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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ
Актуальность темы исследования. Грипп остается самым массовым

инфекционным заболеванием с высокой смертностью, наносящим огромный
экономический ущерб (ВОЗ, 2014). Особую опасность грипп представляет для
детей младшего возраста, пожилых людей и лиц, страдающих различными
хроническими заболеваниями (Dip & Cabrera, 2010; Rothberg & Haessler, 2010;
Vabret et al., 2010).

Вакцинация признана эпидемиологически и экономически наиболее
оправданным средством профилактики гриппа (Гендон, Ю. З., 2007).

Для специфической профилактики гриппа применяют живые и
инактивированные вакцины. Основными преимуществами живых гриппозных
вакцин (ЖГВ) являются: простота технологии производства, неинвазивное
введение, стимуляция всех звеньев иммунного ответа (местного, клеточного и
гуморального), а также формирование длительного поствакцинального
иммунитета (Донина и др., 2003; Petukhova et al., 2012). Однако ЖГВ имеет ряд
противопоказаний, и в России не применяется у детей младше 3-х лет и лиц из
групп высокого риска, для которых рекомендуется использовать
инактивированные вакцины (Медуницын, 2004).

Основной проблемой инактивированных, особенно субъединичных
вакцин, является их недостаточная иммуногенность для детей младшего
возраста, пожилых лиц и людей с иммунодефицитными состояниями, а также в
отношении потенциально пандемических штаммов вируса гриппа (Baz et al.,
2013; Even-Or et al., 2013).

Одним из способов повышения иммуногенности инактивированных
гриппозных вакцин (ИГВ) является включение в их состав адъювантов. При
этом открывается возможность производства  вакцины с уменьшенным
количеством антигена, что повышает уровень безопасности вакцины
(Шальнова и др., 2012; Зубов и др., 1999). В настоящее время проводится
оценка новых адъювантов, включая иммуностимуляторы,
микрокорпускулярные носители и эмульсии, а также их различные комбинации
(Петухова и др., 2013; Clegg et al., 2012; Cox et al., 2011; Petrovsky & Aguilar,
2004). В идеале адъювант должен быть стабильным, биодеградируемым и
безопасным, а его производство - малозатратным (Fraser et al., 2007). Несмотря
на активный научно-исследовательский поиск, выбор адъювантов,
одновременно соответствующий всем требованиям безопасности,
переносимости и эффективности, чрезвычайно мал. В этой связи разработка
безопасных адъювантов, усиливающих иммуногенность вакцины и
позволяющих существенно снизить содержание вирусных белков в
прививочной дозе, является важной стратегией в развитии
вакцинопрофилактики.

Степень разработанности темы исследования. Первые представления
об адъювантах, позволяющих получить более выраженный иммунный ответ на
антиген, появились еще в 1920-е годы (Ramon, 1924; Glenny & Südmersen, 1921).
С тех пор было открыто большое количество соединений, обладающих
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адъювантными свойствами, но лишь незначительная их часть была одобрена к
применению у человека (Batista-Duharte et al., 2013; Stewart-Tull, 2000).

Перспективным направлением в разработке новых адъювантов являются
исследования по изучению взаимодействия синтетических полимеров с
макромолекулами биологического происхождения. Еще в 1974-1978 гг.
В.А. Кабанов, Р.В. Петров, Р.М. Хаитов и др. в экспериментах на животных
обнаружили иммуностимулирующие свойства ряда линейных синтетических
полиэлектролитов, в основе механизма действия которых лежит стимуляция
различных звеньев иммунной системы: антителообразования, клеточного и
врожденного иммунитета (Некрасов и др., 2009; Хаитов, 2005; Хаитов и
Пинегин, 2000).

В 90-х годах в России разработана отечественная полимер-субъединичная
вакцина Гриппол, в состав которой включен синтетический иммуномодулятор
Полиоксидоний - первый препарат нового класса синтетических
полиэлектролитов, который представляет собой N-оксидированное
производное полиэтиленпиперозина. В основе механизма действия
Полиоксидония лежит прямая активация фагоцитирующих клеток и
естественных киллеров, а также стимуляция антителообразования (Некрасов и
др., 2009; Хаитов, 2005; Хаитов и Пинегин, 2000). Однако имеются данные,
указывающие на недостаточную иммуногенность данной вакцины у лиц
пожилого возраста (Бурцева и др., 2000).

Другим полимерным соединением, обладающим иммуномодулирующими
свойствами, является Совидон - сополимер 2-метил-5-винилпиридина и N-
винилпирролидона. Хотя иммуномодулирующие свойства препарата Совидон
были известны с момента разработки, долгое время основное направление
исследований было сфокусировано на его радиопротекторных свойствах
(Калистратов и др., 1993; Калистратова и др., 2001). Параллельно с
исследованиями антиканцерогенных свойств Совидона, был проведен ряд
экспериментов по его включению в состав вакцинных препаратов для
ветеринарии, которые показали высокую эффективность и отсутствие
токсичности препарата (Кедик и др., 1993). Именно эти исследования стали
предпосылкой изучения возможности применения Совидона в качестве
адъюванта в составе вакцин, используемых для иммунизации людей, в
частности против такого социально значимого инфекционного заболевания как
грипп.

Цель исследования. Разработка инактивированной тривалентной
субъединичной гриппозной вакцины с сополимером 2-метил-5-винилпиридина
и N-винилпирролидона (Совидон), оценка ее безопасности и иммуногенности.

Задачи исследования:
1. Оценить чистоту и спектр антигенов, входящих в состав

экспериментальной гриппозной вакцины.
2. Изучить морфологические характеристики экспериментальной

гриппозной вакцины при добавлении адъюванта Совидон.
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3. Изучить безопасность и антигенную активность экспериментальной
гриппозной вакцины с адъювантом Совидон на животных.

4. Выбрать оптимальную дозу сополимера 2-метил-5-винилпиридина
и N-винилпирролидона (Совидон) для включения в состав инактивированной
гриппозной вакцины.

5. Сравнить инактивированную гриппозную вакцину с Совидоном по
профилю безопасности и иммуногенности с существующей на рынке вакциной
того же типа (Гриппол) в клинических исследованиях.

Научная новизна. Создание инактивированной гриппозной вакцины с
иммуномодулятором, ранее не использовавшимся в вакцинах для иммунизации
людей. В ходе проведенных исследований:

• в составе гриппозной вакцины впервые использован сополимер 2-
метил-5-винилпиридина и N-винилпирролидона (Совидон) и определено его
оптимальное содержание в инактивированной гриппозной вакцине;

• впервые в рамках исследований на лабораторных животных
показана безопасность и иммуногенность инактивированной гриппозной
вакцины с Совидоном;

• впервые инактивированная гриппозная вакцина с исследуемым
адъювантом изучена в рамках клинических исследований на добровольцах в
возрасте 18 – 60 лет, где показана ее хорошая переносимость, низкая
реактогенность, безопасность и иммуногенность.

Теоретическая и практическая значимость работы. Выполненная
работа представляет собой законченное научное исследование, имеющее ярко
выраженную прикладную направленность. Разработка сезонной гриппозной
инактивированной вакцины с новым адъювантом позволяет расширить спектр
гриппозных вакцин для профилактики гриппа на территории РФ.

На основании результатов проведенных исследований оформлена
нормативная документация (фармакопейная статья предприятия, инструкция по
применению лекарственного препарата для медицинского применения),
разработан регламент производства и зарегистрирована новая
инактивированная субъединичная гриппозная вакцина Совигрипп в РФ
(регистрационное удостоверение № ЛП-001836 от 13.09.2012 г.).

Методология и методы исследования. В ходе проведения работы
применялись стандартные биохимические, вирусологические и
иммунологические методы. Более подробно этапы и методики проведения
экспериментов отражены в разделе «Материалы и методы».

Основные положения, выносимые на защиту:
1. Экспериментальная субъединичная гриппозная вакцина Совигрипп

имеет высокую степень очистки от «балластных» белков.
2. Антигены, входящие в состав вакцины, взаимодействуют с

сополимером 2-метил-5-винилпиридина и N-винилпирролидона (Совидон).
3. Инактивированная субъединичная гриппозная вакцина с адъювантом

Совидон безопасна, и имеет высокую антигенную активность у животных при
внутримышечном введении.
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4. Увеличение дозы адъюванта Совидон в составе экспериментальной
инактивированной гриппозной вакцины приводит к усилению иммуногенной
активности вакцины.

5. Вакцина Совигрипп с содержанием Совидона 500 мкг/доза при
однократном введении людям в возрасте 18-60 лет безопасна и приводит к
формированию гуморального иммунного ответа, удовлетворяющего всем
современным критериям, предъявляемым к инактивированным гриппозным
вакцинам.

Личный вклад автора состоит в выборе модели, подборке дозировок
препаратов, планировании исследований на лабораторных животных,
непосредственном участии в исследованиях, а также анализе полученных
результатов. Данные по электронной микроскопии были получены в
сотрудничестве с в.н.с. НИИВС им. Мечникова РАМН Лотте В.Д., по
гистологическим исследованиям - Степановым Н.Н. и Плехановой Т.М.
Помощь в организации работы с хорьками была оказана  сотрудниками
филиала ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны» - «ВЦ», г. Сергиев Посад; в
организации клинических исследований – сотрудниками ФГБУ «НИИ гриппа»
Минздрава России, г. Санкт-Петербург - Ерофеевой М.К., Охапкиной Е.А.,
Евграфовым В.Д. и ГОУ ВПО ПГМА им. академика Е.А. Вагнера, г. Пермь -
Фельдблюм И.В., Шишкиной Т.А., Костюкович Т.И. На базе отдела
вирусологии им. А.А. Смородинцева ФГБНУ «ИЭМ» были определены задачи
и разработаны программы доклинических и клинических исследований, а также
велась база данных и анализ материалов по безвредности и реактогенности,
накопленных на других базах, в том числе статистический. На конференциях
отдела вирусологии им. А.А. Смородинцева систематически проводилось
обсуждение результатов исследований. Автор принял участие в планировании
и подготовке материалов клинических исследований (протоколы исследований,
брошюра исследователя, индивидуальная регистрационная карта, информация
для добровольца и форма информированного согласия добровольца). Автором
лично был осуществлен мониторинг за проведением исследований, проведена
систематизация первичных данных, статистическая обработка и анализ
результатов исследований.

Степень достоверности и апробация материалов диссертации.
Достоверность результатов исследований, проведенных автором, подтверждена
адекватным статистическим анализом данных, полученных в ходе независимых
экспериментов. Основные результаты диссертационной работы доложены на
следующих конференциях: первом конгрессе Евро-Азиатского общества по
инфекционным болезням (г. Санкт-Петербург, 1-3 декабря 2010 года); XVIII
Российском национальном конгрессе «Человек и лекарство» (г. Москва, 11-15
апреля 2011 года); IV международном научно-медицинском фестивале «Врач-
Провизор-Пациент» (г. Санкт-Петербург, 15 - 16 сентября 2011 года);
Всероссийском ежегодном конгрессе «Инфекционные болезни у детей:
диагностика, лечение и профилактика» (г. Санкт-Петербург, 5-6 октября 2011



7

года), World influenza congress Europe 2011 (Австрия, Вена, 6-8 декабря, 2011
года).

Публикации. По теме диссертации опубликовано 10 научных работ, в
том числе 4 статьи в рецензируемых журналах, рекомендованных ВАК и
6 тезисов докладов.

Объём и структура диссертации. Диссертация изложена на 136-ти
страницах машинописного текста, включая 16 таблиц и 26 рисунок. Работа
состоит из введения, обзора литературы, описания использованных материалов
и методов, четырех глав собственных исследований и обсуждения полученных
результатов, выводов и списка цитируемой литературы. Список литературы
содержит 220 источников, из них 65 источника являются отечественными и 155
– иностранными. Диссертация изложена в соответствии с общими
требованиями к оформлению кандидатских и докторских диссертаций,
утверждёнными в ГОСТ Р 7.0.11–2011.

Внедрение результатов работы. На основании результатов проведенных
исследований оформлена нормативная документация (фармакопейная статья
предприятия, инструкция по применению лекарственного препарата для
медицинского применения), разработан регламент производства и
зарегистрирована новая инактивированная субъединичная гриппозная вакцина
в РФ (регистрационное удостоверение № ЛП-001836 от 13.09.2012 г.), а также
получены разрешения Минздрава России на проведение дальнейших
клинических исследований: № 160 от 7 марта 2013 г. - с участием лиц старше
60 лет; №550 от 2 октября 2014 г. – с участием детей с 6 месяцев; № 562 от
10 октября 2014 г. – с участием здоровых беременных женщин в возрасте 18-
35 лет во II и III триместрах беременности.

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Вакцинные штаммы вируса гриппа. Для изготовления
экспериментальных серий гриппозной вакцины использовали следующие
штаммы вируса гриппа, полученные в NIBSC (National Institute for Biological
Standards and Control, Англия): (i) в доклинических исследованиях:
A/Брисбен/59/07 IVR-148 А(H1N1), A/NYMC X-175C (H3N2), подобный
А/Уругвай/716/2007 и A/Брисбен/10/07 А(H3N2) и B/NIB-58, подобный
B/Брисбен/60/08; (ii) в клинических исследованиях: А/Калифорния/07/09
А(H1N1)pdm09, A/Висконсин/15/09 А(H3N2), и В/Брисбен/33/08.

Адъюванты. В качестве адъювантов сезонной инактивированной
гриппозной вакцины использовали: алюминия гидроксид («Brenntag Biosector»,
Дания), Полиоксидоний® («Группа Компаний Петровакс», г. Москва),
сополимер 2-метил-5-винилпиридина и N – винилпирролидона (Совидон) (ЗАО
«Институт фармацевтических технологий», г. Москва).

Исследуемые вакцины. На основе вакцинных штаммов было разработано
несколько экспериментальных серий вакцин. В одной прививочной дозе
(0,5 мл) во всех экспериментальных сериях содержалось: гемагглютинин
вируса гриппа подтипов A(H1N1) и A(H3N2) – по 5,0 ± 1,0 мкг; гемагглютинин
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вируса гриппа типа В – 11,0 ± 2,0 мкг, а также 85 - 115 мкг/мл мертиолята (за
исключением серии без консерванта). В качестве препарата сравнения была
использована полимер-субъединичная тривалентная гриппозная вакцина
Гриппол, применяемая в России для массовой иммунизации населения. В
качестве плацебо использовали физиологический раствор для инъекций. Все
использованные препараты были произведены ФГУП «НПО «Микроген»
Минздрава России.

Электрофорез в полиакриламидном геле. Чистоту и спектр
антигенов, входящих в состав экспериментальных гриппозных вакцин,
определяли методом электрофореза в 12 % полиакриламидном геле с
додецилсульфатом натрия (ДДС) в соответствии с методикой U.K. Laemmli
(Laemmli, 1970) в невосстановленных и восстановленных условиях (толщина
геля 0,75 мм) с последующей окраской геля Кумасси ярко-голубым R-250.
Восстановленные условия обеспечивались добавлением β-меркаптоэтанола. В
испытаниях использовали вакцины до добавления стабилизаторов и
консервантов. Образцы в концентрации 1 мг/мл разводили равным объемом
буфера для нанесения и кипятили при 95 оС в течение 5 минут на водяной бане.
В штрек вносили 20 мкл образца (10 мкг белка). Для полного выхода белка
электрофорез проводили в денатурирующих условиях – в присутствии
детергента и при кипячении пробы. Все буферы содержали 0,1 % ДДС.

Электронная микроскопия. Все материалы перед проведением
электронной микроскопии подвергали диализу для удаления содержавшейся в
них сахарозы. Процедуру диализа проводили в течение 18 ч при температуре
4 оС против 0,015 М фосфатно-солевого буферного раствора (рН – 7,2).
Диализованный материал адсорбировали на медных сеточках, покрытых
формваровой пленкой, стабилизированной углеродом, дополнительно
промывали физиологическим раствором, содержавшим 0,5 % Twin 20, для
удаления следов сахарозы и контрастировали 1 % фосфорновольфрамовой
кислотой (рН – 7,2). Препараты исследовали в электронном микроскопе JEM
100-СХ (JEOL, Япония) методом негативного контрастирования при
инструментальном увеличении 5800 – 58 000 х, напряжении 80 кВ и апертурной
диафрагме 50 мкм. Фотографирование производили на фотопленку (Agfa
Alliance Camera CE, Германия).

Оценка безопасности и антигенной активности на мышах.
Исследование проводилось на нелинейных белых мышах (m = 10-12 г) в
соответствии с «Правилами лабораторной практики» (Минздрава РФ, 2003) в
филиале предприятия ФГУП «НПО «Микроген» Минздрава России в г. Уфа.
Вакцины вводили внутримышечно двукратно по 0,5 мл с интервалом 7 суток.
Мыши были распределены на 4 группы: 3 – опытные группы получали
вакцины: Совигрипп (Совидон 500 мкг), Совигрипп (Совидон 250 мкг),
безадъювантную инактивированную гриппозную вакцину (ИГВ) и одна
контрольная группа (физиологический раствор). Всего в исследовании было
132 мыши, в контрольной группе - 24 животных, в остальных по 36.

Безопасность оценивали по прибавке массы тела, а также по поведению
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животных и их внешнему виду по сравнению с группой контроля. Взвешивание
животных осуществлялось на электронных весах «V–600» высокого класса
точности (ЗАО "Фартогосм", г. Санкт-Петербург). Через 14 дней после
повторной иммунизации мышей эвтанизировали передозировкой эфира и
проводили тотальный забор крови из сонных артерий. Сыворотки мышей
исследовались в реакции торможения гемагглютинации (РТГА) с
гомологичными антигенами вакцины. Для постановки РТГА использовали
эритроциты кур. Парные сыворотки от каждого животного исследовали в
одном опыте. Титр антител определялся в РТГА по МУ 3.3.2.1758-03.

Оценка иммуногенности на хорьках. Работа с беспородными хорьками
(m = 1,1-1,5 кг) проводилась в соответствии с «Правилами лабораторной
практики» (Минздрава РФ, 2003) на базе вивария филиала ФГУ «48 ЦНИИ
Минобороны России – ВЦ». Хорьки, серонегативные к вакцинным штаммам,
были распределены на 4 группы (n = 60): по 20 животных в группах,
получавших вакцину Совигрипп (Совидон 500 мкг) и (Совидон 250 мкг), в
остальных по 10 (вакцина Гриппол и физизиологический раствор).
Безопасность оценивали по набору массы тела, изменению температуры тела,
по поведению и внешнему виду животных по сравнению с группой контроля, а
также по результатам гистологического исследования на 21 сутки после
иммунизации. Температуру регистрировали с помощью электронного
термометра с гибким наконечником (Модель DT-623, измерение за 10 с,
точность 0,1 ºС; изготовитель: Япония) Сыворотки крови лабораторных
животных забирали для оценки уровня антител к гемагглютининам вирусов
гриппа типа А и В до иммунизации и на 21 сутки после иммунизации. На 21
сутки исследования животных подвергали эвтаназии путем внутримышечного
введения раствора препарата «Золетил 100» в дозе 120 мг/кг в 0,12 мл до
полного угнетения основных функций ЦНС и проводили некропсию и
гистологические исследования.

Обработка сывороток. Перед постановкой реакций гемагглютинации
для удаления неспецифических ингибиторов вируса гриппа сыворотки
обрабатывали препаратом Receptor Destroying Enzyme (RDE) (производства
Denka–Seiken, Tokyo, Japan) согласно протоколу производителя.

Постановка РТГА. Реакцию РТГА проводили в соответствии с
методическими указаниями по определению показателей качества
иммунобиологических препаратов для профилактики и диагностики гриппа по
МУ 3.3.2.1758-03. Парные сыворотки от каждого животного исследовали в
одном опыте. Готовили серию двукратных разведений сывороток (от 1:10 до
1:1280) в объеме 50 мкл. Для этого в 8-лунок каждого ряда вносили по 50 мкл
физиологического раствора. В первую лунку вносили 50 мкл исследуемой
сыворотки, разведенной в 10 раз и прогретой при 56 °С, и после 3-х кратного
перемешивания, переносили 50 мкл разведенной сыворотки в следующую
лунку, процедуру повторяли, титруя сыворотку, из последней (8-ой) лунки
избыток (50 мкл) разведенной до 1:1280 сыворотки, сбрасывали. К каждому
разведению сыворотки добавляли по 50 мкл (4 ГАЕ) стандартизованного
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гриппозного антигена. Панели встряхивали и инкубировали в течение 1 ч при
комнатной температуре. После этого в каждую лунку, включая контрольные,
добавляли по 100 мкл 0,5 % куриных эритроцитов. Результаты реакции
учитывали после оседания эритроцитов в контрольных лунках планшета (через
30 - 40 мин). Титром вирусоспецифических антител в сыворотке считали ее
наибольшее разведение, при котором наблюдали полную ингибицию
агглютинации эритроцитов в результате взаимодействия вируса со
специфическими антителами.

Гистологические исследования. Исследования проводились в филиале
Федерального государственного учреждения «48 Центральный научно-
исследовательский институт Министерства обороны Российской Федерации» -
«Вирусологический центр». Из исследуемых органов хорьков вырезали
образцы (0,5 x 1,0 x 1,0 см) и на 24 ч погружали их в фиксирующий раствор
(10 % раствор формальдегида). После фиксации образцы промывали проточной
водой в течение нескольких часов. Для обезвоживания образцов использовали
следующую последовательность спиртов – 70 %, 80 %, 96 % этанола. В 70 % и
80 % этаноле образцы выдерживались по 12 ч, в 96 % - 24 ч. Затем их
уплотняли, в качестве уплотнителя использовался парафин. Из парафиновых
блоков делали срезы толщиной 4-5 мкм. Срезы окрашивали стандартными
методами: гематоксилин-эозином и пикрофуксином по Ван-Гизону (Волкова и
Елецкий, 1982), и исследовали методом световой микроскопии.
Гистологические исследования проводили у всех животных, которые были
подвергнуты эвтаназии путем внутримышечного введения раствора препарата
«Золетил 100».

Клинические исследования. Клиническое исследование вакцины
Совигрипп проводили на базах ФГБУ «НИИ гриппа» Минздравсоцразвития
России, Отделение апробации новых клинических технологий и препаратов (г.
Санкт-Петербург) и ГОУ ВПО ПГМА им. академика Е.А. Вагнера (г. Пермь).

Клиническое исследование было проведено в два этапа. На первом этапе
изучали безопасность вакцины Совигрипп на ограниченном контингенте
добровольцев в возрасте от 18 до 60 лет (90 добровольцев), которые были
рандомизированы в три группы: одна контрольная (плацебо), две другие
получали исследуемые вакцины (с консервантом и бесконсервантную форму).
На втором этапе исследовали реактогенность, безопасность и иммуногенность -
на расширенном контингенте добровольцев в возрасте 18–60 лет
(240 добровольцев), которые были рандомизированы в три группы: две
получали исследуемую вакцину Совигрипп (с консервантом и без консерванта),
группа сравнения получала коммерческую вакцину Гриппол. В исследованиях
приняли участие добровольцы, у которых величина титров специфических
антител ко всем трем вакцинным штаммам была не выше 1:20.

Реактогенность и безопасность гриппозных вакцин оценивали по
витальным показателям (АД, ЧСС, температура тела), результатам
неврологического осмотра, данным лабораторных анализов (общие анализы
крови и мочи, биохимический анализ крови, IgЕ) и нежелательным явлениям
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(местные и системные реакции). Оценку местных и системных реакций
проводили согласно МУ 3.3.2.1758-03 «Методы определения показателей
качества иммунобиологических препаратов для профилактики и диагностики
гриппа».

Иммуногенность инактивированных вакцин оценивали в РТГА по
фактору сероконверсии, величине среднегеометрического титра (СГТ), уровням
сероконверсии и серопротекции в сыворотках крови привитых в соответствии с
критериями МУ 3.3.2.1758-03 и СРМР ЕМЕА (2001 г.) до вакцинации и на
21 день после вакцинации.

Определение концентрации IgE в сыворотках крови добровольцев.
Концентрацию IgE оценивали в иммуноферментном анализе с использованием
набора «IgE общий-ИФА-БЕСТ» (Вектор-Бест ЗАО, Россия), предназначенного
для определения концентрации общего IgE в сыворотки крови.
Чувствительность – 2,5 МЕ/мл. Диапазон измерений: 0 - 750 МЕ/мл.

Статистическая обработка данных. Для создания базы данных была
использована программа MS Excel. Статистическая обработка данных
проводилась с использование параметрических и непараметрических критериев
на персональном компьютере с помощью компьютерной программы
Statistica 6.0 компании StatSoft. Выбор методов статистической обработки был
обусловлен характером распределения изучаемых признаков (проверка по
критерию Шапиро-Уилка) и типом данных. Для представления полученных
данных использовали следующие показатели описательной статистики: среднее
арифметическое, стандартное отклонение, среднегеометрические титры.
Оценка статистической значимости различий проводилась с применением
параметрических (критерий Стьюдента, дисперсионный анализ) и
непараметрических (критерий Манна-Уитни, критерий Краскела-Уоллиса)
критериев. Во всех процедурах статистического анализа нулевые гипотезы (Н0)
не отвергались на уровне значимости α ˃ 0,05 и отвергались на уровне
значимости α ˂ 0,05. За исключением случаев попарного сравнения, где для
преодоления проблемы множественных сравнений была применена поправка
Бонферрони, понижающая уровень значимости. В этом случае нулевые
гипотезы (Н0) не отвергались на уровне значимости α ˃ 0,05/κ и отвергались на
уровне значимости α ˂ 0,05/κ (1), где κ – количество сравнений, вычисляемые
по формуле κ = (n(n-1))/2 (2), где n - количество групп. 95% доверительный
интервал для пропорций в процентах при 5% уровне значимости (α ≤ 0,05)
рассчитывали по формуле:

, (3)
где р - процент индивидуумов в выборке с интересующими нас свойствами;

n – размер выборки.

РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ

Анализ полипептидного состава концентратов экспериментальных
гриппозных вакцин. Для определения чистоты и спектра антигенов, входящих
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в состав экспериментальной гриппозной вакцины, применяли метод
вертикального электрофореза в полиакриламидном геле (ПААГ) в
невосстановленных и восстановленных условиях (Laemmli, 1970). Данные по
полипептидному составу концентратов субъединиц вируса гриппа A подтипов
H1N1, H3N2 и вируса гриппа В (КЦ1, КЦ2 и КЦ3) представлены на рисунках 1
и 2.

Рисунок 1 - Полипептидный состав концентратов вируса гриппа А, где H1N1 и
H3N2 – концентраты вирусов гриппа А(H1N1) и А(H3N2); КЦ1 и КЦ2 –
концентраты субъединиц вирусов гриппа А(H1N1) и А(H3N2).

Рисунок 2 - Полипептидный состав концентратов вируса гриппа типа В, где В
– концентрат вируса гриппа В; КЦ3 – концентрат субъединиц вируса гриппа В.

Как видно из рисунков молекулярная масса полипептидов вирусов гриппа
в составе экспериментальных субъединичных вакцин: тримеров, димеров и
мономеров гемагглютинина и нейраминидазы, а также М-белка не отличалась
от молекулярной массы полипептидов, входящих в состав цельных вирионов
вируса гриппа А(H1N1), А(H3N2) и В. Анализ полипептидного спектра показал
отсутствие в составе концентратов экспериментальных субъединичных вакцин
нуклеопротеина (внутреннего белка) вируса гриппа и неспецифических белков
субстрата (рисунки 1 и 2, невосстановленные условия), а также существенное
снижение содержания М-белка по сравнению с концентратами цельных
вирионов вируса гриппа. Полученные концентраты гриппозных вакцин
содержали преимущественно субъединицы гемагглютинина и нейраминидазы.
По данным  денситометрии матриксный белок (М-белок) был представлен в
следовых количествах: около 3,5 % в концентрате вируса гриппа А(H3N2);
1,4 % - гриппа В и около 4,5 % - гриппа А(H1N1).
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Молекулярная масса полипептидов вируса гриппа в образцах разных
подтипов вируса гриппа варьировала в следующих пределах: М-белок - 26 –
28 кДа; мономер ГА – 75 - 80 кДа; ГA1 - 49 – 58 кДа; ГA2 - 25 – 30 кДа; NA - 55
– 65 кДа; димер NA - 110 – 130 кДа; димер ГA - 150 – 160 кДа; тример ГA - 225
– 240 кДа, соответствующих данным литературы (Haslam et al., 1970; Skehel &
Schild, 1971; Lazdins et al., 1972; Lazarowitz et al., 1973; Stanley et al., 1973).

Полученные данные позволяют утверждать, что исследуемые образцы
содержали необходимые антигены для создания инактивированной
субъединичной вакцины против сезонного гриппа. Посторонних белков и
белков субстрата накопления вируса гриппа в исследуемых вакцинах отмечено
не было, что свидетельствует о высокой степени очистки препарата от
«балластных» включений.

Морфологические характеристики экспериментальной гриппозной
вакцины при добавлении адъюванта Совидон.

Нами проведен электронно-микроскопический анализ экспериментальной
субъединичной гриппозной вакцины с различными адъювантами. Показано, что
гидроксид алюминия в составе гриппозной вакцины не взаимодействовал с
вирусными субъединицами: в изученных образцах адъювант был представлен
неструктурированным бесформенным электронно-плотным образованием
(рис. 3).

Рисунок 3 - Электронная микрофотография гидроксида алюминия. Увеличение
200 000 х. Масштабная линейка соответствует 100 нм.

При изучении гриппозной вакцины, содержащей сополимер 2-метил-5-
винилпиридина и N-винилпирролидона (Совидон), было отмечено
взаимодействие адъюванта и субъединичных компонентов вакцины,
приводящее к образованию вирусоподобных частиц, размером 80-350 нм
(рис. 4 Б и В). До добавления вирусных субъединиц препарат Совидон
представлял собой бесструктурную электронно-плотную массу (рис. 4 Г), а в
составе вакцины - комплекс наночастиц размером 80 - 350 нм (рис. 4 А).
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Рисунок 4 - Электронная микрофотография: взаимодействие вирусных
субъединиц с препаратом Совидон в составе экспериментальной вакцины (А, Б,
В); Препарат Совидон (Г). Увеличение А – 20 000 х; Б, В – 210 000 х; Г –
190 000 х. Масштабная линейка соответствует 100 нм.

Полиоксидоний в составе экспериментальной вакцины взаимодействовал
с вирусными субъединицами с образованием наночастиц размером 70-500 нм
неправильной формы (рис. 5 А), отличающихся по структуре от частиц,
образуемых Совидоном. Гемагглютинин имел типичную структуру (рис. 5 Б).

А            Б
Рисунок 5 - Электронная микрофотография: взаимодействие вирусных
субъединиц с препаратом Полиоксидоний в составе экспериментальной
вакцины (А); концентрат вирусных субъединиц (Б). Увеличение: А – 30 000 х;
Б - 200 000 х. Масштабная линейка соответствует 100 нм.

Способность адъюванта к взаимодействию с антигенами является
ключевым фактором, обеспечивающим усиление иммунного ответа на
компоненты вакцины. В отличие от гидроксида алюминия, оба
полиэлектролита – Совидон и Полиоксидоний – формировали наноразмерные
конгломераты с вирусными субъединицами в составе вакцины. Преимуществом
Совидона по сравнению с Полиоксидонием является его способность к
образованию наночастиц размером 80–350 нм, сходных с виросомами, в
которых локализованы поверхностные антигены вируса гриппа, что позволяет
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считать Совидон перспективным адъювантом для инактивированной
гриппозной вакцины.

Выбор оптимальной дозы адъюванта. Для выбора оптимальной дозы
адъюванта в составе инактивированной субъединичной вакцины (содержание
Совидона 250 или 500 мкг) были проведены исследования по изучению
безопасности и иммуногенности экспериментальных вакцин на моделях мышей
и хорьков. При этом основным критерием выбора дозы адъюванта являлась
иммуногенность исследуемых вакцин, которую определяли по
среднегеометрическим титрам (СГТ) антител в реакции торможения
гемагглютинации (РТГА) к штаммам вирусам гриппа, входящим в состав
тривалентной вакцины.

На первом этапе была проведена сравнительная оценка антигенной
активности двух адъювантных вакцин с различным содержанием Совидона и
аналогичной вакцины без адъюванта при двукратной внутримышечной
иммунизации мышей. Показано увеличение СГТ сывороточных антител в
группе вакцины  с адъювантом в дозе 250 мкг в 2,8; 2,5 и 1,4 раз, а в группе
вакцины  с адъювантом в дозе 500 мкг - в 4,5; 2,5 и 1,6 раз в отношении вирусов
гриппа А(H1N1); A(H3N2) и В соответственно (табл. 1).
Таблица 1 - Показатели антигенной активности экспериментальных
гриппозных вакцин при двукратном внутримышечном введении мышам

*Примечание: р ˂ 0,05 по отношению к экспериментальным группам мышей,
иммунизированных вакциной Совигрипп.

Увеличение СГТ антител в отношении штамма вируса гриппа А(H1N1) у
мышей, привитых адъювантными вариантами вакцины, по сравнению с
вакциной без адъюванта было статистически значимым (р ˂ 0,05; попарное
сравнение групп с использованием критерия Манна-Уитни).

Во второй серии опытов проводили изучение безопасности и
иммуногенности экспериментальных вакцин с различным содержанием
адъюванта и вакцины Гриппол при однократной внутримышечной
иммунизации хорьков. Наблюдение в течение эксперимента (21 день) не
выявило отклонений в поведении и соматическом статусе животных опытных
групп по сравнению с контрольной группой, получавшей 0,5 мл

Препарат Среднегеометрические титры сывороточных
антител в РТГА, обратные величины

А (Н1N1) А (Н3N2) В
Совигрипп (Совидон 500 мкг)
(n = 36)

507,96 570,18 89,80

Совигрипп (Совидон 250 мкг)
(n = 36)

320,00 570,17 80,00

ИГВ без адъюванта
(n = 36)

113,4* 226,27 56,57

Физиологический раствор
(n = 24)

14,14 14,14 12,60
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физиологического раствора. Снижения массы тела не отмечалось. Температура
тела хорьков в опытных и контрольных группах в течение всего срока
наблюдения оставалась в пределах видовой нормы.

В результате проведенных гистологических исследований специфических
патологических изменений в органах лабораторных животных (головной мозг,
миокард, печень, кишечник, легкие, селезенка), получавших вакцины и
препарат Совидон (250 и 500 мкг), не выявлено. Отмечены морфологические
изменения фолликулов селезенки вакцинированных животных,
характеризующиеся увеличением площадей герминативных центров, что
отражает способность вакцины к стимуляции антителогенеза (Kulkarni et al.,
2014). При этом зародышевые центры в фолликулах селезенки в группе
хорьков, получивших препарат Совидон в дозе 500 мкг, занимали 1/3 объема
фолликула во всех случаях по сравнению с группой, получивших препарат
Совидон в дозе 250 мкг, где зародышевые центры занимали не более 1/8 объема
фолликула (рис. 6).

А. Препарат Совидон
(500 мкг)

Б. Препарат Совидон
(250 мкг)

Д. Вакцина Гриппол

В. Вакцина Совигрипп
(Совидон 500 мкг)

Г. Вакцина Совигрипп
(Совидон 250 мкг)

Е. Препарат Плацебо

Рисунок 6 - Репрезентативные микрофотографии гистологических срезов
селезенки хорьков, получивших препарат Совидон 500 мкг (А); препарат
Совидон 250 мкг (Б); вакцину Совигрипп с содержанием Совидона 500 мкг (В);
вакцину Совигрипп с содержанием Совидона 250 мкг (Г), вакцину Гриппол (Д)
и плацебо (Е). Исследовали по 9 животных в группе.

Изучение иммуногенности вакцин проводили путем сопоставления
титров специфических антител в сыворотках крови хорьков до вакцинации и на
21 сутки после однократной внутримышечной иммунизации (табл. 2).

На момент вакцинации у всех хорьков титр специфических антител к
вирусам гриппа типа А и В в РТГА был ниже 1:10. На 21 сутки иммуногенность
вакцины Совигрипп (Совидон 500 мкг) была достоверно выше, чем вакцины
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Совигрипп (Совидон 250 мкг) и вакцины Гриппол в отношении штамма вируса
гриппа типа А(H3N2) (р ˂ 0,05; критерий Манна-Уитни).
Таблица 2 - Показатели иммуногенности вакцин (СГТ сывороточных антител)
при однократном внутримышечном введении хорькам

Вакцина Вирус
гриппа

Среднегеометрические титры
сывороточных антител в РТГА,

обратные величины
до введения на 21 сутки

Вакцина Совигрипп
(Совидон 250 мкг) (n = 20)

В 5 13
А(H3N2) 5 83
А(H1N1) 5 19

Вакцина Совигрипп
(Совидон 500 мкг) (n = 20)

В 5 21*
А(H3N2) 5 320**
А(H1N1) 5 42*

Вакцина Гриппол (n = 10) В 5 22
А(H3N2) 5 134
А(H1N1) 5 22

Физиологический раствор
(n = 10)

В 5 5
А(H3N2) 5 5
А(H1N1) 5 5

*,**Примечание: *p ˂ 0,05 - статистически значимое отличие между группами Вакцина
Совигрипп (Совидон 250 мкг) и Вакцина Совигрипп (Совидон 500 мкг); **p ˂ 0,05 -
статистически значимое отличие адъювантных вакцин от группы препарата сравнения
Гриппол.

Кроме того, представлялось интересным оценить процентное
соотношение животных с защитным уровнем сывороточных антител (АТ) 1:40
и выше на 21 сутки после введения вакцин. В ходе анализа было показано, что
на 21 сутки после однократного внутримышечного введения вакцины Гриппол
защитный титр антител к вирусу гриппа типа A(H1N1) был достигнут у 30%
хорьков, к вирусу гриппа A(H3N2) - у 70%,  к вирусу гриппа В - у 50%
животных. Для вакцины Совигрипп с содержанием адъюванта 250 мкг – 25%,
85% и 10%, соответственно, а для вакцины Совигрипп с содержанием
адъюванта 500 мкг – 50%, 95% и 30%, соответственно (рис. 7).

Таким образом, по данным изучения иммуногенной активности и
безопасности экспериментальных вакцин для дальнейших исследований была
выбрана вакцина с дозой адъюванта Совидон, равной 500 мкг.
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Рисунок 7 - Процентное соотношение животных с защитным уровнем АТ 1:40
и выше по отношению к штаммам вируса гриппа А (H1N1), A(H3N2) и B на
21 сутки после введения вакцин.

В ходе дальнейших доклинических исследований на лабораторных
животных (нелинейные белые мыши и крысы, мыши линии BALB/с, морские
свинки, кролики породы Шиншилла, неполовозрелые нелинейные белые
крысы), было показано отсутствие острой и хронической токсичности вакцины
Совигрипп, местно-раздражающего, иммунотоксического и аллергизирующего
действия, а также пирогенности, репродуктивной и эмбриональной
токсичности (данные не приводятся). Полученные результаты позволили
перейти к следующему этапу – клиническому исследованию вакцины
Совигрипп на добровольцах в возрасте от 18 до 60 лет.

Клинические исследования гриппозной инактивированной вакцины
Совигрипп. После процедуры скрининга в клиническое исследование по
оценке безопасности и иммуногенной активности вакцины Совигрипп
(Совидон 500 мкг/0,5 мл) было отобрано 330 добровольцев в возрасте от 18 до
60 лет (средний возраст 31,4 ± 11,6 лет). Добровольцам однократно
внутримышечно вводили одну дозу вакцины Совигрипп (с консервантом или
без консерванта) или вакцину Гриппол (по 0,5 мл) или эквивалентный объем
плацебо (физиологический раствор).

Суммарные данные по количеству добровольцев (%), у которых были
отмечены местные и системные реакции в течение 7 дней после вакцинации,
представлены на рисунке 8. В группе плацебо нежелательных явлений
отмечено не было.
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Рисунок 8 - Количество добровольцев (%), у которых были зарегистрированы
предвиденные местные и системные нежелательные явления в течение 7 дней
после вакцинации.

Зарегистрированные местные и системные реакции имели слабую степень
выраженности. Частота местных и системных реакций у добровольцев,
получавших вакцины Совигрипп, Гриппол или плацебо не имела статистически
значимых отличий (р > 0,05; критерий Краскела-Уоллиса), что говорит о
хорошей переносимости и безопасности исследуемых вакцин. Следует также
отметить преобладание местных реакций в структуре всех выявленных
нежелательных явлений после введения вакцины Совигрипп (67 %), которые в
100 % случаев были представлены появлением кратковременного дискомфорта
(болезненности) в месте введения. Аналогичная картина наблюдалась и на
введение вакцины Гриппол – 83,3 % местные реакции, из них в 80,0 % -
кратковременный дискомфорт (болезненность) в месте введения, 20,0 % -
гиперемия.

У добровольцев всех групп, как до вакцинации, так и в течение
динамического наблюдения (повторные исследования на 7-й и 21-й дни)
биохимические и гематологические показатели крови претерпевали
незначительные изменения, оставаясь в пределах нормальных физиологических
значений. Показатели общего анализа мочи (р > 0,05; ANOVA) и данные
неврологического осмотра (р > 0,05; критерий Краскела-Уоллиса) в динамике у
добровольцев также не обнаруживали патологических изменений.

Известно, что повышение концентрации IgE в сыворотке крови является
предиктором высокого риска развития аллергических реакций. В ходе
исследования среди добровольцев во всех группах было показано, отсутствие
существенных изменений в динамике IgE (р > 0,05) (табл. 3; ANOVA). Таким
образом, показано, что введение вакцины Совигрипп не приводит к
повышению уровня IgE и, следовательно, не увеличивает риск развития
аллергических реакций у людей 18-60 лет при отсутствии специфической
непереносимости отдельных компонентов вакцины (например, куриного белка).
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Таблица 3 - Уровни IgE в сыворотках крови добровольцев

Сроки взятия
проб

Уровни IgE, М ± m, ME/мл (норма - 1 – 165 МЕ/мл)
Вакцина

Совигрипп
(n = 110)

Вакцина Совигрипп (б/к)
(n = 109)

Вакцина
Гриппол
(n = 79)

Плацебо
(n = 30)

до введения 117,5 ± 16,1 90,0 ± 12,0 132,1 ± 26,1 125,8 ± 31,5

7 день 107,7 ± 14,1 98,9 ± 15,4 135,3 ± 25,7 154,5 ± 30,5

21 день 111,1 ± 14,8 91,1 ± 13,6 136,9 ± 27,2 149,8 ± 28,7

Примечание: p ˃ 0,05

Иммуногенную активность вакцин оценивали в реакции торможения
гемагглютинации (РТГА), исследуя парные сыворотки крови 267 добровольцев,
взятые до вакцинации и через 21 день после иммунизации (из них
30 добровольцев получали плацебо и 237 – гриппозные вакцины). Результаты
по иммуногенности вакцин представлены в таблице 4.
Таблица 4 - Результаты исследования иммуногенности вакцин Совигрипп и
Гриппол у добровольцев 18-60 лет

Препарат Вирус
гриппа

Уровень
сероконверс

ии
СГТ Фактор

серо
конвер

сии

Уровень
серопротек

ции МУ
3.3.2.
1758-

03

СРМР ЕМЕА

абс. % Д
о

ва
кц

ин
а

ци
и

Д
ен

ь 
21

по
сл

е
ва

кц
ин

ац
ии

абс. % 1* 2** 3***

Вакцина
Совигрип

п
(n=79)

А(H1N1) 65 82,3 7,1 70,1 9,9 61 77,2 + + + +
А(H3N2) 62 78,5 7,2 52,5 7,3 56 70,9 + + + +

В 59 74,7 9,6 64,2 6,7 61 77,2 + + + +
Вакцина
Совигрип

п
(б/к)

(n=79)

А(H1N1) 65 82,3 8,0 62,0 7,8 56 70,9 + + + +
А(H3N2) 62 78,5 7,0 51,1 7,3 56 70,9 + + + +

В 61 77,2 9,2 69,5 7,6 59 74,7 + + + +

Вакцина
Гриппол
(n=79)

А(H1N1) 63 79,7 7,2 65,4 9,1 59 74,7 + + + +
А(H3N2) 60 75,9 7,2 42,2 5,9 52 65,8 + + + -

В 59 74,7 9,5 55,8 5,9 59 74,7 + + + +

Плацебо
(n = 30)

А(H1N1) 3 10,0 6,0 8,1 1,4 3 10,0 - - - -
А(H3N2) 5 16,7 6,0 8,3 1,4 1 3,3 - - - -

В 3 10,0 8,9 10,9 1,2 1 3,3 - - - -
* Уровень сероконверсии > 40%; ** Фактор сероконверсии > 2,5; *** Уровень серопротекции
> 70%.

Как видно из таблицы 4, нарастание титра специфических антител,
наблюдали для всех добровольцев, получивших вакцину (р ˂ 0,05; критерий
Краскела-Уоллиса).

При этом уровни сероконверсии к штаммам вируса гриппа A(H1N1),
A(H3N2) и В для вакцины Совигрипп с консервантом составили 82,3%, 78,5%,
74,7% и без консерванта - 82,3%, 78,5%, 77,2%, соответственно; а уровни
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серопротекции - 70,9%, 70,9%, 74,7% для вакцины с консервантом и 70,9%,
70,9%, 74,7% для вакцины без консерванта, не уступая, и даже превышая
соответствующие значения для препарата сравнения вакцины Гриппол (уровни
сероконверсии: 79,7%, 75,9%, 74,7% и уровни серопротекции: 74,7%, 65,8%,
74,7%). Повышение средних геометрических титров антител на 21 день по
сравнению с исходным уровнем (фактор сероконверсии) было несколько выше
у вакцины Совигрипп, чем у вакцины Гриппол (табл. 4).

Таким образом, было показано, что вакцина Совигрипп по критериям
иммуногенности полностью соответствует требованиям, предъявляемым к
инактивированным гриппозным сезонным вакцинам Федеральной службой по
надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
(МУ 3.3.2.1758-03) и международным требованиям (СРМР ЕМЕА,
СРМР/ЕWР/1045/01). При этом изучаемая вакцина с новым адъювантом была
сопоставима и по ряду показателей иммуногенной активности превосходила
существующую на рынке вакцину того же типа Гриппол.

Полученные данные по безопасности и иммуногенности вакцины
Совигрипп свидетельствуют о возможности широкого использования вакцины
Совигрипп для профилактики гриппа у лиц 18-60 лет. Добавление в
инактивированную вакцину сополимера 2-метил-5-винилпиридина и N-
винилпирролидона (Совидон) (500 мкг/доза) в качестве адъюванта позволяет
создать гриппозную вакцину, не уступающую по профилю безопасности и
иммуногенности существующей на рынке вакцине того же типа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В процессе выполнения работы было разработано несколько

экспериментальных серий инактивированной тривалентной субъединичной
гриппозной вакцины с различными адъювантами (Совидон, Полиоксидоний,
гидроксид алюминия). На основании электронно-микроскопических
исследований показана способность адъюванта Совидон к формированию
конгломератов с вирусными субъединицами. Безопасность экспериментальных
вакцин с Совидоном была показана в экспериментах на мышах, хорьках. По
результатам изучения иммуногенной активности вакцины с различным
содержанием Совидона в исследованиях на животных была выбрана
оптимальная доза Совидона в составе инактивированной гриппозной вакцины,
которая составила 500 мкг/0,5 мл. Результаты, полученные в ходе
доклинических исследований, позволили перейти к следующему этапу –
клиническому исследованию вакцины Совигрипп у добровольцев в возрасте от
18 до 60 лет, в ходе которых были подтверждены высокий профиль
безопасности и выраженная иммуногенность вакцины Совигрипп. Итогом
проведенных исследований явилась регистрация вакцины Совигрипп для
профилактики сезонного гриппа на территории РФ (регистрационное
удостоверение № ЛП-001836 от 13.09.2012 г.).
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ВЫВОДЫ
1. Исследуемая субъединичная гриппозная вакцина Совигрипп состоит

более чем на 95 % из субъединиц гемагглютинина и нейраминидазы с
незначительной примесью М-белка (менее 5 %), что свидетельствует о
высокой степени очистки и концентрации ключевых антигенов вирусов
гриппа.

2. Сополимер 2-метил-5-винилпиридина и N-винилпирролидона (Совидон)
взаимодействует с молекулами гемагглютинина вирусов гриппа, приводя
к образованию конгломератов размером 80 – 350 нм.

3. В исследованиях на мышах и хорьках показана безопасность и высокая
антигенная активность исследуемой гриппозной вакцины с адъювантом
Совидон - 500 мкг и 250 мкг.

4. По результатам исследований на животных в качестве оптимальной, для
включения в состав инактивированной гриппозной вакцины, была
выбрана доза 500 мкг сополимера 2-метил-5-винилпиридина и N-
винилпирролидона (Совидон), обеспечивающая более высокую
иммуногенную активность.

5. Данные, полученные в ходе клинических исследований с участием
добровольцев 18-60 лет, показали, что инактивированная гриппозная
вакцина с Совидоном (500 мкг/доза) – Вакцина Совигрипп - по профилю
безопасности и иммуногенности сопоставима и по ряду показателей
превосходит существующую на рынке вакцину того же типа Гриппол.
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