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Протективная активность и безопасность 
бесклеточной коклюшной вакцины из вакцинных 
и свежевыделенного штамма Bordetella pertussis

 

Резюме

В работе приведены данные изучения in vivo в экспериментах на мышах протективной активности и безопасности трех вариантов 

бесклеточной коклюшной вакцины (БКВ), содержащих комплекс протективных антигенов коклюшного микроба, из вакцинных и 

свежевыделенного штаммов Bordetella pertussis с различными генетическими типами коклюшного токсина, пертактина и фим-

брий. Все исследованные варианты БКВ обладали протективной активностью, соответствующей требованиям ВОЗ, и были без-

вредны при введении мышам одной иммунизирующей дозы, рекомендуемой для введения человеку (25 мкг) ,в тесте изменения 

массы мышей и чувствительности к гистамину. Препарат БКВ, содержащий антигены вакцинных и свежевыделенного штаммов, 

обеспечил двукратное увеличение протективной активности, и также обладал протективными свойствами при экстремально 

высокой дозе заражения. Полученные результаты указывают на перспективность включения в состав БКВ антигенов вакцинных 

и свежевыделенного штаммов B. pertussis с различными генетическими типами коклюшного токсина, пертактина и фимбрий.

Ключевые слова: штаммы B. pertussis, коклюшный токсин, пертактин, фимбрии, бесклеточная коклюшная вакцина, протектив-

ная активность
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Abstract

Goal. Study of the protective activity and safety of acellular pertussis vaccine (APV) using freshly isolated strain of B. pertussis.

Materials and methods. Mice-hybrids F1 (CBAxC57Bl6). The B. pertussis strains: vaccine strains No. 305, No. 203, freshly isolated strain 

No. 287, the test neurotropic strain culture of B. pertussis No. 18323. Protective properties of the APV evaluated in accordance with the 

guidelines. Toxicity APV was studied by changes of body weight of mice, histamine-sensitizing properties, according to the instructions. 

The results and discussion. The paper presents the study of the safety and protective activity of three options acellular pertussis vaccine 

(APV) containing a complex of protective antigens of pertussis microbe: APV1 of vaccine strains of B. pertussis No. 305, serovariant 

1.2.0, the gene for the pertussis toxin ptxA2, pertactin prn1 gene, genes fimbria 2 and 3 – fim2-1 and fim3A and strain No. 203, 

serovariant 1.2.3, the gene for the pertussis toxin ptxA4, pertactin prn1 gene, genes fimbria – fim2-1 and fim3A; APV2 of freshly 

isolated strain of B. pertussis No. 287, serovariant 1.0.3, the gene for the pertussis toxin ptxА1, gene pertactin prn2 genes fimbria – 

fim2-1 and fim3В; APV3 of strains No. 305, No. 203 and No. 287. Shows the relationship between the protective activity of the APV 

and genetic types, pertussis toxin, pertactin and fimrie in their composition. Protective activity APV1, APV2 and APV3 when infecting 

dose of 345 LD50 was 9.0 IPU/ml (international protective units per ml) of 10.3 IPU/ml and 19.9 IPU/ml, respectively. At extremely 

high dose of infection (3846 LD50) protective properties possessed only APV3, protective activity it was 9.2IPU/ml, in line with who 

requirements – at least 8 IPU/ml. Conclusion. Enhancing the protective effects of the vaccine APV3 and freshly isolated strain can 

be explained by the stimulation of cellular and humoral immunity to a broader spectrum of antigenic alternative structures in pertussis 

toxin, pertactin and fimrie.

Key words: strains of B. pertussis, pertussis toxin, pertactin, fimbriae, acellular pertussis vaccine, protective activity
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Введение
Использование корпускулярной коклюшной 

вакцины привело к резкому снижению заболева-
емости этой инфекцией. Тем не менее, благодаря 
высокой степени изменчивости в генотипах бак-
терий B. pertussis стали появляться мутации, при-
ведшие к появлению новых циркулирующих штам-
мов, отличающихся от вакцинных. Уже в начале 
1960-х годов происходит повсеместное замещение 
штаммов сероварианта B. pertussis 1.2.3 на штам-
мы сероварианта 1.0.3 [1, 2]. Данный процесс уси-
лился после замены в 1990-е годы корпускуляр-
ной вакцины на бесклеточные, которые содержат 
детоксицированные основные протективные анти-
гены коклюшных бактерий – коклюшный токсин 
(КТ), филаментозный гемагглютинин (ФГА), белок 
наружной мембраны – пертактин (PRN) и фимбрии 
(fim2,3), представляющие агглютиногены 2  и 3. 
Бесклеточные вакцины, защищая привитых от тя-
желых форм коклюша, не смогли предотвратить 
циркуляцию B. pertussis, что привело, начиная 
с  1995 года и по настоящее время, к вспышкам 
заболевания в большинстве стран мира, использу-
ющих бесклеточные препараты для профилактики 
коклюша [3].

Несмотря на высокий уровень охвата вакцина-
цией, количество вспышек инфекции не снижает-
ся, по данным ВОЗ, в 2008 году в мире зарегистри-
ровано 16 млн случаев заболевания и 200  тыс. 
случаев с летальными исходами Коклюш перестал 
быть инфекцией, актуальной для новорожден-
ных и младенцев, он поражает также подростков 
и взрослых [4].

Сиквенс анализ генома B. pertussis, проведен-
ный в ряде стран мира, подтвердил наличие изме-
нений в аллельных вариантах КТ, ФГА, пертактина 
и фимбрий 2 и 3 у современных циркулирующих 
штаммов B. pertussis [5, 6]. При этом характерным 
для циркулирующих штаммов в гене субъединицы 
А коклюшного микроба стал аллельный вариант 
ptx A1 (AJ245366) вместо ptx A2 (AJ245367) и ptx 
A4 (AJ245368), содержащихся в гене вакцинных 
штаммов, в геноме пертактина циркулирующих 
штаммов – аллельный вариант prn2, в отличие от 
аллелей вакцинных штаммов - prn1. Увеличивается 
количество свежевыделенных штаммов, содержа-
щих «невакцинные» аллели фимбриальных генов 
fim2 и fim3. Вместо аллельных вариантов «вакцин-
ных» штаммов fim2-1 и fim3А регистрируются штам-
мы с аллелями fim2-2 и fim3В. Таким образом, 
структура генов коклюшного токсина, пертактина 
и  фимбрий штаммов B. рertussis, используемых 
для производства АКДС- вакцины, не соответствует 
структуре этих генов циркулирующих в настоящее 
время штаммов коклюшного микроба. Изменения 
в геноме B. рertussis могут быть связаны с появле-
нием более токсичных штаммов и возникновением 
вспышек заболевания коклюшем [7, 8].

Установлена возможность проникновения бак-
терий B. pertussis в различные эукариотические 

клетки макроорганизма и находиться там, пере-
ходя в авирулентное состояние в результате пере-
мещения мобильных генетических IS-элементов 
в  специфические сайты оперона bvgAS, контроли-
рующего экспрессию большинства детерминант 
вирулентности и возможность восстанавливать ис-
ходное вирулентное состояние, как было показано 
на примере с пертактином [9]. Возможно, что это 
явилось причиной появления стертых форм забо-
левания и бессимптомного носительства возбуди-
теля инфекции.

Одним из возможных путей повышения протек-
тивной активности бесклеточных коклюшных вак-
цин является использование в производстве цир-
кулирующих штаммов B. pertussis.

В НИИВС им. И.И. Мечникова был адаптирован 
к жидкой питательной среде выделенный от  боль-
ного коклюшем штамм B. pertussis, депониро-
ванный в ГИСК им. Л.А. Тарасевича под № 287 
серовар 1.0.3. и запатентованный как продуцент 
важнейших протективных антигенов. Была разра-
ботана технология получения из этого штамма бес-
клеточной коклюшной вакцины (БКВ).

Цель настоящих исследований – изучение про-
тективной активности и безопасности бескле-
точной коклюшной вакцины, приготовленной из 
культур вакцинных и свежевыделенного штамма 
B. pertussis № 287.

Материалы и методы
Животные: мыши-гибриды F

1
 (CBAxC

57
Bl

6
), мас-

сой 12 – 14 и 14 – 16 грамм, получены из питом-
ника «Андреевка» Московской области.

Штаммы В. pertussis: вакцинный штаммы 
№  305, серовариант 1.2.0, ген коклюшного ток-
сина ptxA2, ген пертактина prn1, гены фимбрий 2 
и  3  – fim2-1 и fim3A; штамм № 203 (селекциони-
рованный в НИИВС им. И.И. Мечникова из вакцин-
ного штамма 475, предлагаемый в качестве про-
дуцента коклюшного токсина, депонирован в ГИСК 
им. Л.А.  Тарасевича 10.11.89 г.), серовариант 
1.2.3, ген коклюшного токсина ptxA4, ген пертак-
тина prn1, гены фимбрий – fim2-1 и fim3A; свеже-
выделенный штамм № 287, серовариант 1.0.3, ген 
коклюшного токсина ptxА1, ген пертактина prn2, 
гены фимбрий – fim2-1 и fim3В; тест-штамм нейро-
тропной культуры B. pertussis № 18323.

Бесклеточная коклюшная вакцина (БКВ) полу-
чена из супернатанта жидкой среды культивирова-
ния В. рertussis штаммов №№ 305, 203 и 287 [1].

Белок определяли методом Lowry [10].
Протективные свойства БКВ оценивали в со-

ответствии с руководством по проведению докли-
нических исследований лекарственных средств 
[11,  12] на модели развития менингоэнцефалита 
у мышей, зараженных нейротропной вирулентной 
культурой В. pertussis штамм 18323. Испытуемыми 
препаратами иммунизировали 3 группы по 16 мы-
шей разными дозами с 5-ти кратным интервалом 
(2,5;  0,5 и  0,1  мкг белка). Одновременно анало-
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гичные группы мышей иммунизировали разными 
дозами отраслевого стандартного образца имму-
ногенной активности и остаточной токсичности ко-
клюшной вакцины (ОСО-3). Через 14 дней, мышей 
заражали интрацеребрально, не менее 100ЛД

50 

В. pertussis штамм 18323, наблюдали за ними в те-
чение 14  суток, ежедневно регистрируя число вы-
живших животных и рассчитывая величину ЕД

50
 для 

испытуемых препаратов и ОСО. Используя получен-
ных данные, вычисляли количество международ-
ных защитных единиц (МЗЕ) в 1,0 мл испытуемых 
препаратов. Опыт сопровождали контролем ЛД

50 

живой коклюшной культуры. По требованиям ВОЗ 
заражающая доза культуры должна быть не менее 
100LD

50
.

Токсичность БКВ определяли по изменению 
массы тела мышей и, гистаминсенсибилизирую-
щим свойствам, согласно руководству по проведе-
нию доклинических исследований лекарственных 
средств [12].:
•	 Статистические методы: ED

50
 (доза, вызыва-

ющая 50% выживаемости мышей) и МЗЕ/мл 
(Международная защитная единица в 1 мл вак-
цины) рассчитывали по методу Вильсон и Вустер 
с использованием таблиц Национального 
института здоровья США [11].

Результаты и обсуждение
Приготовлены по оригинальной методике [13] 

три варианта БКВ, содержащие комплекс протек-
тивных антигенов коклюшного микроба: 
•	 БКВ1 – штаммы B. pertussis № 305 и № 203; 
•	 БКВ2 – свежевыделенный штамм В. pertussis 

№ 287; 
•	 БКВ3 – штаммы № 305, № 203 и № 287 

(табл. 1).

Как видно из таблицы, БКВ1 содержала основ-
ные протективные антигены двух вакцинных штам-
мов – № 305 серовар 1.2.0, ген коклюшного токси-
на ptx A2, ген пертактина prn1 и ген фимбрий fim2-1 
и fim3А, № 203, серовар 1.2.3, ген коклюшного ток-
сина ptx A4, ген пертактина prn1 и ген фимбрий fim2-
1 и fim3А; БКВ2 содержала основные протективные 
антигены свежевыделенного штамма №  287 серо-
вар 1.0.3, ген коклюшного токсина ptxА1, ген пер-
тактина prn2 и ген фимбрий fim2-1 и fim3В; БКВ3 
содержала антигены всех трех штаммов.

В первой серии опытов заражающая доза куль-
туры B. pertussis тест-штамма № 18323 состав-
ляла 345ЛД

50
. При этом протективная активность 

БКВ1 составила 9,0 МЗЕ/мл, БКВ2– 10,3 МЗЕ/мл  
(различия не достоверны) и БКВ3 – 19,3 МЗЕ/мл 
(различия с БКВ1 и БКВ2 статистически достоверны). 
Таким образом, все испытанные препараты БКВ 
обладали протективной активностью и содержали 
не менее 8 МЗЕ/мл, что соответствует требовани-
ям ВОЗ.

При повторном исследовании протективных 
свойств БКВ1, БКВ2 и БКВ3 заражающая доза 

вирулентной культурой B. pertussis штамм № 18323 
составила 3846LD

50
. Как следует из данных табли-

цы 1, защитные свойства при таких условиях БКВ1 
были на уровне 7,0 МЗЕ/мл, БКВ2 – 4,6 МЗЕ/мл, 
БКВ3 – 9,2 МЗЕ/мл. В этом опыте защитные свой-
ства проявила только БКВ3, состоящей из смеси 
штаммов.

Все три препарата были исследованы на без-
вредность в тесте изменения массы тела мышей, 
которым вводили белок в дозе 25 мкг, что соот-
ветствует одной иммунизирующей дозе, рекомен-
дуемой для человека (см. табл. 1). Все препара-
ты были безвредны в испытанной дозе, поскольку 
прибавка веса по отношению к контролю состав-
ляла более 60%, что в соответствии с руководством 
по доклиническому исследованию коклюшных вак-
цин и анатоксинов свидетельствует об отсутствии 
токсичности у испытуемых БКВ [11, 12].

Также были изучены сенсибилизирующие свой-
ства БКВ1, БКВ2 и БКВ3. Мышей, иммунизировали 
вакцинами в дозах 25, 50 и 100 мкг белка и отрас-
левым стандартным образцом ГСА коклюшной вак-
цины (ОСО-5), начиная с 10 ME в объеме 0,5  мл, 
через 12 дней мышам внутрибрюшинно вводили 
гистамин гидрохлорид в дозе 2,5 мг/мышь в объ-
еме 0,5 мл, контрольной группе животных – 0,5 мл 
физиологического раствора. Через сутки гибели 
животных не было и ГСД

50
 (50% гистаминсенсиби-

лизирующая доза) составляла более 100 мкг, что 
в четыре раза превышала иммунизирующую дозу 
для человека (25мкг). ГСД

50 
1,698 МОЕ/мл.

Следует отметить, что все исследованные пре-
параты БКВ обладали протективными свойствами. 
При заражающей дозе 345LD

50 
БКВ1 (из вакцин-

ных штаммов) и БКВ2 (из свежевыделенного штам-
ма B. pertussis) обладали равной протективной 
активностью (9,1 и 10,3 МЗЕ/мл соответственно), 
хотя отличались по типам коклюшного токсина, 
пертактина и фимбриям (fim3В). Препарат БКВ3, 
содержащий антигены вакцинных и свежевыде-
ленного штаммов, обеспечил увеличение протек-
тивных свойств в два раза – 19,9 МЗЕ/мл. При 
высокой дозе заражения требуемым уровнем за-
щиты обладала только БКВ3 – 9,2 МЗЕ/мл, что сви-
детельствовало о ее более выраженных протектив-
ных свойствах. Необходимо подчеркнуть, что БКВ3 
была идентична БКВ1 по наличию в ее составе 
агглютиногенов 1, 2 и 3, однако в отличие от по-
следней включала в себя три типа коклюшного ток-
сина, два типа пертактина и ген фимбрий (fim3В), 
характерный для циркулирующих штаммов, что 
может свидетельствовать о наличии связи между 
протективной активностью БКВ и генетическими 
типами коклюшного токсина, пертактина и фим-
брий в их составе. Иммунитет к коклюшу опосредо-
ван активацией антигенспецифических Т-хелперов 
1  типа, продуцирующих определенный набор ци-
токинов и синтезом антител к различным антиге-
нам B.  pertussis. Изменения генов КТ, пертактина 
и  фимбрий циркулирующих штаммов B.  pertussis 
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обусловлены мутациями, приводящими к изме-
нению аминокислотного состава кодируемых эти-
ми генами белков и формированию в их составе 
новых антигенных детерминант. В соответствии 
с этим, усиление протективного эффекта БКВ из 
вакцинных и свежевыделенного штамма можно 
объяснить стимуляцией клеточного и гуморально-
го иммунитета к более широкому спектру анти-
генноактивных структур в составе КТ, пертактина 
и фимбрий.

Все препараты были безвредны в опытах на жи-
вотных в одной иммунизирующей дозе для чело-
века и не обладали гистаминсенсибилизирующим 
действием даже при введении четырех доз.

Полученные результаты указывают на пер-
спективность включения в состав БКВ вакцинных 
и  свежевыделенного штаммов B. pertussis с раз-
личными генетическими типами коклюшного ток-
сина, пертактина и фимбрий.

Выводы.

1.	 Все исследованные типы БКВ обладали протек-
тивной активностью, соответствующей требова-
ниям ВОЗ.

2.	 БКВ1 из смеси штаммов и БКВ2 из свежевыде-
ленного штамма обладали равной протективной 
активностью – 9,0 и 10,3 МЗЕ/мл соответствен-
но при заражающей дозе 345LD

50
.

3.	 Препарат БКВ3, содержащий генотипы коклюш-
ного токсина, пертактина и фимбрий из  смеси 
штаммов и свежевыделенного штамма, обе-
спечил увеличение протективных свойств в два 
раза – 19,3 МЗЕ/мл. При заражении дозой 
3846LD

50
, десятикратно превыщающей требуе-

мую, только БКВ3 обладал протективной актив-
ностью – 9,2 МЗЕ/мл.

4.	 Показана перспективность включения в состав 
БКВ протективных антигенов, выделенных как из 
производственных, так и циркулирующих штаммов. 

Таблица 1.
Генетическая характеристика штаммов B. pertussis и биологические свойства  
бесклеточных вакцин, созданных на их основе

Препарат 
БКВ

(штаммы )

Генетическая характеристика штаммов Биологические свойства вакцин

fim 2, 3 ген ptxA ген рrn ген

Заражаю-
щая доза 

тест-
штамма

Протектив-
ная актив-

ность (МЗЕ/ 
мл)

Изменения массы тела 
мышей

прирост 
массы в г

в % по 
отношению 

к контролю**

БКВ1 345 LD
50

3846 LD
50

9,0
7,0

3,0 ± 0,1 81

305 (1.2.0)*

203 (1.2.3)

fim2-1
fim3А

fim2-1
fim3А

ptxA2,

ptxA4

prn1

prn1

БКВ2 345 LD
50

3846 LD
50

10,3
4,6

2,9 ± 0,1 78

287 (1.0.3) fim2-1
fim3В ptxA1 prn2

БКВ3

305 (1.2.0)

203 (1.2.3)

287 (1.0.3)

345 LD
50

3846 LD
50

19,3
9,2

2,9 ± 0,1 78

fim2-1 fim3А

fim2-1
fim3 А

fim2-1
fim3В

ptxA2,

ptxA4

ptxA1

prn1

prn1

prn2

*серовар штаммов B. pertussis
**физиологический раствор
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ИНФОРМАЦИЯ ЕРБ ВОЗ

Вспышки кори в Европейском регионе ставят под угрозу элиминацию этой болезни

Корь продолжает распространяться  в Европейском 
регионе ВОЗ, и в странах, где охват иммунизацией опу-
стился ниже установленного порога в 95%, возможны 
ее крупные вспышки.

По данным Региональной комиссии по верифика-
ции элиминации кори и краснухи, эндемичная пере-
дача кори была прервана в двух третях стран Региона, 
однако 14 стран остаются эндемичными.
•	 В январе 2017 года в Регионе было зареги-

стрировано 559 случаев кори, 474 из которых 
– в 7 из 14 эндемичных стран (Германия, Италия, 
Польша, Румыния, Украина, Франция и Швей-
цария). Крупнейшие вспышки кори в настоящее 
время отмечаются в Италии и Румынии.
В румынии на 10 марта 2017 года зарегистрирова-

но более 3400 случаев кори и 17 смертей от нее).
Резкий рост заболеваемости был отмечен в первые 

недели 2017 года в Италии (в январе зарегистрирова-
но 238 случаев кори), есть все основания считать, что 
заболеваемость может быть больше, чем в 2016 году 
(приблизительно 850 случаев).

Странам, где показатели иммунизации стабильно 
низки, угрожает особый риск крупных вспышек с по-
тенциально трагическими последствиями. 

Утвердив Европейский план действий в отношении 
вакцин на 2015 ─ 2020 гг., все 53 государства-члена в 

Регионе обязались добиться элиминации кори и крас-
нухи – одной из приоритетных целей в области имму-
низации.

На пятом совещании РКВ в 2016 г. был отмечен 
прогресс в достижении этой цели. В частности, было от-
мечено, что:
•	 37 из 53 стран добились прерывания эндемич-

ной передачи кори;
•	 из них в 24 странах этот статус поддерживался 

на протяжении более чем 36 месяцев, и потому 
считается, что они добились элиминации кори;

•	 14 стран остаются эндемичными в отношении 
передачи кори;

•	 2 страны не представили ежегодных сводок о 
положении дел.
Технические эксперты ВОЗ тесно сотрудничают со 

странами Региона, помогая им в достижении указан-
ной цели. Они представляют комплексную поддержку 
для укрепления программ иммунизации, повышении 
популяционного иммунитета и доверия населения к 
вакцинам, развития потенциала для эпиднадзора и ре-
агирования на вспышки болезни в соответствии с дан-
ными странами обязательствами.

Источник: http://www.euro.who.int/en/media-centre/
sections/press-releases/2017/measles-outbreaks-across-

europe-threaten-progress


