічний
препарат, але дозування бак-
теріального компонента було у
5 разів меншим (0,3 мг/мл); кон-
трольним тваринам К3, К4 і К5

увели НОДА 20 Lf/мл з фізіо-
логічним розчином (1 мл); тва-
рина К6 одержала офіциналь-
ну вакцину — адсорбований
на гідроксиді алюмінію дифте-
рійний анатоксин (АД-М) 20 Lf/
доза (1,0 мл). Результати що-
тижневого вивчення рівня гу-
морального імунітету предста-
влені у табл. 2.

Експериментальний бакте-
ріальний антигенний препарат
C. diphtheriae СН2 продемон-
стрував виражену ад’ювантну
дію щодо очищеного концент-
рованого дифтерійного анато-
ксину як у нерозведеній фор-
мі (тварини О5–О8), так і в роз-
веденні 1 : 5 (тварини О9–О12).
У більшості тварин максималь-
них титрів було досягнуто че-
рез 14 діб після щеплення кан-
дидат-вакцинами, і зберігалися
вони на високому рівні протя-
гом терміну спостереження, але
виявилися надмірно високими
(64,0 МО/мл та вище), що мож-
на пояснити надмірною концен-
трацією дифтерійного бактері-
ального антигену в препараті.

У контрольних тварин (О13,
О14, О15), щеплених моновак-
циною НОДА, зареєстровані,
відповідно, мінімальні рівні ан-
титіл: 0,125, 0,06 та 0,03 МО/мл.
При оцінці одержаних резуль-
татів РПГА ми орієнтувалися
на такий критерій: зазвичай
вважається, що наростання
титрів антитіл має достовірний
характер, якщо інтервал між
рівнями становить чотири роз-
ведення. Порівнюючи одержа-
ні результати в дослідній та

Таблиця 1
Рівень антитоксичних антитіл у сироватці крові
кролів, щеплених кандидат-вакциною (СН1),

після третього щеплення

Тварини
        Рівень антитоксичних антитіл, МО/мл

7 днів 14 днів 21 день 28 днів
Середній гео-
метричний титр

О1 2,0 4,0 0,5 0,125 0,841
О2 4,0 0,5 0,125 0,03 0,294
К1 0,125 0,5 0,125 0,06 0,147
К2 — 0,25 0,03 — 0,087

Примітка. О1, О2 — тварини основної групи; К1, К2 — тварини конт-
рольної групи.
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контрольній групах кролів, оче-
видно, що цей критерій пере-
вищено у кілька разів, тобто
різниця поміж рівнями антитіл
у дослідних і контрольних кро-
лів, безсумнівно, є достовір-
ною.

Досліджуваний бактеріаль-
ний антиген C. diphtheriae за
своєю антигенною активністю,
у даних умовах експерименту,
не поступався загальновизна-
ному мінеральному ад’юванту
гідроксиду алюмінію, що тра-
диційно використовується при
виготовленні дифтерійних вак-
цин: у контрольної тварини
(К6), щепленої адсорбованим
на гідроксиді алюмінію дифте-
рійним анатоксином (вакцина
АД-М) в аналогічному дозуван-
ні, рівень антитіл 64,0 МО/мл
також був зареєстрований,
починаючи з 2-го тижня після
щеплення.

Вказаний факт має особли-
ве значення, адже в науковій
літературі останнього десяти-
річчя з’явилася низка дослі-
джень, присвячених вивчен-
ню безпечності ад’ювантів та
їх імунітет-підсилювального
ефекту у вакцинах [11]. Вважа-
ється, що сьогодні, незважаю-
чи на появу нових ад’ювантів,
таких як MF59 — мікроемуль-
сія «масло у воді», монофос-

форилліпід А, бактеріальні
АДФ-рибозильовані екзотокси-
ни, холерний токсин, імуности-
муляторний комплекс (ISCOM),
поліелектроліти, поліоксидоній
тощо, ад’ювантами вибору за-
лишаються ад’юванти алю-
мінію — алюмінію гідроксид,
алюмінію фосфат, алюміній-
преципітовані ад’юванти — за-
вдяки їх треку безпеки, низькій
ціні й ад’ювантності з різними
антигенами. Вони застосову-
ються у багатьох вакцинах, при-
значених як для дітей, так і до-
рослих, а саме: у вакцинах ти-
пу DTP (комбінації дифтерія-
правець-коклюш), Pediarix (ком-
бінована DTP-HBV-Polio), Pen-
tacel (комбінована DTP-Hae-
mophilus influenzae B (HIB)-Po-
lio), у вакцинах НAV, HBV, HPV,
HIB, пневмококових, сибірковій
вакцині. Однак слід зауважи-
ти, що забезпечуючи потужну
Th2-імунну відповідь (стимуля-
ція В-лімфоцитів), алюміній-
вмісні ад’юванти є поганими ін-
дукторами клітинного імуніте-
ту та не оптимальними для вак-
цин проти інфекцій, де для за-
хисту потрібен потужний клі-
тинно-опосередкований імунітет
і Th1 (Т-хелпери 1) відповіді че-
рез активацію Т-кілерів [12].

До того ж зазнає перегляду
загальновизнаний протягом

десятиріч застосування ад’ю-
вантів алюмінію погляд на
ці нанокристалічні агломе-
рат-формуючі речовини як на
інертні, а тому нешкідливі.
Сьогодні накопичилося чима-
ло результатів епідеміологіч-
них, експериментальних, гісто-
логічних досліджень, що свід-
чать про прямі токсичні ефекти
ад’ювантів алюмінію на нерво-
ву систему. Було навіть проде-
монстровано, що алюміній діє
на ЦНС на кожному рівні, вклю-
чаючи зміни у генній експресії
[13]. Вчені вважають, що, за
певних умов, деякі ад’юванти
призводять в дію негативні
ефекти або діють як триґери у
розвитку автоімунних захворю-
вань [14; 15]. З попередньою
дією ад ’ювантів пов’язують
кілька патологічних станів: син-
дром війни у морській затоці
(GWS), синдром макрофагаль-
ного міофасциту (ММF), синд-
ром хронічної втомлюваності,
післявакцинальні феномени
тощо [16]. Shoenfeld і Agmon-
Levin (2011) запропоновано
об’єднати вказані стани під за-
гальною назвою синдрому
ASIA (Autoimmune (Auto-inflam-
matory) Syndrome Induced by
Adjuvants), автоімунний (авто-
запальний) синдром, виклика-
ний ад’ювантами, який харак-
теризується як неспецифічни-
ми, так і специфічними проява-
ми автоімунного захворюван-
ня [17].

І хоча в науковій літературі
існує й інша позиція, що харак-
теризує дані про негативні
ефекти вакцин як широко відо-
мі антивакцинні вигадки, чи
можна ігнорувати результати
численних сучасних досліджень
про токсичність  (включаючи
нейротоксичність), канцеро-
генність, аллергеннність і ав-
топатогенність фенолу, фор-
мальдегіду, гідроксиду алюмі-
нія, Твіну-80, сквалену (MF59),
етилртуті, що містяться у вак-
цинах національного календа-
ря щеплень? Щоб зробити сер-
йозний виклик верховенству
ад’ювантів алюмінію, новий
ад’ювант має подолати багато

Таблиця 2
Рівень антитоксичних антитіл у сироватці крові
кролів щеплених кандидат-вакциною (СН2)

Тварини
   Рівень антитоксичних антитіл, МО/мл

7 днів 14 днів 21 день 28 днів

О5 4,0 — 64,0 64,0
О6 4,0 64,0 64,0 32,0
О7 2,0 64,0 64,0 64,0
О8 4,0 — — —
О9 4,0+ 64,0 64,0+ 32,0
О10 4,0+ 64,0 64,0+ 16,0
О11 4,0+ 64,0 64,0+ —
О12 0,125 4,0 0,5 0
13 (К3) 0 0,125 0,125 0
14 (К4) 0 0,03 0 0
15 (К5) 0 0 0 0,06
16 (К6) 1,0 64,0 64,0 64,0

Примітка. О5–О12 — кролі основної групи; К3–К6 — тварини контрольної
групи.
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великих перешкод, забезпечу-
вати потужне підсилення дії
вакцини з максимумом толе-
рантності та безпечності, бути не
менш простим, добре перено-
ситися, мати мінімальну ціну,
що є серйозним завданням
для багатьох претендентів у
ад’юванти [11]. Введення бакте-
ріального дифтерійного ад’ю-
ванту, створеного на основі
патоген-асоційованих молеку-
лярних структур, які входять
до складу клітинної мембрани
бактерій, до складу комплекс-
них дифтерійних вакцин, може
стати впливовим знаряддям
щодо стимуляції системи при-
родженого імунітету та забез-
печити антиколонізаційну дію
дифтерійних імунопрофілак-
тичних препаратів.

Висновки

Обидві серії експеримен-
тального дифтерійного бактері-
ального препарату СН1 і СН2,
що відрізнялися концентра-
цією білка і були виготовлені
за допомогою різних джерел
ультразвуку, показали здат-
ність ефективно стимулювати
антитоксичний гуморальний
імунітет у піддослідних тварин
у складі комбінованої дифте-
рійної кандидат-вакцини.

Експериментальний анти-
генний препарат СН1, який мав
меншу концентрацію білка, для
досягнення захисного рівня
титрів антитіл потребував три-
разової імунізації тварин, тим-
часом як препарат СН2 забез-
печив значний ріст протидиф-
терійних антитіл вже після пер-
шого введення.

Одержані рівні протидифте-
рійних антитіл у РПГА після
введення комбінованих дифте-
рійних кандидат-вакцин з бак-
теріальним компонентом під-
дослідним тваринам є порів-
нювальними із дією офіци-
нальної вакцини АД-М, де як
ад’ювант використовується гі-
дроксид алюмінію.

Для забезпечення макси-
мальної ефективності та без-
печності експериментального
антигенного препарату опти-

мальне дозування доцільно
визначати за допомогою тестів
нешкідливості у певному інтер-
валі концентрації білка — від
0,05 мг/мл (СН1) до 0,3 мг/мл
(СН2, розведення 1 : 5).
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БИОХИМИЧЕСКИЙ ОТВЕТ ОРГАНИЗМА НА ПРОЦЕСС ВОСПАЛЕНИЯ ПРИ УСЛОВИИ ЛЕ-

ЧЕНИЯ СЛОЖНЫМИ ЭФИРАМИ ИБУПРОФЕНА ПРИ ИХ ТРАНСДЕРМАЛЬНОМ ВВЕДЕНИИ
Одесский национальный университет имени И. И. Мечникова, Одесса, Украина
Изучен биохимический ответ организма експериментальных животных на процесс карраги-

нанового воспаления при условии их лечения сложными эфирами ибупрофена. Воспалитель-
ный процесс вызывали субплантарным введением 0,2 мл 0,2 % раствора каррагинана в правую
(заднюю) конечность крыс. Кровь отбирали каждый второй день, начиная с первого дня экспе-
римента, на протяжении 10 дней. Лечение проводили путем трансдермального введения рефе-
рент-препарата ибупрофена и его сложных эфиров.

При трансдермальном введении сложные эфиры ибупрофена обладают высокой противо-
воспалительной активностью.

Ключевые слова: сложные эфиры ибупрофена, противовоспалительная активность, кар-
рагинановое воспаление, холинэстераза, сиаловые кислоты, серомукоиды, общий белок.




