
Э
п

и
де

м
и

ол
ог

и
я 

и
 В

а
кц

и
н

оп
р

оф
и

ла
кт

и
ка

/ 
E

p
id

em
io

lo
gy

 a
n

d
 V

a
cc

in
e 

P
re

ve
n

ti
on

 №
 1

7
 (6

)/
2

0
1

8

98

Практические аспекты эпидемиологии и вакцинопрофилактики 

Practical Aspects of Epidemiology and Vaccine Prevention

Л. Н. Синяшина, Е. Г. Сёмин, А. Ю. Медкова, Р. А. Сюндюкова, Г. И. Каратаев 

ФГБУ «НИЦЭМ им. Н. Ф. Гамалеи» Минздрава России

Доклиническое исследование токсичности 
и безопасности кандидатной живой коклюшной 
вакцины интраназального применения

   

   

Резюме

По данным Всемирной организации здравоохранения, на фоне массовой парентеральной иммунизации населения современ-

ными вакцинами во многих странах регистрируется рост заболеваемости коклюшем, в том числе среди подростков и взрослых. 

Увеличивается число трудно диагностируемых случаев коклюша – атипичных форм и бессимптомного бактерионосительства. 

Снижается эффективность современных коклюшных вакцин в связи с появлением «новых» штаммов B. pertussis. Сложившаяся 

эпидемиологическая картина требует создания новых, более эффективных вакцин и совершенствования методов и схем вакци-

нации. Наиболее перспективными для решения поставленных задач являются живые коклюшные вакцины, сконструированные 

с использованием современных методов генетической инженерии. Целью настоящего исследования является изучение токсич-

ности и безопасности инновационной рекомбинантной живой коклюшной вакцины интраназального применения в эксперимен-

тах на животных. Представленные результаты демонстрируют отсутствие острой, специфической токсичности и безопасность 

интраназального применения кандидатной вакцины.
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Abstract

Against the backdrop of mass parenteral immunization by present pertussis vaccines the incidence rate of pertussis is recorded in 

many countries, as well as among adolescents and adults, according to the World Health Organisation data. The number of cases of 

pertussis complicated to detect is increased, meaning atypical forms and inapparent bacteria carrying. In the presence of appearance 

of Bordetella pertussis strains of «new» genotype the efficacy of current pertussis vaccines is decreased. Existing epidemiologic situation 

cries out for development of new, more efficient pertussis vaccines and  improvement of immunization methods and schedules. The 

most promising for this problem solution are live pertussis vaccines, constructed with genetic engineering methods.

The goal of present research is studying of toxicity and safety of innovative recombinant live pertussis vaccine for intranasal 

administration in animals.

Obtained results demonstrate the absence of specific toxicity of candidate vaccine and its use safety in intranasal applying. 
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Введение
Коклюш – тяжёлое респираторное инфекцион-

ное заболевание,  до введения с начала 1950 годов 
массовой иммунизации цельноклеточной коклюш-
ной вакциной (ЦКВ) сопровождалось высокой 
детской смертностью. В 1990 годах в ряде эконо-
мически развитых стран, ЦКВ заменили на менее 
реактогенные бесклеточные коклюшные вакцины 
(БКВ). По данным ВОЗ, на фоне массовой парен-
теральной иммунизации населения современными 
вакцинами (ЦКВ и БКВ) ежегодно в мире погибают 
более 450 тыс. детей в возрасте до одного года. 
Смертность от коклюша младенцев до 6 месяцев 
в странах Африки достигает 10–15% [1]. Растет 
заболеваемость подростков и взрослых [2–4]. 
Увеличивается число трудно диагностируемых 
случаев коклюша из-за атипичных форм и бес-
симптомного бактерионосительства. Снижается 
эффективность современных коклюшных вакцин 
в связи с появлением измененных новых штаммов 
B. pertussis, способных преодолевать коллектив-
ный иммунитет [5, 6].

До недавнего времени большинство ис-
следований по определению иммунного отве-
та к бактериям B. pertussis, было сосредоточено 
на факторах, связанных с выработкой специфических 
антител. В настоящее время всё больше данных 
указывают на ведущую роль клеточного иммуните-
та в предотвращении первичного инфицирования 
бактериями B. pertussis. Исследования показали, 
что длительную защиту после перенесенного за-
болевания обеспечивает клеточный иммунитет. 
Постинфекционный иммунитет продолжительно-
стью до 15 лет связывают с индукцией клеток па-
мяти – Т-хелперов 1 типа (Th1) и 17 типа (Th17). 
При этом противококлюшные иммуноглобулины 
в крови определяются в течение двух–трёх лет [1, 3]. 
После иммунизации ЦКВ и БКВ специфические ан-
титела в диагностически значимых титрах также 
выявляются не более 1–3 лет [1, 3]. При этом ря-
дом исследователей показано, что вакцинация ЦКВ 
формирует более напряженный клеточный иммун-
ный ответ за счет хелперов 1-го типа, что обеспечи-
вает лучшую защиту от инфицирования B. pertussis 
по сравнению с БКВ, при иммунизации которой 
развивается гуморальный ответ, индуцируемый 
Т-хелперами 2-го типа (Th2) [1,7]. Формирование 
клеточного противобактерийного постинфекци-
онного иммунного ответа подтвердили результаты 
экспериментального инфицирования обезьян вида 
павиан анубис [7, 8], гамадрил и макака резус ви-
рулентными бактериями B. pertussis [9, 10]. После 
вакцинации обезьян ЦКВ также наблюдалось не-
которое ускорение элиминации вирулентных бак-
терий B. pertussis, тогда как иммунизация БКВ 
на этот процесс не влияла [8, 11, 12].

Таким образом, недостаточная эффективность 
современных БКВ и ЦКВ создает условия, при ко-
торых происходит изменение антигенной структуры 
бактерий B. pertussis, позволяющей возбудителю 

ускользать от поствакцинального иммунного отве-
та. Такая ситуация диктует необходимость разработ-
ки новых эффективных и безопасных препаратов 
для профилактики коклюша у младенцев и для ре-
вакцинации подростков и взрослых.

Наиболее перспективным представляется соз-
дание живой коклюшной вакцины для интрана-
зального применения, способной имитировать 
естественное инфицирование B. pertussis без про-
явления  клинических и лабораторных признаков 
заболевания и вызывать защитную реакцию ор-
ганизма, схожую с таковой после перенесенного 
заболевания.

Нами, в ФГБУ «НИЦЭМ им. Н. Ф. Гамалеи» 
Минздрава России, на основе штаммов, использу-
емых для производства ЦКВ в России, сконструиро-
ваны аттенуированные бактерии B. pertussis 4MKS, 
продуцирующие нетоксичную форму коклюшно-
го токсина (основного протективного антигена) 
и не синтезирующие дермонекротический токсин. 
На основе этих бактерий создан препарат кандидат-
ной рекомбинантной живой коклюшной вакцины 
(РЖКВ) для интраназального применения [13, 14].

Цель исследования – изучение токсичности 
и безопасности экспериментальных серий препа-
рата кандидатной рекомбинантной живой коклюш-
ной вакцины (РЖКВ).

Материалы и методы
Изучение токсичности и безопасности препа-

рата РЖКВ проводили в рамках программы до-
клинического исследования по Государственному 
контракту № 13411.1008799.13.152 на НИОКР 
«Доклинические исследования живой вакцины ин-
траназального применения для профилактики ко-
клюша» Шифр «2.1 Вакцина коклюш 2013» по теме: 
«Доклинические исследования живой вакцины ин-
траназального применения для профилактики ко-
клюша» в соответствии с требованиями Минздрава 
России.

Животные. Инбредные мыши линии Balb/c 
и C57 BL/6 весом 12–16г; новорожденные аут-
бредные мышата и крысята;  морские свинки весом 
150 г; кролики породы шиншилла весом 1,0–1,5 кг.

Острую токсичность РЖКВ определяли на двух-
недельных мышатах и крысятах в соответствии 
со стандартными методиками (А. Н. Миро нов, 
2012 [15]). На базе лицензированного для осу-
ществления доклинических исследований АНО 
«ИМБИИТ» про водили: наблюдение за поведением 
животных; общий и биохимический анализ крови; 
измерение веса тела и отдельных органов; пато-
морфологическое изучение состояния внутренних 
органов. Препарат вводили однократно в макси-
мально возможных дозах: мышатам интраназально 
1010 м. к. (10 МЕ – 10 предполагаемых иммунизи-
рующих доз для человека) и внутрибрюшинно – 
2 х 1010 м. к. (20 иммунизирующих доз); крысятам 
обоими способами введения в одинаковой дозе – 
2,5 х 1010 м. к.
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Подготовка препарата и суспензии. Лиофилизат 
препарат РЖКВ серии 1.1.11 (2 х 1011 МЕ) не-
посредственно перед введением суспендировали 
в 200 мкл стерильного 0,9% раствора натрия хлори-
да при комнатной температуре, перемешивали до по-
лучения однородной взвеси. Субстанцию готовили 
суспендированием в 0,9% растворе натрия хлори-
да 18–20 часовой культуры бактерий, собранных 
с чашки Петри. Суспензию доводили до нужной од-
нородности и мутности по стандарту (ОСО 42-28-85-
2014). Препарат в нужных концентрациях, с учётом 
возможного объёма, вводили однократно интрана-
зально и внутрибрюшинно: мышатам интраназаль-
но 1010 м. к. – 10 МЕ и внутрибрюшинно – 2 х 1010 
м. к. – 20 МЕ; крысятам по 2,5 х 1010 м. к. – 25 МЕ 
обоими путями введения. Интраназально, без нар-
коза препарат вводили шприцем типа Гамильтон 
200 мкл в объёме 10–15 мкл – мышатам и (20–
30) мкл – крысятам. Взрослым мышам вводили 
25–30 мкл препарата интраназально после нарко-
за. Для краткосрочного наркоза, обеспечивающе-
го свободное дыхание животного, внутримышечно 
вводили раствор «Золетила» (Франция) в количе-
стве 0,2–0,4 мг. Каплю суспензии на конце иглы 
шприца Гамильтон (20–25 мкл) подносили к носу 
мыши (крысы) добиваясь её полного вдыхания без 
разбрызгивания.

Лейкоцитозстимулирующую (ЛСА), гистаминсен-
сибилизирующую (ГСА) активности и весовую ток-
сичность препаратов определяли в соответствии со 
стандартными методиками при внутрибрюшинном 
и интраназальном введении взрослым мышам [8]. 
Интраназально в объеме 25 мкл, внутрибрюшинно 
по 0,5 мл (10 МЕ).

Активность дермонекротического токсина (ДНА) 
определяли при внутрикожном введении кроликам 
и морским свинкам по 0,2 мл РКЖД – 4 МЕ (МУК 
4.2.2317- 080).

Аллергизирующую активность препарата РЖКВ 
определяли в тестах конъюнктивальной пробы 
и активной кожной анафилаксии на морских свин-
ках [15].

Оценку сенсибилизирующих свойств РЖКВ про-
водили с помощью теста Овери – определение 
«немедленной анафилактической реакции кожи» 
в нашей модификации (замена парентерально-
го способа введения препарата на интраназаль-
ный). Морских свинок трёхкратно интраназально 
сенсибилизировали РЖКВ, содержащим 10 МЕ 
в 100 мкл суспензии. Через 20 дней внутрикож-
ного вводили 100 мкл вакцины в дозе 10 и 2 МЕ 
и через 20 минут внутрисердечно краситель си-
него Эванса. После эвтаназии свинок эфиром из-
мерили размер окрашенного пятна на внутренней 
поверхности кожи в месте введения препарата. 
Использовали морских свинок весом 250–300 г. 
Контролем служили свинки, которым препа-
рат для сенсибилизации организма не вводили). 
Опытных свинок сенсибилизировали трёхкрат-
ным введением 0,5 мл раствора, содержащего 

0,5 мкг овальбумина (Sigma, США) и 0,5 мг гидро-
окиси алюминия или трёхкратным интраназаль-
ным введением препаратом РЖКВ. Через 10 дней 
животным закапывали в правый глаз по 50 мкл 
препарата РЖКВ (10 вакцинных доз), а в левый – 
30 мкл 0,9% раствора натрия хлорида рН 6,8–7,2 
и наблюдали за состоянием конъюнктивы глаз.  
Критерием аллергической реакции было наличие 
расширения сосудов конъюнктивы правого глаза 
кролика в сравнении с левым – контрольным.

Статистическая  обработка результатов. Сред-
ние значения измеряемых величин и их стандарт-
ные отклонения вычисляли с использованием 
программы Microsoft Excel 2007  Достоверность 
различия сравниваемых средних значений опреде-
ляли по критерию Стьюдента [4].

Результаты и обсуждение
1.  Исследование острой токсичности РЖКВ 

на двухнедельных мышатах и крысятах
Препарат РЖКВ предполагается применять 

для вакцинации младенцев и ревакцинации под-
ростков и взрослых, в связи с этим исследование 
острой токсичности препарата и субстанции – жи-
вые аттенуированные бактерии B. pertussis 4MKS, 
проводили на двухнедельных мышатах и крысятах.

Субстанцию вводили в максимально возмож-
ной дозе, исходя из веса и возраста животных: 
интраназально – 1010 м. к. (10 МЕ), внутрибрюшин-
но – 2 х 1010 м. к. (20 МЕ), крысятам обеими спо-
собами – 2,5 х 1010 м. к. (25 МЕ). Препарат РЖКВ 
вводили только интраназально, поскольку в его со-
став, помимо субстанции, в качестве стабилизато-
ров входят желатин и сахароза, действие которых 
на неполовозрелых животных при внутрибрюшин-
ном введении не описано.

Токсичность препарата РЖКВ и субстанции ис-
следовали общепринятыми методами, определяя: 
показатели токсичности; клинические и биохи-
мические показатели крови; морфометрическую 
и гистологическую оценку внутренних органов 
и тканей [15].

Изучение поведения, динамики изменения веса 
мышат и крысят при интраназальном и внутрибрю-
шинном введении субстанции и интраназальном 
введении РЖКВ в указанных дозах не зарегистри-
ровало отклонений в сравнении с контролем.

Результаты измерения относительной мас-
сы внутренних органов (масса органа/масса 
тела х 100%) через 24 ч после введения РЖКВ 
выявили незначительное уменьшение веса тимуса 
и селезёнки после введения субстанции в дозе 
20 МЕ (табл. 1).

Через 7 суток отклонение от массы этих ор-
ганов было статистически недостоверным по от-
ношению к контрольной группе. В экспериментах 
с крысятами (доза РКЖВ 25 МЕ) отклонений отно-
сительной массы внутренних органов зарегистри-
ровано не было. Гистологическое исследование 
внутренних органов мышат и крысят не выявило 
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какой-либо патологии внутренних органов и тка-
ней животных.

Измерения клинических и биохимических па-
раметров крови проведены у контрольных и вак-
цинированных крысят. Вакцинация не повлияла 
на показатели клинического анализа, активно-
сти ферментов и количества билирубина (табл. 2 
и 3). Показатели углеводного, липидного, белко-
вого и водно-солевого обмена вакцинированных 
крысят также были в пределах нормы (данные не 
представлены).

2.  Изучение местно-раздражающего действия 
препарата РЖКВ
О местном раздражающем действии препарата 

РЖВК судили по результатам макроскопического 
и гистологического исследования носовых ходов 
у крысят при интраназальном введении и у мы-
шат при подкожном введении. На гистологических 
препаратах не было отмечено полнокровия, гипер-
плазии или некроза эпителия, а также увеличения 
количества бокаловидных клеток и других морфо-
логических изменений. При подкожном введении 
мышатам РЖВК макроскопическое и гистологиче-
ское исследования также не выявили патологиче-
ских изменений в месте введения.

Исследование специфической  токсичности 
препарата РЖКВ

а) Определение лейкоцитозстимулирующей 
активности (ЛСА). ЛСА препарата РЖКВ опреде-
ляли после интраназального введения в дозе 1010 
м. к. (10 МЕ). В качестве препарата сравнения 

использовали коммерческий препарат АКДС вак-
цины серии 252/ААП/15, который вводили внутри-
мышечно. Результаты сравнительного определения 
ЛСА при использовании мышей линии Balb/C пред-
ставлены в таблице 4.

Из таблицы видно, что абсолютные значения 
количества лейкоцитов у контрольных мышей на-
ходились в допустимом для эксперимента диапазо-
не, уровень лейкоцитов достоверно ниже у мышей, 
инокулированных интраназально или внутрибрю-
шинно РЖКВ, по сравнению с животными, которым 
внутрибрюшинно была введена вакцина АКДС. 
Субстанция также не проявляла ЛСА при обоих 
способах введения.

б) Определение гистаминсенсибилизиру-
ющей активности (ГСА). Для сравнительного 
определения ГСА РЖКВ использовали отрасле-
вой стандартный образец – ОСО-5 (42-28-87-02П) 
и АКДС вакцину серии 252/ААП/15 в соответствии 
с МУК (4.2.2317-080). Гибели мышей, иммунизи-
рованных РЖКВ, после введения разрешающей 
дозы гистамина сульфатдигидрохлорида (2,5 мг 
на мышь) не было. При этом значения индексов 
ГСА для препаратов ОСО-5 и АКДС имели дозозави-
симый характер, что и позволило считать экспери-
мент проведенным корректно (табл. 5).

Изучение дермонекротической активности пока-
зала полное отсутствие некротических изменений 
кожи кролика при исследовании трёх серий препа-
рата РЖКВ и двух серий субстанции. На рисунке 1 
видно, что через 72 ч после внутрикожного вве-
дения 0,2 мл (2 МЕ, 1 МЕ, 0,5 МЕ) одной из серий 
РЖКВ кожный покров оставался без изменений, 

Таблица 1. 
Средние показатели групповой относительной массы внутренних органов мышат в процентах, через 24 часа
Table 1. Average values of the group relative mass of the internal organs of mice in percentage, after 24 hours

Органы
Organs

Контроль
Control

Инраназаль-
ное введение 

субстанции 
Intranasal 

administration of 
the substance

Внутрибрюшиное 
введение субстанции 

Intraperitoneal administration of the 
substance

Интраназальное 
введение РЖКВ 

Intranasal 
administration 
of recombinant 

live pertussis 
vaccine

‒ 10 МЕ 15 МЕ 20 МЕ 10 МЕ

Печень
Liver 4,08 ± 0,058 3,98 ± 0,142 4,24 ± 0,220 4,75 ± 0,388 4,10 ± 0,084

Почки
Kidney 1,41 ± 0,053 1,44 ± 0,038 1,38 ± 0,034 1,54 ± 0,110 1,41 ± 0,019

Селезенка
Spleen 0,53 ± 0,016 0,50 ± 0,018 0,49 ± 0,019 0,41 ± 0,040* 0,49 ± 0,020

Сердце 
Heart 0,57 ± 0,010 0,58 ± 0,018 0,61 ± 0,042 0,53 ± 0,022 0,56 ± 0,015

Тимус
Thymus 0,61 ± 0,018 0,61 ± 0,029 0,55 ± 0,023 0,53 ± 0,056* 0,55 ± 0,013

Легкие
Lungs 1,42 ± 0,006 1,39 ± 0,052 1,60 ± 0,104 1,59 ± 0,125 1,45 ± 0,042

Примечание: *Различие в сравнении с контролем значимо по t-критерию Стьюдента (p < 0,05). 
Note: *Difference in comparison with the control is significant according to Student’s t test (p <0.05).
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Таблица 2. 
Показатели клинического анализа крови крысят после интраназального и внутрибрюшинного введения препарата 
кандидатной РЖКВ 
Table 2. Indicators of clinical analysis of blood of rats after intranasal and intraperitoneal administration of the drug can-
didate recombinant live pertussis vaccine

Сутки после 
введения 
Day after 

administration 

Контрольная группа
Control group

Интраназальное 
введение 

субстанции
Intranasal
substance 

administration

Внутрибрюшинное 
введение 

субстанции 
Intraperitoneal 
administration 

of the substance 

Интраназальное 
введение РЖВК

Intranasal 
administration 

of recombinant live 
pertussis vaccine

Эритроциты 
Red blood cells (RBC), 1012/л

Фоновое значение 
Background value 3,7 ± 0,10 3,8 ± 0,17 3,6 ± 0,14 3,8 ± 0,14

1 3,9 ± 0,08 3,9 ± 0,05 3,8 ± 0,19 3,7 ± 0,08

7 5,2 ± 0,05 5,0 ± 0,09 5,1 ± 0,12 4,7 ± 0,102

Тромбоциты 
Platelets (PLT), 109/л

Фон 
Background 553,0 ± 30,61 530,8±27,21 522,5±45,48 509,5 ± 63,14

1 604,0 ± 80,57 503,8±19,51 521,3 ± 58,37 548,5 ± 42,19

7 545,5 ± 36,12 556,8±46,35 653,5 ± 100,35 646,8 ± 89,26

Гематокрит 
Hematocrit (HCT), %

Фон
Background 25,4 ± 0,10 26,8±1,19 25,4 ± 0,63 25,6 ± 0,77

1 25,6 ± 0,94 24,2±0,41 23,9 ± 0,81 24,7 ± 0,51

7 31,2 ± 1,34 32,3 ± 1,94 31,4 ± 0,89 29,7 ± 2,35

Гемоглобин 
Hemoglobin (HGB), г/л

Фон 
Background 100,0 ± 3,03 97,9 ± 1,72 99,4 ± 4,53 102,0 ± 3,70

1 100,3 ± 2,87 97,0 ± 5,80 93,3 ± 6,36 95,5 ± 0,50

7 120,3 ± 3,40 117,3 ± 2,46 117,3 ± 2,84 118,8 ± 4,48

Лейкоциты 
White blood cells (WBC), 109/л

Фон 
Background 6,7 ± 0,50 6,0 ± 0,60 6,2 ± 0,43 6,2 ± 0,37

1 5,4 ± 0,70 5,5 ± 0,33 5,4 ± 0,73 8,2 ± 1,35

7 7,6 ± 0,58 8,8 ± 0,82 8,1 ± 1,46 6,6 ± 1,73

Лимфоциты 
Lymphocytes (LYM), %

Фон 
Background 72,4 ± 1,42 72,4 ± 1,64 71,1 ± 0,86 72,0 ± 2,33

1 72,2 ± 2,30 69,9 ± 2,01 67,6 ± 3,18 65,5 ± 3,96

7 74,1 ± 0,26 72,1 ± 1,38 72,9 ± 1,17 72,5 ± 0,71

Моноциты 
Monocytes (MID), %

Фон 
Background 10,8 ± 0,63 11,9 ± 2,05 10,3 ± 1,05 10,7 ± 1,36

1 10,3 ± 1,10 10,2 ± 0,55 12,5 ± 1,61 11,5 ± 1,00

7 9,9 ± 0,30 10,9 ± 0,95 10,6 ± 1,22 10,9 ± 0,86
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не было какого либо покраснения или уплотнения, 
в то время как при внутрикожном введении ми-
кробной суспензии изогенного вирулентного штам-
ма B. pertussis 475 в концентрации 1 МЕ и в том 
же объёме наблюдали выраженный некроз раз-
мером около 20 мм, характерный для нативных 
бактерий возбудителя коклюша.

Изучение специфической токсичности препарата 
РЖКВ в тесте определения массы тела мышей 
(МТМ) 

При интраназальном и внутрибрюшинном вве-
дениях в дозе 10 МЕ статистически зарегистри-
ровано относительное увеличение массы тела 
животных. Прирост массы тела вакцинированных 

мышей/прирост массы тела контрольных мышей 
х 100 был равен 102 и 66% при интраназаль-
ном и внутрибрюшинном введении соответствен-
но. Прирост МТМ у мышей, инокулированных 
внутрибрюшинно субстанцией (без стабилизатора), 
составил 98%, а внутрибрюшинное введение ста-
билизатора приводило к снижению МТМ (табл. 6).

Изучение аллергизирующей активности препарата 
РЖКВ 

После трёхкратного интраназального и внутри-
кожного введения морским свинкам и последую-
щего внутривенного введения красителя Эванса 
(синего) характерных реакций сенсибилизации вы-
явлено не было. В месте введения на внутренней 

Таблица 3. 
Средние показатели активности ферментов и содержания билирубина крови у крысят после интраназального 
и внутрибрюшинного введения препарата кандидатной РЖКВ и субстанции 
Table 3. The average activity of enzymes and the content of blood bilirubin in rats after intranasal and intraperitoneal 
administration of the drug candidate recombinant live pertussis vaccine and substance

Сутки после 
введения 
Day after 

administration 

Контрольная группа
Control group

Интраназальное 
введение 

субстанции
Intranasal
substance 

administration

Внутрибрюшинное 
введение 

субстанции 
Intraperitoneal 
administration 

of the substance 

Интраназальное 
введение РЖВК

Intranasal 
administration 

of recombinant live 
pertussis vaccine

Гранулоциты 
Granulocytes (GRAN), %

Фон 
Background 16,9 ± 1,54 15,7 ± 1,26 18,7 ± 0,42 17,3 ± 1,63

1 18,0 ± 1,65 19,9 ± 1,53 19,9 ± 4,70 23,0 ± 3,08

7 16,1 ± 0,23 17,0 ± 0,46 16,5 ± 1,52 16,6 ± 0,52

Сутки после 
введения 
Day after 

administration

Контроль 
Control group

Интраназальное 
введение субстанции 

Intraperitoneal 
administration of the 

substance

Внутрибрюшинное 
введение субстанции 

Intraperitoneal 
administration  

of the substance

Интраназальное 
введение РЖКВ 

Intranasal 
administration of 
recombinant live 
pertussis vaccine

АЛТ, Е/л 
Alanine aminotransferase, Е/l

1 47,0 ± 3,67 47,2 ± 0,21 44,5 ± 4,60 45,9 ± 5,98

7 43,4 ± 5,66 48,2 ± 5,03 43,8 ± 3,58 42,6 ± 3,50

АСТ, Е/л 
Aspartate aminotransferase, Е/l

1 158,0 ± 12,84 190,6 ± 12,43 181,1 ± 26,83 161,4 ± 9,42

7 167,0 ± 6,45 176,6 ± 4,76 162,8 ± 26,49 156,9 ± 9,45

Щелочная фосфатаза, Е/л 
Alkaline phosphatase, Е/l

1 787,1 ± 84,75 817,5 ± 59,52 852,3 ± 42,07 713,0 ± 55,12

7 802,3 ± 64,04 885,5 ± 68,84 868,3 ± 92,63 851,9 ± 66,09

Общий билирубин, мкмоль/л 
Total bilirubin, μM/l

1 1,1 ± 0,09 1,1 ± 0,103 1,0 ± 0,11 1,0 ± 0,08

7 1,2 ± 0,10 1,2 ± 0,10 1,1 ± 0,12 1,1 ± 0,07
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поверхности кожи морских свинок размер окра-
шенного пятна не превышал 2 мм, так же, как 
и после введения физиологического раствора, что 
является подтверждением отсутствия немедленной 
анафилактической реакции. У морских свинок по-
сле местной аппликации препарата РЖКВ, так же 
как и у контрольных животных, не было зареги-
стрировано признаков сенсибилизации конъюн-
ктивы глаза.

В современных условиях как наиболее пер-
спективным, рассматривается создание эффек-
тивных коклюшных вакцин интраназального 
введения на базе живых аттенуированных бакте-
рий B. pertussis. Такие вакцины в настоящее время 
разрабатывают ученые России и Франции [12, 14]. 
Особенно важно, что РЖКВ предполагается приме-
нять для первичной иммунизации младенцев, а так-
же ревакцинации подростков и взрослых. В ФГБУ 

Таблица 4. 
Лейкоцитозстимулирующая активность РЖКВ при интраназальном и внутрибрюшинном введениях мышам Balb/c
Table 4. Leukocytosis-stimulating activity of recombinant live pertussis vaccine (RLPV) and substance with intranasal 
and intraperitoneal injections into mice Balb/c

Таблица 5. 
Гистаминсенсибилизирующая активность РЖКВ при интраназальном и внутрибрюшинном введении мышам 
линии C57 BL/6
Table 5. Histamine sensitizing activity of recombinant live pertussis vaccine with intranasal and intraperitoneal 
administration to mice C57 BL/6

Препарат
Drug

Доза
Dose №1) Способ введения 

Mode of administration

Количество лейкоцитов 
через 72 часа 

The number of leukocytes after 
72 hours

РЖКВ серия 1.1.11 
RLPV series 1.1.11 10 МЕ 10 интраназально

intranasally 9700 ± 900

РЖКВ серия 1.1.11 
RLPV series 1.1.11 10 МОЕ 10 внутрибрюшинно

intraperitoneally 12700 ± 1000

Вакцина АКДС серия 
252/ААП/15
DPT vaccine series 252/
ААП/15

10 МЕ 10 внутрибрюшинно
intraperitoneally 21700 ± 2800

0,85% р-р 
solution NaCl 0,5 мл ml 5 интраназально 

intranasally 7990 ± 1151

0,85% р-р  
solution NaCl 25 мкл mkl 5 внутрибрюшинно

intraperitoneally 6840 ± 737

Примечание: 1) Количество мышей в эксперименте. 
Note:1)The number of mice in the experiment 

Примечание: 1)количество мышей в опыте; 2)количество выживших мышей; 3)количество погибших мышей
Note: 1) the number of mice in the experiment; 2) the number of surviving mice; 3) the number of dead mice

Препарат
Drug

Доза
Dose 

(м.к.  х 109)
N

0
1)

Способ введения 
Mode 

of administration

Гибель мышей 
Death of mice

N
в

2) N
п

3)

% 
Death 

of 
mice

ГСД
50 

HSF
50

 
(м. к.  х 

109)
2 ч 
h

24 ч
h

РЖКВ серия 1.1.11 
RLPV series 1.1.11

10,0
2,0
0,4

10
10
10

интраназально
intranasally

0
0
0

0
0
0

10
10
10

0
0
0

0
0
0

нр

РЖКВ серия 1.1.11 
RLPV series 1.1.11

10,0
2,0
0,4

10
10
10

внутрибрюшинно
intraperitoneally

0
0
0

0
0
0

9
10
10

1
0
0

10
0
0

нр

ОСО-5 10,0
2,0
0,4

10
10
10

внутрибрюшинно 
intraperitoneally

8
6
0

0
0
0

2
4

10

8
6
0

80
60
0 2,1

АКДС 
DPT vaccine

10,0
2,0
0,4

10
10
10

внутрибрюшинно
intraperitoneally 

8
6
2

0
0
0

2
4
8

8
6
2

80
60
20

2,7

Контроль
Control 0,9% NaCl 10 внутрибрюшинно 

intraperitoneally 
0 0 0 0 0 –

Контроль
Control

0,9% NaCl 10
интраназально 

intranasally 0 0 0 0 0 –
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Рисунок 1. 
Исследование дермонекротической активности препарата РЖКВ и субстанции при внутрикожном введении 
кроликам. Стрелками указаны места введения РЖКВ (а), и вирулентных бактерий B. pertussis 475 (б)
Figure 1. The study of the dermonekroticheskoy activity of the drug recombinant live pertussis vaccine (RLPV)  
and substance when administered intracutaneously to rabbits The arrows indicate the sites of administration of RLPV (a), 
and virulent bacteria B. pertussis 475 (b) 

(а)

(б)
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«НИЦЭМ им. Н. Ф. Гамалеи» Минздрава России 
на основе генетически аттенуированных бак-
терий B. pertussis создан лиофилизированный 
препарат кандидатной рекомбинантной живой 
коклюшной вакцины (РЖКВ) для интраназально-
го применения [13, 14]. Доклиническое изучение 
токсичности РЖКВ на неполовозрелых мышатах 
и крысятах показало, что препарат не вызыва-
ет патологических изменений органов новорож-
денных животных при введении дозы препарата,  
в 10–25 раз превышающей дозу, предназнача-
емую для иммунизации людей. Снижение веса 
тимуса и селезёнки у вакцинированных мышат, 
зарегистрированное через сутки после введе-
ния, нивелировало и на 7-й день наблюдения 
масса органов была такой же, как у контрольных 
животных. При гистологическом исследовании 
этих органов каких-либо отклонений не выяв-
лено. К тому же при повторных экспериментах 
на мышатах из другого помёта снижения веса ти-
муса и селезёнки выявлено не было. У крысят во 
все сроки наблюдения уменьшения веса тимуса 
не наблюдали, что также подтвердило безопас-
ность РЖКВ.

Отсутствие токсичности препарата РЖКВ также 
подтверждали результаты клинических и биохими-
ческих анализов крови иммунизированных мышат 

и крысят, не выявившие каких-либо отклонений 
от контрольных показателей.

Препарат РЖКВ при интраназальном введении 
не оказывал местного раздражающего и системно-
го аллергизирующего действия, что говорит о его 
гипоаллергенности.

Аналогичные результаты были получены нами 
на экспериментальной модели обезьян мака-
ка резус. В носоглотке обезьян после однократ-
ной и двукратной инокуляции препарата РЖКВ 
не было зарегистрировано каких-либо отклоне-
ний от нормы. Не было зарегистрировано и из-
менения количества IgE в сыворотке крови 
обезьян, что также свидетельствовало об отсут-
ствии системного аллергизирующего действия 
РЖВК интраназального применения (результаты 
не опубликованы).

Исследования специфической токсичности 
РЖКВ, проведённые по стандартной для коклюш-
ных вакцин схеме, не выявили специфической для 
вирулентных бактерий B. pertussis токсичности 
КТ – ЛСА, ГСА и активности дермонекротического 
токсина, что доказало полноценность аттенуации 
и стабильность модификации вирулентных бакте-
рий B. pertussis 475, являющихся родительским 
штаммом для конструирования аттенуировнных 
бактерий B. pertussis 4MKS. Изучена генетическая 

Таблица 6. 
Определение специфической токсичности препарата РЖКВ и субстанции в тесте изменения массы тела мышей 
(МТМ) 
Table 6. Determination of the specific toxicity of the drug RLPV and substance in the test of changes in the body weight 
of mice (BWM)

Образец
Доза 
Dose

МЕ

Способ 
введения 
Mode of 

administration

Групповая МТМ (г) 
Groups BWM (g) Прирост МТМ (г)

Growth  BWM (g)
День 

введения 
Introduction 

day

Через 
72 ч

After 72 h

Через 
7 суток

After 7 days
Через 72 ч
After 72 h

Через 
7 суток 

After 7 days

Субстанция   
Substance 10  i/р 174,2 191,0 210,6 + 16,0 + 36,5

Субстанция 
Substance 10  i/n 163,3 179,3 199,8 + 17,8 + 46,4

РЖКВ
серия 1.1.11 RLPV 
series 1.1.11

10  i/n 162,6 176,8 195,2 + 14,2 + 32,6

РЖКВ
серия 1.1.11 RLPV 
series 1.1.11

10  i/р 161,3 173,5 187,5 + 12,2 + 24,8

Стабилизатор 
Stabilizer 0,5 мл i/р 167,6 163,4 158,5 - 4,6 - 9,1

Контроль 
Control Физ. р-р.  i/n 187,6 196,8 219,6 + 9,2 + 32,0

Контроль 
Control Физ. р-р. i/р 167,2 182,1 204,5 +4,9 +37,3

Примечание:  В каждую группу входило по 10 мышей линии Balb/c: i/р – внутрибрюшинное введение 0,5 мл препарата; i/n – интраназальное 
введение 25 мкл.
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и структурная стабильность аттенуированных бак-
терий B. pertussis [13, 14].

Изменение массы тела мышей после введения 
тестируемого препарата является важной харак-
теристикой его токсичности. Согласно националь-
ным стандартам коклюшная вакцина считается 
безвредной, если относительный прирост МТМ мы-
шей равен 70% или более от прироста МТМ кон-
трольной группы. При интраназальном введении 
мышам РКЖВ прирост МТМ был выше по сравне-
нию с контрольными животными. Измеренные по-
казатели при интраназальном и внутрибрюшинном 
введении субстанции (аттенуированные бактерии 
B. pertussis 4MKS) также были существенно выше, 
чем у контрольных мышей, что указывало на отсут-
ствие токсичности исследуемого препарата.

Относительный прирост веса мышей при внутри-
брюшинном введении РЖКВ составил 66%, что не-
сколько меньше контрольных значений. Задержка 
увеличения веса мышей после внутрибрюшинно-
го введения РЖВК связана, скорее всего, с при-
сутствием в препарате сахарозы и желатина, 
разрешённых к медицинскому применению без ка-
ких-либо ограничений, но не охарактеризованных 
в тесте весовой токсичности. Действительно, наши 
эксперименты показали, что внутрибрюшинное 
введение мышам стабилизатора (смесь сахарозы 
и желатина) приводит к снижению веса животных. 
То есть, некоторое отступление параметра весо-
вой токсичности при внутрибрюшинном введении 
РЖКВ взрослым мышам от принятой для АКДС 
нормы связано, вероятно, с присутствием в нём 
сахарозы и/или желатина. Интересно отметить, 
что внутрибрюшинное введение стабилизатора не-
половозрелым мышатам в значительно меньших 

дозах приводило не только к задержке их роста, 
но и к гибели части животных. При этом не было 
зарегистрировано видимых нарушений в структуре 
внутренних органов мышат.

Таким образом, в рекомендуемых для докли-
нического изучения тестах  препарат кандидатной 
РЖКВ был не токсичен и безопасен.

Выводы
1. Однократное интраназальное и внутрибрюшин-

ное введение препарата кандидатной РЖКВ 
в 25-кратной дозе (2,5 х 1010 м. к.), предпола-
гаемой для иммунизации людей, не вызывало 
гибели животных и признаков интоксикации.

2. Однократное интраназальное введение препа-
рата кандидатной РЖКВ в 10-кратной дозе для 
человека не приводило к гибели животных, так 
же как и внутрибрюшинное введение 20-крат-
ной иммунизирующей дозы.

3. Препарат кандидатной РЖКВ при интраназаль-
ном введении не проявлял местнораздражаю-
щего и аллергизирующего действия.

4. Исследование клинических и биохимических по-
казателей крови, морфометрическая и гистоло-
гическая оценка внутренних органов и тканей 
мышат и крысят через одни сутки и 7 дней после 
введения препарата кандидатной РЖКВ обои-
ми способами не вызывали каких-либо патоло-
гических изменений.

5. Доклинические исследования препарата кан-
дидатной РЖКВ интраназального применения 
продемонстрировали безопасность и отсутствие 
токсичности. Препарат РЖВК может быть реко-
мендован для дальнейшего клинического иссле-
дования на добровольцах.
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ИНФОРМАЦИЯ CDC

Охват рутинной вакцинацией в 2017 году
(Выдержки из публикации в MMWR  16 ноября, 2018; 67(45))

По данным ВОЗ, ЮНИСЕФ, общий охват тремя 
дозами вакцины АКДС увеличился с 79 (2007 г.) 
до 84% (2010 г.) и оставался стабильным с 2010 
по 2017 г. (с 84 до 85%). Подобно охвату АКДС, 
общий охват первой дозой вакцины против кори 
вырос с 80 (2007 г.) до 84% (2010 г.) остается 
стабильным. Охват третьей дозой вакцины против 
полиомиелита оставался стабильным на уровне 
84–85% с 2010 года. С 2007 по 2017 год общий 
охват второй дозой коревой вакциной увели-
чился с 33 до 67%, ротавирусной вакциной (от 2 
до 28%), а также вакцинами: пневмококковой 
конъюгированной (с 4 до 44%), против краснухи 
(с 26 до 52%), от Haemophilus influenzae типа b) 
(с 25 до 72%) и против гепатита B) (при рождении: 
с 24 до 43% и тремя дозами: с 63 до 84%). Для до-
стижения и поддержания высокого уровня охва-
та вакцинацией необходимы целенаправленные, 

ориентированные на конкретную ситуацию стра-
тегии, особенно в странах с наибольшим числом 
непривитых детей.

По охвату вакцинации лидирует Американский 
регион ВОЗ, за ним следуют  по убывающей: Ев-
ропейский, Юго-Восточной Азии,  Восточного Сре-
диземноморья и Африканский. В национальные 
календари прививок стран-членов ВОЗ включены 
вакцины КДС, полиомиелитная, коревая (100% 
стран), три дозы гепатитной, ХИБ (97% и  98% 
стран соответственно). Только 54% стран приви-
вают новорожденных от гепатита В, 49% стран – 
от ротавирусной инфекции.

Подготовил Н. А. Озерецковский

Источник: https://www.cdc.gov/mmwr/
volumes/67/wr/mm6745a2.htm


