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ОСОБЛИВОСТІ ІМУННОЇ ВІДПОВІДІ МИШЕЙ НА АНТИГЕНИ
НЕПАТОГЕННИХ КОРИНЕБАКТЕРІЙ

У статті наведено результати дослідження антигенних властивостей деяких видів непатогенних
коринебактерій, що характеризуються R- та S-формою колоній. Апробовано три різні схеми імунізації
та отримано високоактивні імунні сироватки, специфічні до інтактних клітин Corynebacterium
terpenotabidum УКМАс-610Т и n, Corynebacterium flavescens УКМАс-611Тиn, Corynebacterium ammoniagenes
УКМ Ac-732Тиn, Corynebacterium vitaeruminis УКМ Ac-718Tun, Corynebacterium variabile УКМ Ac-717Тиn

Corynebacterium glutamicum УКМ Ас-733 і Corynebacterium sp. УКМ Ас-719. Найбільш ефективною
виявилась схема імунізації, у якій використано штами С. terpenotabidum УКМ Ас-610Тиn і С. flavescens
УКМАс-611Т и n, що характеризуються R-формою, та С. variabile УКМАс-717Т и n (S-форма). Встановлено,
що види непатогенних коринебактерій відрізняються один від одного за ступенем імуногенності.
З'ясовано, що штами С. variabile УКМ Ас-717Т и n та С. vitaeruminis УКМ Ас-718Тиn були найбільш
імуногенними, тоді як найменш імуногенним виявився штам С. ammoniagenes УКМ Ас-732Тиn.

Коринебактерії дуже поширені у навколиш- ма, до цього роду належать види, патогенні для
ньому середовищі і відіграють важливу роль у людини й тварин (Corynebacterium diphtheriae,
деяких сферах життєдіяльності людини. Зокре- Corynebacterium renale та ін.), представники нор-
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мальної мікрофлори (Corynebacterium xerosis), a
також непатогенні види, наприклад Coryne-
bacterium glutamicum. Останній широко викори-
стовують у мікробіологічній промисловості для
біосинтезу лізину та глутамінової кислоти. Вод-
ночас усі представники роду Corynebacterium
характеризуються подібними культуральними,
морфологічними й фізіолого-біохімічними влас-
тивостями, а також будовою і складом біополі-
мерів клітинної стінки [1]. Разом із тим, серед
коринебактерій зустрічаються види, що харак-
теризуються як S-, так і R-типом колоній. Так,
наприклад, R-форму мають такі види коринебак-
терій, як: Corynebacterium terpenotabidum (ізольо-
ваний із ґрунту), Corynebacterium flavescens (вхо-
дить до складу мікрофлори поверхні дозріваючих
сирів) [2, 3], Corynebacterium renale (збудник
інфекцій сечостатевої системи тварин) та Coryne-
bacterium xerosis (представник нормальної мікро-
флори шкіри та ротоглотки) [4]. Крім того, один
з основних варіантів Corynebacterium diphtheriae —
var. gravis також характеризується R-формою ко-
лоній, тоді як інший варіант - mitis - має S-форму.
На сьогодні в науковій літературі практично відсут-
ні дані щодо серологічних характеристик шорстких
штамів коринебактерій. У зв'язку з цим досліджен-
ня антигенних властивостей непатогенних представ-
ників роду Corynebacterium, що характеризуються
S- і R-формою колоній, є важливою ланкою у се-
рологічній діагностиці представників усього роду.

Останнім часом для вивчення антигенних вла-
стивостей бактерій та їхньої серодіагностики ши-
роко застосовують сучасні імунохімічні методи,
зокрема імуноферментний аналіз, що передбача-
ють застосування високоактивних і високоспе-
цифічних імунних сироваток. Однак їх отриман-
ня утруднене через відсутність усталених схем
імунізації. У більшості досліджень вони визна-
чаються емпірично шляхом екстраполяції уже
відомих схем імунізації для різних грампозитив-
них бактерій, насамперед Staphylococcus aureus.
Проте застосування таких схем для одержання
імунних сироваток, специфічних щодо представ-
ників роду Corynebacterium, не дає задовільних
результатів. Це явище зумовлене унікальною бу-
довою клітинної стінки та складом її поверхне-
вих компонентів коринебактерій. На відміну від
інших грампозитивних бактерій, вона характе-
ризується багатошаровою структурою і має три
шари: основний - пептидоглікан-арабіногалак-
тановий каркас та ковалентно зв'язані з ним міко-
лові кислоти. Над ним розташований наступний
шар, утворений переважно біополімерами вугле-
водної природи — гліканами й арабіномананами,
а також гліколіпідами і ліпідами. Зовнішній шар,

як правило, містить білки й глікопротеїди, які у дея-
ких видів коринебактерій формують S-шари [І].
Завдяки цьому антигенні властивості коринебак-
терій суттєво відрізняються від таких у представ-
ників інших грампозитивних бактерій.

Враховуючи усе наведене вище, метою даної
роботи було вивчення особливостей імунної від-
повіді на антигени непатогенних коринебактерій та
визначення ефективності різних схем імунізації з
метою подальшого їх використання для одержання
високоактивних і специфічних імунних сироваток.

Матеріали і методи

Об'єктом дослідження були штами, отримані
з Української колекції мікроорганізмів (УКМ)
Інституту мікробіології і вірусології ім. Д. К. Забо-
лотного НАН України: Corynebacterium terpeno-
tabidum УКМ Ас-610Тип (Тип - штам, типовий для
виду), Corynebacterium flavescens УКМ Ас-611Тип,
Corynebacterium variabile УКМ Ас-717Тип,
Corynebacterium vitaeruminis УКМ Ас-718Тип,
Corynebacterium sp. (Brevibacterium stationisТиn)
УКМ Ас-719, Corynebacterium ammoniagenes
УКМ Ас-732Тип, Corynebacterium glutamicum
УКМ Ас-733. Бактерії вирощували на щільному
поживному середовищі № 53 для культивування
коринебактерій [5] при ЗО °С.

Специфічні імунні сироватки одержували шля-
хом імунізації нелінійних мишей-самок віком 2
місяці інтактними клітинами штамів С. terpe-
notabidum УКМ Ас-610ти", С. flavescens УКМ
Ас-611Тип, С. variabile УКМ Ас-717Тип, С. vita-
eruminis УКМ Ас-718Тип, С. ammoniagenes УКМ
Ас-732Тип, Corynebacterium sp. УКМ Ас-719
і С. glutamicum УКМ Ас-733. Для одержання
антисироваток, специфічних до С. vitaeruminis
УКМ Ас-718Тип і С. variabile УКМ Ас-717Тип, ми-
шей імунізували 7-8 разів внутрішньочеревин-
но суспензією клітин у зростаючому об'ємі (0,3-
1,0 мл), яку стандартизували за величиною оп-
тичної густини на КФК-3 (A590= 0,5, що відпові-
дає 4*109 кл./мл) (схема імунізації№ 1). Інтервал
між ін'єкціями становив 7-14 діб. Кров у тварин
забирали через 7 днів після останньої ін'єкції.
Імунні сироватки, специфічні до С. glutamicum
УКМ Ас-733, С. ammoniagenes УКМ Ас-732Тип

і Corynebacterium sp. УКМ Ас-719, одержували
14-разовою імунізацією (схема імунізації № 2).
Перше введення антигену проводили підшкірне
0,1 мл суспензії клітин концентрацією 1*109 кл./мл
у суміші (1 : 1) з неповним ад'ювантом Фрейда
(«Sigma», США). Через 14 днів тварин реімуні-
зували внутрішньочеревинно 5 разів суспензією
клітин концентрацією 4 - Ю 9 кл./мл у зростаючому



об'ємі (0,3-1,0 мл). Через 14 днів (для штамів C. glu-
tamicum УКМ Ас-733 та Corynebacterium sp.
УКМ Ас-719) або 21 день (для штаму С. ат-
moniagenes УКМ Ас-732) після останньої ін'єкції
проводили повторний цикл імунізації: тваринам
тричі (через кожні 7 днів) вводили 0,5-1 мл сус-
пензії клітин концентрацією 1*109 кл./мл; один
раз - 1,0 мл (2 · 109 кл./мл) та тричі - по 0,1 мл (4 x
x 109 клУмл). Кров у тварин також забирали на 7-й
день після останньої ін'єкції. Для отримання імун-
них сироваток, специфічних до С. flavescens
УКМ Ас-611Тип, C. terpenotabidum УКМ Ас-610Тип

і С. variabile УКМ Ас-717Тип, застосовували схе-
му імунізації № 3. Перше введення антигену про-
водили внутрішньочеревинно по 0,2 мл суспензії
клітин концентрацією 5 · 108 кл./мл. Через 21 день
мишей реімунізували 5 разів суспензією клітин
у об'ємі 0,2-1,0 мл концентрацією 5-Ю 8 кл./мл.
Інтервал між ін'єкціями становив 7 діб. Через 14
днів після останньої ін'єкції проводили повтор-
ний цикл реімунізації: тваринам 5 разів (через
кожні 7 днів) вводили 0,2-1,0 мл суспензії клітин
концентрацією 1-10 9 кл./мл. На 4-й, а потім 10-й
дні після останньої ін'єкції тваринам ще раз вво-
дили 0,5 і 1,0 мл відповідно суспензії клітин кон-
центрацією 2-10Тиn9 кл./мл. Кров у тварин забира-
ли на 6-й день після останньої ін'єкції. Сироватку
крові одержували загальноприйнятим методом
[6]. У дослідах використовували індивідуальні
антисироватки від 10-15 тварин, які об'єднува-
ли після визначення активності і позначали від-
повідно до номерів штамів: анти-610, анти-611,
анти-717, анти-718, анти-719, анти-732 і анти-733.
Титр індивідуальних та об'єднаних імунних си-
роваток визначали за допомогою імунофермент-
ного аналізу (ELISA), який проводили так само,
як описано у роботі [7].

Для диференціації макроглобулінових (19S)
і гамаглобулінових (7S) антитіл імунні сироват-
ки (у розведенні 1:10) обробляли 0,2 Μ розчином
2-меркаптоетанолу (2-ME) («Sigma», США) у фі-
зіологічному розчині NaCl, забуференому фос-
фатами, рН 7,4 у співідношенні 1:1 (об'єм/об'єм).
Суміш інкубували 18-24 години при 4 °С. Після
обробки 2-МЕ з сироватками проводили ELISA
[7], застосовуючи в якості антигену інтактні клі-
тини гомологічних штамів.

Результати та обговорення

Відомо, що швидкість формування імунної
відповіді залежить від ряду факторів, зокрема
дози антигену, частоти антигенної стимуляції,
імунного статусу індивіда та Імуногенності шта-
му бактерій. Зважаючи на різний ступінь Імуно-

генності досліджених штамів, зумовлений від-
мінністю антигенного складу клітин представни-
ків різних видів коринебактерій, у роботі застосо-
вували різні схеми імунізації з урахуванням усіх
можливих факторів, необхідних для формування
повноцінної імунної відповіді. Нами було апро-
бовано три різні схеми імунізації, в яких індиві-
дуально для кожного виду коринебактерій під-
бирали дози і спосіб уведення антигену, крат-
ність ін'єкцій та інтервали між імунізаціями.

В результаті проведених нами досліджень
було з'ясовано, що ефективність імунізації тва-
рин суттєво залежала від Імуногенності дослі-
джених штамів, остання суттєво відрізнялася у
представників різних видів непатогенних кори-
небактерій. Титри антитіл при імунізації тварин
клітинами коринебактерій наростали дуже по-
вільно (рис. 1). Зокрема, на 6-й тиждень пер-
шого циклу імунізації титр імунних сироваток,
специфічних до штамів С. vitaeruminis УКМ

Рис. 1. Динаміка антитілоутворення при імунізації
тварин клітинами штамів С. variabile УКМ Ас-717Тнп,
С. vitaeruminis УКМ Ас-718Тип, C. glutamicum УКМ Ас-733,
Corynebacterium sp. УКМ Ас-719 і C. ammoniagenes УКМ
Ас-732Тип: перший (а) та повторний (б) цикли імунізації



Ас-718 і С. variabile УКМ Ас-717, становив
відповідно 1 : 1600 і 1 : 800. Тому для одержан-
ня активних сироваток, специфічних до цих
штамів, необхідно було провести повторний цикл
імунізації, протягом якого титр антитіл поступово
наростав і на кінець імунізації для обох штамів
становив 1:512 000 (рис. 1, а, б). Ураховуючи одер-
жані результати, для отримання сироваток, спе-
цифічних до штамів C. glutamicum УКМ Ас-733,
Corynebacterium sp. УКМ Ас-719 і C. ammo-
niagenes УКМ Ас-732, ми застосували більш
напружену схему імунізації тварин, що включа-
ла використання неповного ад'юванта Фрейда.
Відомо, що імунізація антигенами викликає знач-
но інтенсивніш! Т- та В-клітинну відповіді у
разі їх введення разом із сполуками, що діють
як ад'юванти. Після введення суспензії бакте-
ріальних клітин у суміші з неповним ад'юван-
том Фрейда (схема імунізації № 2), збільшення
кратності ін'єкцій та подовження циклів іму-
нізації було зареєстровано більш активне наро-
стання титру специфічних антитіл. Унаслідок цьо-
го були отримані імунні сироватки, кінцевий титр
антитіл яких для штамів С, glutamicum УКМ
Ас-733 і Corynebacterium sp. УКМ Ас-719 відповід-
но становив 1:128 000, тоді як для C. ammoniagenes
УКМ Ас-732 - всього 1 : 32 000 (рис. 1, б). Та-
ким чином, з усіх досліджених штамів найбільш
імуногенними виявилися штами С. vitaeruminis
УКМ Ас-718 та С. variabile УКМ Ас-717, тоді як
найменш імуногенним - штам С. ammoniagenes
УКМ Ас-732 (рис. 2).

У зв'язку з тим, що не всі з отриманих імун-
них сироваток виявилися достатньо активними,
нами було апробовано схему імунізації № 3. У даній
схемі імунізації використовували штами C. ter-
penotabidum УКМ Ас-610 і С. flavescens УКМ
Ас-611, яким притаманний R-тип форми колоній
[5] на відміну від інших досліджених штамів, для
яких характерний S-тип. Для порівняння у цій
схемі використовували штам С. variabile УКМ
Ас-717, який у попередніх схемах імунізації був
визначений як найбільш імуногенний. У схемі
імунізації № 3, на відміну від згаданих раніше,
не застосовували індивідуальні підходи для кож-
ного окремого виду непатогенних коринебакте-
рій та неповний ад'ювант Фрейда. Було проведено
два цикли імунізації. Впродовж першого циклу
поступово збільшували дозу антигену з концентра-
цією від 5 · 108 до 1 · 109 кл./мл. Наприкінці цього
циклу титр імунної сироватки до штаму С. va-
riabile УКМ Ас-717 становив 1 :64 000. Титри
сироваткових антитіл, специфічних до штамів
С. flavescens УКМ Ас-611 i C. terpenotabidum УКМ
Ас-610, наростали набагато повільніше і на 8-й

Рис. 2. Інтенсивність імуноферментної реакції при
взаємодії інтактних клітин С. variabile УКМ Ас-717т™,
С. vitaeruminis УКМ Ас-718ТІШ, Corynebacterium sp. УКМ
Ас-719, С. ammoniagenes УКМ Ас-732Тип і С. glutamicum
УКМ Ас-733 з гомологічними імунними сироватками

тиждень імунізації відповідно становили 1:16 000
і 1 :8000 (рис. 3). Після проведення повторно-
го циклу імунізації (доза антигену 2 · 109 кл./мл)
титри антитіл у останніх двох штамів на 15-й
тиждень поступово зрівнялися (1 : 128 000) і на
кінець імунізації становили 1 : 512 000 для шта-
му С. variabile УКМ Ас-717 та 1 : 256 000 - для
штамів С. flavescens Ас-611 і С. terpenotabidum
УКМ Ас-610.

Рис. 3. Динаміка антитілоутворення при імунізації тва-
рин клітинами штамів С. terpenotabidum УКМ Ас-610Тиn,
С. flavescens УКМ Ас-611Тип і С. variabile УКМ Ас-717Тиn



Рис. 4. Інтенсивність імуноферментної реакції при
взаємодії інтактних клітин C. terpenotabidum УКМ
Ас-610Тиn, С. variabile УКМ Ас-717Тиn і C.flavescens УКМ
Ас-611Тиn з гомологічними імунними сироватками (схема
імунізації № 3)

Високий ступінь активності імунних сирова-
ток (рис. 4) порівняно з невисокою імуногенністю
досліджених культур, очевидно, обумовлений
активною стимуляцією вторинної імунної відпо-
віді, або так званим бустер-ефектом (тобто фе-
номеном інтенсивного розвитку імунної відпо-
віді на повторне введення антигену). Зокрема, на
16-му тижні тваринам було введено першу роз-
дільну дозу (2 · 109кл./мл об'ємом 0,5 мл) анти-
гену вже на четвертий день після попередньої
ін'єкції, тим самим антигенна стимуляція імун-
ної системи тварин відбувалася практично на піку
утворення антитіл попередньої стимуляції. Після
цього через 10 днів уводили другу роздільну дозу
(2 · 109кл./мл об'ємом 1 мл), завдяки чому рівень
антитіл збільшився вдвічі. Відомо, що основним
класом сироваткових антитіл під час розвитку
вторинної імунної відповіді є антитіла класу G й
незначна кількість IgM-антитіл. Меркаптоетанол
відновлює дисульфідні зв'язки і тим самим руй-
нує пентамерну організацію антитіл IgM-класу
[8], тому, як правило, його застосовують для виді-
лення гамаглобулінової фракції антитіл. Унаслі-
док проведених нами досліджень встановлено,
що інтенсивність імуноферментної реакції сиро-
ваток підвищується після їх обробки 2-меркап-
тоетанолом (рис. 5), що є додатковим підтвер-
дженням активної стимуляції вторинної імунної
відповіді на введення інтактних клітин корине-
бактерій.

Крім того, нами було досліджено індивідуаль-
ну імунну відповідь тварин на введення інтактних
клітин досліджених штамів. Для цього в ELISA

а

Рис. 5. Інтенсивність імуноферментної реакції при взає-
модії інтактних клітин: a) C.flavescens УКМ Ас-611ТІШ;
б) С. terpenotabidum УКМ Ас-610ТІШ; в) С. variabile УКМ
Ас-717Тип з гомологічними сироватками до і після об-
робки 2-меркаптоетанолом



тестували сироватки, специфічні до штамів C. να-
riabile УКМ Ас-717, C.flavescens Ас-611 і C. ter-
penotabidum УКМ Ас-610, отримані в окремих
мишей на 8-, 13- і 15-й тижні імунізації (рис. 6).
Показано, що найбільш активна імунна відповідь
виникала при імунізації тварин клітинами шта-
му С. variabile УКМ Ас-717. Водночас найви-
щий титр (1 : 64 000) уже після першого циклу
імунізації виявляли лише в однієї тварини, тоді
як у інших мишей реактивність імунної відповіді
була набагато нижчою - титри антитіл відповід-
но становили 1 : 8000 та 1 : 32 000 (рис. 6, а).
Крім того, у кожній піддослідній групі виявля-
ли тварин, у яких практично не спостерігалась
індукція імунної відповіді на введення антигену.
Зазначимо, що імунізація не завжди гарантує
продукцію достатніх рівнів антитіл. Це можна
пояснити явищем рефрактерності, тобто слаб-
кою або повною відсутністю ефективної імунної
відповіді на певні антигени [9]. Водночас при
першій зустрічі організму з антигеном, тобто під
час першого циклу імунізації, розвивається пер-
винна імунна відповідь, особливістю якої є низь-
ка швидкість антитілоутворення та поява по-
рівняно невисоких титрів антитіл. У наших до-
слідженнях низькі титри антитіл в ELISA, як пра-
вило, спостерігали у піддослідних груп мишей,
яким уводили суспезію клітин штамів C. ter-
penotabidum УКМ Ас-610 і С flavescens УКМ
Ас-611. Низькі титри сироваток, специфічних до
вказаних штамів, як упродовж першого (1 : 4000
і 1 :1000), так і наприкінці другого циклу імуніза-
ції (1 : 16 000 і 1 :64 000) можна пояснити слабкою
імуногенністю вказаних культур (рис. 6, б і в),
що корелює з даними, отриманими нами при
аналізі схеми імунізації № 3 (рис. 3). Ймовірно,
це пов'язано з тим, що представники видів C. ter-
penotabidum i C. flavescens належать до культур,
для яких характерний R-тип колоній.

Таким чином, проведені дослідження показа-
ли, що найефективнішою серед усіх апробова-
них схем є схема імунізації № 3, завдяки засто-
суванню якої вдалося отримати високоактивні
імунні сироватки навіть для слабоімуногенних
штамів коринебактерій. Надалі її можна реко-
мендувати для одержання високоактивних імун-
них сироваток з метою розробки тест-систем
для серологічної діагностики представників ро-
ду Corynebacterium. Найбільш імуногенними
серед усіх досліджених штамів непатогенних ко-
ринебактерій виявилися представники видів C. vi-
taeruminis УКМ Ас-718Тип та С. variabile УКМ
Ас-717Тип, тоді як найменш імуногенним - С. ат-
moniagenes УКМ Ас-732Тип. Штами Coryne-
bacterium sp. УКМ Ас-719, C. glutamicum УКМ

Рис. 6. Динаміка антитілоутворення при імунізації тва-
рин клітинами штамів коринебактерій: а) С. variabile
УКМ Ас-717; б) C. terpenotabidum УКМ Ас-610; в) C.flaves-
cens УКМ Ас-611. 1, 2, 3 - різні тварини



Ас-733, C. terpenotabidum УКМ Ас-610 і C. fla-
vescens УКМ Ас-611 порівняно з іншими до-
слідженими штамами виявили невисокий рівень
імуногенності. У двох останніх культур це може
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PECULIARITIES OF MICE IMMUNE RESPONSE
TO NON-PATHOGENIC CORYNEBACTERIA ANTIGENS

There are results of research into antigenic properties for some non-pathogenic corynebacteria species,
which have R- and S- colony s types, in this article. We have approved three different immunization schemes and
have taken highly active intact Corynebacterium terpenotabidum УКМAc-610T, Corynebacteriumflavescens
УКМ Ac-611T, Corynebacterium ammoniagenes УКМ Ac-732T, Corynebacterium vitaeruminis УКМ
Ac-718T, Corynebacterium variabile УКМАс-ІІТ1, Corynebacterium glutamicum УКМАс-733 and Corynebacterium
sp. УКМ Ac-719 cells specific immune serums. Scheme of immunization, in which C. terpenotabidum УКМ
Ac-610T, C.flavescens У KM Ac-611T strains (R-form), andC. variabile УКМАс-717Т strain (S-form) were used,
became the most effective. It has been proved that species of non-pathogenic corynebacteria differ by the degree
ofimmunogenicity between each other. We have established that C. variabile УКМАс-717T and C. vitaeruminis
У KM Ac-718T strains were the most immunogenic, whereas the least immunogenic was C. ammoniagenes УКМ
Ac-732T strain.


