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АКТУАЛЬНОСТЬ

Распространение синегнойной инфекции 
в медицинских стационарах наносит значимый 
со ци аль но-эко но ми чес кий ущерб. Это связано 
с наличием у возбудителя (Pseudomonas aeruginosa) 
множества факторов патогенности и механиз-
мов выработки полирезистентности к антибио-
тикам [1]. Поэтому актуальным направлением 
по разработке методов борьбы с синегнойной 
инфекцией является создание вакцины [2]. 
В НИИВС им. Мечникова проводятся исследо-
вания по разработке антисинегнойных вакцин на 
основе комплексов рекомбинантных белков и их 
гибридных вариантов. Установлено, что канди-
датные антигены стимулировали протективый 
эффект в экспериментах на животных [3].

Целью работы явилось получение и докли-
ническое исследование вакцины, представляю-
щей собой комплекс рекомбинантного белка F 
наружной мембраны (OprF) и рекомбинантно-
го анатоксина (нетоксического делеционного 
варианта экзотоксина А), предназначенной для 
профилактики синегнойной инфекции.

РАЗРАБОТКА И ДОКЛИНИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 
РЕКОМБИНАНТНОЙ ВАКЦИНЫ СИНЕГНОЙНОЙ

© 2019 г.      Н. А. Михайлова1,  А. А. Калошин1,  E. М. Зимина1, 
 E. О. Калиниченко1,  А. В. Солдатенкова1,  Н. Г. Плеханова2, 

 Д. В. Викторов2

*E-mail: alex-k-1973@yandex.ru
1ФГБНУ НИИ вакцин и сывороток им. И. И. Мечникова, Москва, Россия;

2ФКУЗ Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт Роспотребнадзора, 
Волгоград, Россия

Поступила: 14.03.2019. Принята: 26.03.2019

Получены три экспериментальные серии рекомбинантной вакцины синегнойной (РВС), со-
стоящей из комплекса рекомбинантного белка F наружной мембраны (OprF) и рекомбинантного 
анатоксина, сорбированных на гидроокиси алюминия. В проведенных доклинических исследо-
ваниях подтверждена иммуногенность препарата при отсутствии пирогенности, острой и хрони-
ческой токсичности, аллергенности и иммунотоксичности.

Ключевые слова: Pseudomonas aeruginosa, рекомбинантная вакцина синегнойная (РВС), бе-
лок F наружной мембраны (OprF), анатоксин

DOI: 10.31857/S102872210006487-0



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

1016 Н. А. Михайлова и др.

ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ МЕТОДЫ

Рекомбинантные белки синтезировали в клет-
ках Е. coli и очищали в колонках с никель-
сефарозой. В качестве адъюванта использовали 
гель гидроокиси алюминия. Защитные свойства 
исследовали на мышах, которых иммунизиро-
вали внутрибрюшинно двукратно с двухнедель-
ным интервалом. Через две недели после второй 
иммунизации животных заражали культурой 
P. aeruginosa штамма РА103.

Исследование пирогенности РВС проводили 
на кроликах. При изучении острой токсичности 
препараты вводили мышам и морским свинкам, 
осуществляя контроль веса, гематологических 
показателей, патоморфологические и гистоло-
гические исследования на 7-е и 15-е сутки. При 
оценке хронической токсичности вакцину вво-
дили ежедневно в течение 10 суток крысам и мор-
ским свинкам, исследуя вышеперечисленные 
показатели на 11-е сутки. Местное и мест но-раз-
дра  жа ю щее действие РВС оценивали на морских 
свинках (внутрикожное введение) и кроликах 
(инстилляция глаз). При изучении аллергенных 
свойств проводили трехдневное введение пре-
паратов: подкожно для морских свинок и вну-
трибрюшинно для мышей. Морским свинкам 
через 21 день вводили внутривенно несорбиро-
ванные препараты, а мышам через 7 дней вводи-
ли РВС в подушечки одной из лап, стимулируя 
реакцию гиперчувствительности замедленного 
типа  (ГЗТ).

При исследовании влияния на гуморальный 
иммунитет РВС инъецировали внутрибрюшин-
но мышам, а через час вводили эритроциты ба-
рана (ЭБ). Через 5 дней определяли число ан-
тителобразующих клеток в селезенках. Оценку 
влияния вакцины на клеточный иммунитет осу-
ществляли путём стимуляции ГЗТ к ЭБ и пол-
ному адъюванту Фрейнда (ПАФ) на мышах 
и морских свинках, соответственно. Мышам ЭБ 
вводили подкожно одновременно с внутрибрю-
шинным введением вакцины, затем на 5 сутки 
в одну из лап инъецировали ЭБ. Морским свин-
кам вводили РВС и ПАФ. На 21 сутки животные 
подкожно получали РВС и физиологический 
раствор (контроль).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

РВС в одной предполагаемой человеческой 
дозе содержала 25 мкг рекомбинантного бел-
ка OprF, 50 мкг рекомбинантного анатоксина 
и 225 мкг гидроокиси алюминия. Для трех экс-
периментальных серии РВС подтверждены сте-

рильность, подлинность и апирогенность. Пе-
ред смешиванием отдельные рекомбинантные 
антигены были охарактеризованы на чистоту, 
подлинность, стерильность и иммуногенность. 
Индексы эффективности защитных свойств 
для исходных рекомбинантных белков соответ-
ствовали 2,0; 2,1 и 2,0 в случае рекомбинантно-
го OprF и 2,0; 2,3; 2,1 в случае рекомбинантного 
анатоксина. Индексы эффективности защит-
ных свойств трех экспериментальных серий 
РВС составили: 3,3; 3,0 и 3,3. Эти результаты 
подтвердили аддитивный эффект, получаемый 
в результате смешивания двух компонентов.

На двух видах животных установлено отсут-
ствие острой и хронической токсичности экс-
периментальных серий РВС, а также местное 
действие на коже морских свинок и местно-
раздражающего эффекта слизистых глаз кроли-
ков. При исследовании РВС выявлены незна-
чительные симптомы аллергической реакции 
при введении морским свинкам препаратов, 
в дозе, десятикратно превышающей предпо-
лагаемую дозу для человека, которые исчезали 
в течение часа. В опытах на мышах не выявлено 
аллергических реакций ГЗТ. РВС не оказывала 
существенного иммунотоксического действия.

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований получены три серии рекомбинант-
ной вакцины синегнойной, обладающие имму-
ногенностью и безопасностью.

Работа выполнена в соответствии с Государ-
ственным Контрактом от 28 апреля 2017 г. № 14.
N08.11.0135 в рамках ФЦП «Развитие фарма-
цевтической и медицинской промышленности 
Российской Федерации на период до 2020 года 
и дальнейшую перспективу».
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Three experimental lots of Recombinant Pseudomonas Vaccine (RPV) consisting a complex of the 
recombinant outer membrane protein F (OprF) and the recombinant toxoid that were sorbed on alumi-
num hydroxide have been obtained. During preclinical studies, we confi rmed the immunogenicity of the 
vaccine that had not pyrogenicity, acute and chronic toxicity, allergenicity and immunotoxicity.
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