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Исследование посвящено разработке новых бактериальных дифтерийных вакцин, направленных на предупреждение колони-
зации слизистых оболочек, формирование бактерионосительства и способствующих снижению циркуляции C. diphtheriaе сре-
ди населения. В качестве основы кандидат-вакцины предлагается дифтерийный бактериальный антигенный препарат, получен-
ный с помощью электро-магнитного излучения сверхвысокой частоты из культуры C. diphtheriaе, var. gravis, tox +. 
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Эпидемическое возвращение дифтерии в стра-
нах Восточной Европы в 1990-х годах стало свидетельст-
вом постоянной угрозы этого, как уже считалось к тому
времени, редкого заболевания. Медицинское сообщест-
во вынуждено было признать, что Corynebacterium diph-
theriae все еще является глобальным медицинским вызо-
вом, который требует пристального внимания и разра-
ботки новых подходов для борьбы с инфекцией [1—4].

Основой эпидемического процесса дифтерии является
циркуляция инфекции среди населения посредством бак-
терионосительства и легких, не диагностированных форм
заболевания, которые определяют сохранение резерву-
ара инфекции в человеческой популяции [5]. В межэпиде-
мический период спорадические случаи генерализован-
ных заболеваний, при своевременной диагностике, не
представляют собою масштабной угрозы инфицирования
большого количества людей. Выявленных в очагах дифте-
рии бактерионосителей санируют антибиотиками, одна-
ко эффективные методы лечения состояния стойкого но-
сительства отсуствуют. Таким образом, на практике ла-
тентная передача дифтерийной инфекции остается, в

основном, за рамками противоэпидемических и профи-
лактических мероприятий.

Официальной доктриной ВОЗ по вопросу специфиче-
ской иммунопрофилактики дифтерии является предуп-
реждение тяжелых, токсических форм заболевания путем
создания коллективного иммунитета с не менее чем 90-про-
центным охватом населения 3-кратной иммунизацией
дифтерийным анатоксином [6].

Текущее десятилетие — 2011—2020 гг. — Всемирная
организация здравоохранения объявила десятилетием
вакцин. Глобальный план действия по отношению к вакци-
нам (ГПДВ), одобренный 194 странами-членами Всемир-
ной ассамблеи здравоохранения в мае 2012 года, являет-
ся рамочным документом для предупреждения к 2020 году
миллионов случаев смерти от инфекций, управляемых
средствами специфической профилактики. ГПДВ направ-
лен на укрепление плановой иммунизации и предусмат-
ривает следующие задачи: (1) достижение целевых пока-
зателей по охвату вакцинацией; (2) наращивание темпов
борьбы с инфекциями, которые можно предотвратить с
помощью вакцин; (3) внедрение новых и улучшеных вак-
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цин; (4) внедрение разработок для получения вакцин и
технологий следующего поколения [6].

Общепринятым маркером защищенности человека от
заболевания дифтерией является уровень антитоксина в
крови. Однако, как известно, поствакцинальный антиток-
сический иммунитет не предотвращает колонизацию ко-
ринебактериями дифтерии слизистых оболочек и состоя-
ние бактерионосительства C. diphtheriae [5, 7]. В сущест-
вующих вакцинах против дифтерии не задействован
спектр бактериальных антигенов, индуцирующих интег-
ральный ответ иммунной системы организма на совокуп-
ный патогенный потенциал возбудителя, направленный
на эффективное проникновение патогена в макроорга-
низм. Таким образом, искусственный активный антиток-
сический иммунитет можно считать необходимым, но не
достаточным условием защищенности от дифтерии. Под-
тверждением этому может служить как важнейшая осо-
бенность последней эпидемии дифтерии — возникнове-
ние и развитие ее на фоне высоких показателей приви-
тости и иммунности, так и существенная доля привитых
лиц среди заболевших дифтерией в разных странах и в
предшествующие годы [1, 3, 4]. Закономерно возникает
вопрос о необходимости разработки новых средств им-
мунопрофилактики дифтерии на основе изучения бакте-
риальных антигенов, ответственных за формирование ре-
зистентности организма к инвазии патогена [5, 7]. 

Для многих патогенных бактерий инфекция иницииру-
ется только после адгезии микроорганизма к поверхно-
сти клетки хозяина, и, чтобы вызвать инфекционный про-
цесс, возбудители, используя адгезины, должны стабиль-
но колонизировать поверхность слизистых [8]. Если
воспрепятствовать адгезии бактерий, то можно предотв-
ратить и соответствующую инфекцию. Этот подход фор-
мирует основу нескольких анти-адгезивных стратегий,
котрые были предложены для предупреждения разнооб-
разных бактериальных инфекций [9, 10].

Бактериальное прикрепление можно подавлять, вме-
шиваясь в биосинтез адгезинов, их сборку или в сборку
рецепторов хозяина — молекул распознавания адгези-
нов, а также используя растворимые молекулы или скон-
струированные микробы, пробиотики, пищевые добавки,
которые способны к конкурентному замещению адгезина
от хозяина или рецептора хозяина от адгезина. Поверх-
ностные эпитопы связывания адгезинов с рецепторами
можно блокировать также антителами против бактери-
альных адгезинов посредством вакцинации адгезинами
или их аналогами [11, 12].

Хозяина можно прямо или пассивно иммунизировать,
используя бактериальный адгезин, мульти-субъединичные
адгезивные органеллы, такие как фимбрии, фрагмент им-
муногенного пептида, основанный или на индиидуальном
адгезине, или на консенсусе производных из группы ад-
гезинов, а также ДНК-вакцины, кодирующие адгезин или
его часть [11—13]. Но если адгезивные факторы грам-от-
рицательных микрорганизмов изучены достаточно глубо-

ко, для грам-положительных микробов эта сфера стреми-
тельно развивается [14]. 

Конструирование специфических противодифтерий-
ных профилактических препаратов, которые препятство-
вали бы адгезии микробных клеток к фарингеальным эпи-
телиальным клеткам хозяина может стать эффективным
средством в ограничении колонизации слизистых оболо-
чек и уменьшения циркуляции C. diphtheriaе среди насе-
ления и новой стратегией разработки противодифтерий-
ных вакцин [5, 7, 14].

Целью первого этапа наших экспериментов стало
изучение возможности получения антигенной субстан-
ции для бактериальной дифтерийной кандидат-вакцины с
повышенными адгезивными свойствами из культуры
C. diphtheriaе. 

Материалы и методы исследования
Адгезию C. diphtheriaе исследовали известным

способом [15]. Объектом исследования был взят музей-
ный штамм C. diphtheriaе, var. gravis to x + № 255. Адге-
зивные свойства возбудителя дифтерии усиливали с по-
мощью воздействия электромагнитного облучения сверх-
высокой частоты (ЭМИ СВЧ) [16]. 

Суточную культуру C.diphtheriae № 255, выращенную
на 10 %-ом сыворотчном агаре, смывали стерильным фи-
зиологическим раствором (рН 7,2) и готовили густую сус-
пензию, оптическая плотность которой по оптическому
стандрту ГИСК им. Л. А. Тарасевича составила 14 млрд.
м.т./мл. Из нее готовили рабочую суспензию C. diphthe-
riae с концентрацией 109 м.т./мл, которую разделили на
равные по объему образцы — опыт и контроль. 

Для повышения адгезивности культуры C. diphtheriae
использовали узкополосное ЭМИ СВЧ при помощи
электромагнитного генератора Г4-142, предоставлен-
ного ГУ «Институт радиофизики и электроники им. А. Я.
Усикова Национальной академии наук Украины». 

В пробирки № 1 (опыт) и № 2 (контроль) вносили по
0,5 мл взвеси формалинизированных эритроцитов чело-
века и, соответственно, облученной и не облученной
культуры C.diphtheriae в концентрации 109 м.т./мл. Инку-
бировали смеси при температуре 37°С в течение 30 ми-
нут, время от времени встряхивая.

Готовили мазки, высушивали, фиксировали фиксато-
ром Майн-Грюнвальд, окрашивали по Романовскому-Гим-
за и изучали активность адгезии в световом микроскопе.
Всего было сделано 6 мазков облученной культуры и
6 контрольных мазков, в каждом из которых просматри-
вали не менее 50 эритроцитов. Подсчитывали количество
эритроцитов, несущих прикрепленные бактерии, и коли-
чество бактерий, прикрепившихся к каждому из них. Вы-
считывали следующие показатели: средний показатель
адгезии (СПА) — среднее количество микробов, которые
прикрепились к одному эритроциту, коэффициент адге-
зии (КА) — процент эритроцитов, которые имели на своей
поверхности прикрепленные микробы, индекс адгезив-
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ности микроорганизмов (ИАМ) — отношение СПА до КА
умноженное на 100.

Результат оценивали, сравнивая средние показатели
адгезии в опыте и в контроле по следующим критериям:
ИАМ ≤ 1,75 — отсутствие адгезивности; 1,76 ≤ ІАМ ≤
≤ 2,5 — низкая степень адгезивности; 2,5 ≤ ІАМ ≤ 4,0 —
средняя адгезивность; ІАМ > 4,0 — высокая адгезивность
бактерий.

Для проведения биохимических исследований и по-
следующего изучения влияния исследуемых субстанций
поверхностных антигенов дифтерии на процесс адгезии
тест-культуры C. diphtheriae к эритроцитам человека об-
лученные и не облученные суспензии микробных клеток
C. diphtheriae центрифугировали и отделяли супернатан-
ты облученных (СНо) и не облученных (СНк) образцов. 

Антигенные субстанции СНо и СНк вносили по 0,5 мл
в пробирки с 0,5 мл взвеси формалинизированных эрит-
роцитов человека, выдерживали полчаса в термостате
при температуре 37 °С, а потом изучали адгезивные
свойства тест-культуры C. diphtheriae.

Результаты и их обсуждение
В таблице 1 представлены показатели адгезии

микробной культуры патогенных коринебактерий, облу-

ченной (опыт) и не облученной (контроль) ЭМИ СВЧ
(табл. 1).

Как видно из таблицы 1, в результате облучения мик-
робной суспензии C. diphtheriaе увеличились все пока-
затели адгезии: СПА вырос в 1,5 раза, КА — на 12,2 %,
ИАМ — 4,0 — вырос в 1,3 раза по сравнению с контро-
лем. 

Результаты биохимических исследований полученных
антигенных субстанций (СНо и СНк) представлены в таб-
лице 2.

Концентрация белка в СНо — 3,6 мг/мл превышала
показатель контроля — 2,7 мг/мл в 1,3 раза. Содержа-
ние липотейхоевых кислот, входящих в состав мурамил-
пептида клеточной стенки коринебактерий, в образце,
полученном из облученной ЭМИ СВЧ культуры (СНо),
также превышало соответсвующие показатели для об-
разца СНк: в 1,1—1,3 раза. Полученные результаты сви-
детельствуют о том, что под действием ЭМИ происходят
процессы дезинтеграции микробных клеток с накоплени-
ем в жидкой фазе суспензии элементов клеточной стенки.

Следующим этапом исследования стало изучение
влияния исследуемых антигенных субстанций СНо и СНк
на процесс адгезии тест-штамма C. diphtheriaе, результа-
ты отражены в таблице 3. 

Таблица 1. Показатели адгезии тест-штамма C.diphtheriae после его облучения ЭМИ СВЧ

СПА КА ИАМ

опыт контроль опыт контроль опыт контроль

3,2 ± 0,06 2,2 ± 0,06 82 ± 0,4 72 ± 0,5 4,0 ± 0,06 3,0 ± 0,07

Таблица 2. Результаты биохимического анализа исследуемых образцов антигенных субстанций C. diphtheriae

Антигенные 
субстанции Концентрация белка, мг/мл

Липотейхоевые кислоты, мкг/мл

Глицерин
тейхоевая

Рибит
тейхоевая

Маннит
тейхоевая

СНо 3,6 ± 0,06 61,8 ± 0,4 33,6 ± 0,3 19,5 ± 0,3 

СНк 2,7 ± 0,06 57,8 ± 0,4 29,9 ± 0,3 15,44 ± 0,2 

Таблица 3. Показатели адгезии тест-штамма C. diphtheriaе к эритроцитам человека, предварительно выдержанным с исследуемы-
ми антигенными субстанциями 

1* — оптическая плотность исходной микробной суспензии 1млрд. м.т./мл по оптическому стандарту ГИСК им. Л. А. Тарасевича;
2* — оптическая плотность 14 млрд. м.т./мл; К — контроль

№№ пп
СПА КА ИАМ

СНо СНк СНо СНк СНо СНк

1* 1,7 ± 0,04 3,4 ± 0,04 68,7 ± 0,9 86,3 ± 0,2 2,3 ± 0,03 4,0 ± 0,06

2* 1,1 ± 0,02 2,6 ± 0,05 59 ± 0,5 75,4 ± 0,2 1,9 ± 0,01 3,5 ± 0,07

К 3,2 ± 0,06 2,2 ± 0,06 82 ± 0,4 72 ± 0,5 4,0 ± 0,06 3,0 ± 0,07
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Данные таблицы 3 говорят о том, что предварительная
экспозиция эритроцитов с препаратами СНо в обоих ва-
риантах концентрации исходных суспензий C. diphtheriae
(1 млрд. и 14 млрд.) привела к существенному снижению
всех показателей адгезии: СПА — в 2,0—2,4 раза, КА —
в 1,3 раза, ИАМ — в 1,7—1,9 раза. При этом степень ад-
гезии из интервала 2,5 ≤ ИАМ ≤ 4,0 — група среднеадге-
зивных микроорганизмов изменился на интервал 1,76 ≤
≤ ІАМ ≤ 2,5 — група низкоадгезивных микроорганизмов.

Выводы
1. Узкополосное облучение ЭМИ СВЧ приводит как к

увеличению адгезивности самой тест-культуры C. diphthe-
riae, так и к накоплению адгезинов в жидкой фазе мик-
робной суспензии. 

2. Полученные антигенные субстанции C. diphtheriae с
повышенным содержанием адгезинов могут быть исполь-
зованы в дальнейших исследованиях для изучения их
влияния на колонизационную устойчивость при иммуни-
зации ими подопытных животных и являются перспектив-
ным компонентом при разработке комплексных дифте-
рийных вакцин. 
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