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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Реактогенность цельноклеточных коклюшных вакцин (ЦКВ) в основном обу-
словлена присутствием липоолигосахарида (ЛОС) — бактериального эндотоксина (БЭ) на-
ружной мембраны Bordetella pertussis. Оценка содержания ЛОС в ЦКВ и его корреляции 
со специфической безопасностью позволит определить приемлемый уровень ЛОС, не уси-
ливающий реактогенность.
ЦЕЛЬ. Определение содержания липоолигосахарида в цельноклеточных коклюшных вак-
цинах и установление корреляции с параметрами специфической безопасности у мышей 
(изменением массы тела и показателем специфической безопасности).
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Исследовали экспериментальные серии ЦКВ из производствен-
ных (38, 475, 703) и циркулирующих штаммов B. рertussis (1-20, 2-20, 16-16, 25-16, 28(1)-18, 
30-18, 33-18), выделенных от больных коклюшем детей. Содержание БЭ определяли гель-
тромб тестом и турбидиметрическим методом. Параметры специфической безопасности 
оценивали через 24 ч и 7 сут после введения препарата по изменению массы тела аут-
бредных мышей обоего пола, а также по значению показателя специфической безопас-
ности (%).
РЕЗУЛЬТАТЫ. Определено содержание БЭ на протяжении следующих сроков хранения: 
1 год после изготовления ЦКВ (до сведения ЦКВ с другими компонентами АКДС-вакцины); 
от 1 до 2,5 года (срок годности ЦКВ в составе АКДС-вакцины); от 2,5 до 6 лет (после истече-
ния срока годности). Средние значения содержания БЭ в ЦКВ из циркулирующих штаммов 
при хранении 1 год и 1–2,5 года составили 41872,9–70576,0 ЕЭ/мл; в ЦКВ из производствен-
ного штамма при хранении 1–2,5 года — 43980,6 ЕЭ/мл. В вакцинах с продолжительностью 
хранения 2,5–6 лет средние значения БЭ составляли 1353,8–26655,0 ЕЭ/мл. Установлен 
широкий диапазон значений содержания БЭ в изготовленных сериях: от <1000–1270 ЕЭ/мл 
(штамм 30-18) до 36430–94270 ЕЭ/мл (штамм 703). Показатели специфической безопас-
ности образцов, кроме свежеизготовленных 16-16 и 33-18, составили >60%. Установлена 
обратная корреляционная связь умеренной силы между содержанием БЭ и изменением 
массы тела мышей и показателем специфической безопасности.
ВЫВОДЫ. Содержание БЭ в образцах ЦКВ с продолжительностью хранения 1 год 
и 1–2,5 года статистически не различалось. Показатели специфической безопасности 
образцов (>60%) свидетельствуют о соответствии уровня БЭ требованиям безопасности. 
Обратная корреляция между содержанием БЭ (in vitro) и показателем специфической 
безопасности (in vivo) подтверждает роль ЛОС в специфической токсичности препарата, 
что обосновывает актуальность дальнейшего изучения его уровня в штаммах B. pertussis 
и влияния на безопасность ЦКВ.
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. The reactogenicity of whole-cell pertussis vaccines (wPV) is largely attrib-
utable to the presence of lipooligosaccharide (LOS), a bacterial endotoxin (BE) from the outer 
membrane of Bordetella pertussis. Assessing the LOS content in wPV and its correlation with 
specific safety parameters would help establish an acceptable LOS level that does not increase 
reactogenicity.
AIM. This study aimed to determine the lipooligosaccharide content in whole-cell pertussis 
vaccines and establish its correlation with specific safety parameters in mice (body weight 
change and specific safety index).
MATERIALS AND METHODS. Experimental batches of wPV manufactured from production 
strains (38, 475, 703) and from B. pertussis circulating strains (1-20, 2-20, 16-16, 25-16, 28(1)-18, 
30-18, 33-18), isolated from children with pertussis, were studied. BE content was measured 
using the gel-clot test and the turbidimetric method. Specific safety parameters were assessed 
24 hours and 7 days after administration by monitoring body weight changes in outbred mice 
of both sexes and by calculating the specific safety index (%).
RESULTS. BE content was determined at three time intervals: within 1 year after wPV manu
facture (prior to combining with other diphtheria, tetanus, and pertussis (DTP) vaccine com-
ponents); from 1 to 2.5 years (shelf life of wPV as part of the DTP vaccine); and from 2.5 to 
6 years (after expiry). Mean BE content in wPV from circulating strains stored for 1 year and for 
1–2.5 years ranged from 41,872.9 to 70,576.0 EU/mL; in wPV from the production strain stored 
for 1–2.5 years, it was 43,980.6 EU/mL. Vaccines stored for 2.5–6 years showed mean BE values 
ranging from 1353.8 to 26,655.0 EU/mL. A wide range of BE content was observed across manu- 
factured batches, varying from <1000–1270 EU/mL (strain 30-18) to 36,430–94,270 EU/mL 
(strain 703). Specific safety index values for all samples, except for the freshly prepared 16-16 
and 33-18, were >60%. A moderate inverse correlation was found between BE content and both 
mouse body weight change and the specific safety index.
CONCLUSIONS. BE content did not differ statistically between wPV samples stored for 1 year and 
those stored for 1–2.5 years. The specific safety index values (>60%) indicate that the BE levels 
comply with safety requirements. The inverse correlation between BE content (in vitro) and the 
specific safety index (in vivo) confirms the role of LOS in the specific toxicity of the vaccine, sup-
porting further investigation into its levels in B. pertussis strains and its impact on wPV safety.
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ВВЕДЕНИЕ
Коклюш, высококонтагиозная инфекция верх-

них дыхательных путей, вызываемая Bordetella 
pertussis, остается одной из основных причин 
детской заболеваемости [1, 2]. Летальность 
от коклюша у новорожденных составляет 
от 1 до 3%, что обусловливает высокую значи-
мость заболевания для практического здраво-
охранения [3–5].

Для защиты от коклюшной инфекции применя-
ют цельноклеточную коклюшную вакцину (ЦКВ), 
которая за время использования зарекомен-
довала себя как высокоэффективный препарат. 
Однако местные и системные нежелательные яв-
ления, регистрируемые после иммунизации ЦКВ 
(боль, отек, покраснение места введения пре-
парата, повышение температуры тела) [6], по-
служили поводом для ограничения ее широкого 
использования в развитых странах (США, Япония, 
Великобритания, Германия и др.). Один из важ-
нейших факторов реактогенности ЦКВ  — липо- 
олигосахарид (ЛОС)  — бактериальный эндоток-
син (БЭ) наружной мембраны B. pertussis, обуслов-
ливающий эндотоксическую активность, анало-
гичную таковой у энтеробактерий [7, 8]. Помимо 
этого, ЛОС проявляет адъювантные свойства 
и участвует в патогенезе коклюшной инфекции, 
стимулируя иммунный ответ на антигены вакци-
ны. Таким образом, ЛОС влияет как на протекание 
поствакцинального периода, так и на формиро-
вание иммунитета [9]. Поэтому актуальны иссле-
дования по определению безопасного диапа-
зона содержания ЛОС в ЦКВ, не повышающего 
реактогенность, но сохраняющего иммуномоду-
лирующие свойства.

В настоящее время имеются единичные публи-
кации по оценке содержания ЛОС в зарубежных 
АКДС-вакцинах с цельноклеточным коклюшным 
компонентом [10]. В Российской Федерации про-
ведено исследование содержания БЭ в препа-
ратах ЛОС, полученных из бактериальной мас-
сы B. pertussis и из супернатанта культуральной 
среды [11]. Данные об уровне БЭ в отдельных 
штаммах B. рertussis, в том числе вакцинных, от-

сутствуют. В связи с этим представляло интерес 
проведение исследования по определению со-
держания БЭ в ЦКВ, изготовленных из разных 
штаммов, и установлению связи между уровнем 
БЭ и основным показателем качества вакцин — 
специфической безопасностью.

Цель работы — определение содержания ли-
поолигосахарида в цельноклеточных коклюш-
ных вакцинах и установление корреляции 
с параметрами специфической безопасности 
у мышей (изменением массы тела и показателем 
специфической безопасности).

Для выполнения цели были поставлены сле-
дующие задачи: выбор метода определения БЭ,  
отработка условий проведения испытания 
по определению БЭ, изготовление эксперимен-
тальных серий ЦКВ из штаммов B. pertussis, опти-
мизация процедуры подготовки образцов ЦКВ 
и определение в них содержания БЭ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы

Штаммы. Использованы производствен-
ные штаммы B. pertussis 38, 475, 703 и изоля-
ты циркулирующих штаммов 1-20, 2-20, 16-16, 
25-16, 28(1)-18, 30-18, 33-18, выделенные 
от детей, больных коклюшем. Штаммы получе-
ны из Государственной коллекции патогенных 
микроорганизмов ФГБУ «Научный центр экс-
пертизы средств медицинского применения» 
Минздрава России (ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России). Из каждого штамма согласно регламен-
ту производства коклюшной вакцины № 136-69 
были изготовлены экспериментальные серии 
ЦКВ (испытуемые образцы). Бактериальную 
культуру подвергали воздействию формальде-
гида, после чего в смыв культуры вносили кон-
сервант тиомерсал.

Экспериментальные животные. Работа вы-
полнена на аутбредных мышах (самцы, самки; 
возраст 3,5–4 нед.) массой 15±1 г, полученных 
из филиала «Андреевка» ФГБУН «Научный центр 
биомедицинских технологий ФМБА России». 
Мышей содержали в стандартных условиях 
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вивария со свободным доступом к воде и кор-
му; ежедневно контролировали их состояние. 
Эвтаназию животных проводили с использо-
ванием специальной камеры с углекислым га-
зом. Исследования на животных выполняли 
в соответствии с нормативными требованиями1.  
Проведение исследования было одобрено 
на заседании локального этического комитета 
ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России (протокол 
заседания № 14 от 20.10.2025).

Методы
Определение бактериального эндотокси-

на в испытуемых образцах. Для выбора ме-
тода определения БЭ использовали наборы  
с ЛАЛ/ТАЛ-реактивом и контрольным стан-
дартом эндотоксина (КСЭ): лизат амебоцитов 
мечехвоста Limulus polyphemus (ЛАЛ-реактив 
«PYROSTAR ES-F», Wako Chemicals USA, США,  
кат. № WPEК4-50025, WPEК4-5003, WPEРК4-20015) 
и лизат амебоцитов мечехвоста Tachypleus tri-
dentatus (ТАЛ-реактив, BioEndo Technology, 
Китай, кат. № KT0828S). Для разведения образ-
цов использовали воду для теста по определе-
нию БЭ (БЭТ) (ООО «Альгимед Техно», Россия, 
кат. № ALW-50). Все реактивы соответствовали 
требованиям ОФС.1.2.4.0006.152, не содержали 
БЭ и не влияли на реакцию лизата амебоцитов 
(подтверждено сертификатами). В работе ис-
пользовали термоблок DB-2A/FDB02AD (Bibby 
Scientific, Великобритания) и фотоколориметр 
BioТek ELх800 (BioТек Instruments, США).

Несмотря на отсутствие регламентации пока-
зателя «Бактериальные эндотоксины» и норм со-
держания БЭ для вакцин данного типа, на основе 
анализа литературы установлена теоретическая 
норма предельного содержания БЭ в ЦКВ — ме-
нее 200000 ЕЭ/мл [10]. Это значение учитывали 
при проведении испытаний.

Сравнивали два метода определения БЭ: 
гель-тромб и кинетический турбидиметри-
ческий метод. В гель-тромб методе готовили 
ряд разведений испытуемых образцов в воде 

для БЭТ, добавляли ЛАЛ-реактив (чувстви-
тельность 0,25 и 0,03 ЕЭ/мл), инкубировали 
при температуре 37 °С. В кинетическом тур-
бидиметрическом методе оценивали значения 
по калибровочной кривой. Критерии прием-
лемости для калибровочной кривой КСЭ были 
соблюдены: значения коэффициента корре-
ляции в диапазоне 0,988–1,000 (при  норме 
≥0,980). Использовали следующий диапазон 
концентраций КСЭ (для ЛАЛ- и ТАЛ-реактива): 
0,1, 1,0, 10, 100 ЕЭ/мл.

Для достижения высокой степени извлече-
ния БЭ из испытуемых образцов рассматривали 
следующие методы пробоподготовки (на при-
мере серии 33-18): 1) активное перемешивание 
на вихревой мешалке в течение 15–30 с; 2) на-
гревание исходных растворов до 80 °С в тече-
ние 15 мин; 3) обработка в ультразвуковой бане 
при температуре 50 °С в течение 15 мин; 4) ис-
пользование раствора диспергирующего агента 
Pyrosperse (Lonza, США, кат. № 11620301) в пер-
вом разведении (1:10) вместо воды для БЭТ.

Всего было выполнено 46 определений со-
держания БЭ в образцах ЦКВ. Каждый испытуе-
мый образец исследовали 3–5 раз с интервалом 
1–3 мес. В зависимости от продолжительно-
сти хранения образцов результаты разделены 
на 3 группы: группа 1 — определение БЭ в интер-
вале от даты изготовления образца ЦКВ до 1 года 
хранения (срок годности ЦКВ как полуфабрика-
та до сведения с другими компонентами АКДС-
вакцины); группа 2 — определение БЭ в интер-
вале от 1 до 2,5 года после изготовления ЦКВ 
(период от окончания срока годности полуфа-
бриката до окончания срока годности в составе 
АКДС-вакцины — 1,5 года); группа 3 — опреде-
ление БЭ после истечения срока годности АКДС-
вакцины (от 2,5 до 6 лет).

Определение специфической безопасности. 
Специфическую безопасность изготовленных 
серий ЦКВ определяли в тесте изменения мас-
сы тела мышей по методике согласно документу 
ВОЗ3, подробно изложенной в МУК 4.2.2317-084. 

1	 Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the Council of 22 September 2010 on the protection of animals used 
for scientific purposes; European Parliament and Council; 2010.

	 European Convention for the protection of vertebrate animals used for experimental and other scientific purposes. Council of 
Europe; 1986. 

	 ГОСТ 33216-2014 Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила содержания и ухода 
за лабораторными грызунами и кроликами.

	 Решение ЕЭК от 03.11.2016 № 81 «Об утверждении Правил надлежащей лабораторной практики Евразийского экономи-
ческого союза в сфере обращения лекарственных средств».

	 Рекомендации Коллегии ЕЭК от 14.11.2023 № 33 «О Руководстве по работе с лабораторными (экспериментальными) 
животными при проведении доклинических (неклинических) исследований».

2	 ОФС. 1.2.4.0006.15 Бактериальные эндотоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.
3	 Recommendations for whole-cell pertussis vaccine, Annex 6, Technical report series No. 941. WHO; 2007.
4	 МУК 4.2.2317-08 «Отбор, проверка и хранение производственных штаммов коклюшных, паракоклюшных и бронхи-

септикозных бактерий». М.: Федеральный центр гигиены и эпидемиологии Роспотребнадзора; 2009.
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Согласно методике, взвешивание проводили 
до введения препарата, через 72 ч и 7 сут, рас-
считывая показатель специфической безопас-
ности как отношение прироста массы тела 
мышей, которым ввели ЦКВ, к приросту массы 
тела контрольных животных (требования к ве-
личине показателя  — не менее 60%). В доку-
менте ВОЗ5 допускаются изменения в методике 
на национальном уровне. Так, в Бразилии [12] 
измерения массы тела мышей проводят не толь-
ко через 72 ч и 7 сут, но и через 16–24 ч; изме-
нение массы тела через 16–24 ч отражает при-
сутствие в ЦКВ ЛОС, а через 7 сут  — наличие 
необезвреженного коклюшного токсина. В на-
стоящем исследовании взвешивание животных 
проводили до введения препарата, через 24 ч 
и 7 сут, выражая изменение массы тела в грам-
мах и процентах.

Проводили рандомизацию мышей по весу 
и формировали опытную и контрольную группы 
по 10 животных. Опытным мышам внутрибрю-
шинно вводили 0,5 мл испытуемого образца 
(20 млрд/мл инактивированных бактериальных 
клеток), контрольным  — 0,5 мл физиологиче-
ского раствора, содержащего тиомерсал в той 
же концентрации как в испытуемых образцах 
(по регламенту производства коклюшной вак-
цины № 136-69). Всего проведено 23 испытания 
по определению показателя специфической 
безопасности в образцах.

Статистическая обработка данных. Содер-
жание БЭ в испытуемых образцах представлено 
как среднее арифметическое и его стандартное 
отклонение. Взаимосвязь между содержани-
ем БЭ в образцах ЦКВ, изменением массы тела 
мышей и показателем специфической безопас-
ности оценивали по коэффициенту ранговой 
корреляции Спирмена6. Значения коэффициента 
интерпретировали следующим образом: менее 
0,3  — слабая теснота связи; 0,3–0,7  — умерен-
ная теснота связи; 0,7 и более — высокая тесно-
та связи.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Определение содержания бактериального 
эндотоксина

Выбор метода определения. Основным ко-
личественным измерениям предшествовал 
выбор метода определения БЭ. Проведено 
сравнительное испытание двух методов 
(гель-тромб и турбидиметрический кинетиче-
ский) с использованием испытуемого образ-
ца ЦКВ 33-18. Установлено, что применение  

ЛАЛ/ТАЛ-реактивов более высокой чувстви-
тельности позволило определять содержание 
БЭ наиболее корректно (табл. S1 опубликована 
на сайте журнала в Приложении 17). Результаты 
испытаний с реактивами чувствительностью 
0,03 и 0,1 ЕЭ/мл укладывались в диапазон допу-
стимой погрешности метода.

Для дальнейшей работы выбран турбиди-
метрический кинетический метод благодаря 
возможности количественного определения БЭ, 
тестирования большого количества образцов, 
а также использованию относительно невысо-
ких разведений испытуемых образцов при по-
строении калибровочной кривой с диапазоном 
концентраций КСЭ 0,1–100 ЕЭ/мл.

Опытным путем установлено рабочее разве-
дение 1:10000, позволяющее обнаруживать БЭ 
в образцах.

Пробоподготовка образцов вакцины. Для мак-
симального извлечения БЭ из образцов пред-
варительно подобраны оптимальные условия 
(табл. S2, Приложение 1). Сравнение различных 
методов пробоподготовки на примере образца 
33-18 показало, что использование ультразву-
ковой бани нецелесообразно из-за снижения 
выявления БЭ, а применение диспергирующе-
го агента Pyrosperse в первом разведении 1:10, 
вероятно, способствует извлечению БЭ из бак-
териальной клетки. Учитывая незначительные 
различия между результатами, полученными 
после перемешивания и перемешивания с на-
греванием образцов, для рутинных измерений 
было выбрано только перемешивание.

Таким образом, были установлены оптималь-
ные условия для определения БЭ в испытуемых 
образцах ЦКВ: турбидиметрический кинети-
ческий метод, разведение 1:10000, перемеши-
вание на вихревой мешалке в течение 15–30 с 
перед отбором аликвоты. Допустимо использо-
вание диспергирующего агента.

Определение содержания бактериального 
эндотоксина в образцах вакцин при различной 
продолжительности хранения. Содержание 
БЭ определяли в испытуемых образцах, изго-
товленных из производственных и циркули-
рующих штаммов B. pertussis, с различной про-
должительностью хранения этих образцов 
(табл. 1). Полученные результаты разделены 
на 3 группы: группа 1  — данные для двух об-
разцов, изготовленных из циркулирующих 
штаммов 16-16 и 33-18; группа 2  — данные 
для образцов, изготовленных из производствен-
ного штамма 703 и циркулирующих 1-20 и 2-20; 

5	 Recommendations for whole-cell pertussis vaccine, Annex 6, Technical report series No. 941. WHO; 2007.
6	 Коэффициент ранговой корреляции Спирмена. http://www.psychol-ok.ru/statistics/spearman/
7	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-2-230-240-annex
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группа 3 — данные для образцов, изготовленных 
из производственных штаммов 38 и 475 и цирку-
лирующих штаммов 25-16, 28(1)-18, 30-18.

Показано, что в группах 1 и 2 средние зна-
чения содержания ЛОС в образцах ЦКВ 16-16, 
33-18, 703 и 2-20 практически одинаковы: уро-
вень ЛОС в ЦКВ из циркулирующих штаммов 
соответствует таковому в производственном 
штамме 703. Исключение составила вакцина, 
изготовленная из циркулирующего штамма 1-20, 
с несколько более высоким содержанием БЭ. 
В группе 3 зафиксировано значительное сни-
жение содержания БЭ в испытуемых образцах. 
При этом вакцина из производственного штам-
ма 475 сохранила уровень эндотоксина, близ-
кий к значениям в первых двух группах, тогда 
как образцы из производственного штамма  38  
и циркулирующих штаммов 25-16, 28(1)-18 
и 30-18 содержали значительно меньше БЭ.

Определение содержания бактериального 
эндотоксина, изменения массы тела мышей 
и показателя специфической безопасности 
для образцов вакцин

Данные о содержании БЭ в испытуемых об-
разцах ЦКВ и изменении массы тела мышей 

после внутрибрюшинного введения этих же 
вакцин представлены в таблице 2. Также при-
ведены данные определения показателя спе-
цифической безопасности для тех опытов, 
которые выполнены одновременно с оцен-
кой БЭ или с интервалом не более недели. БЭ 
определяли in vitro, специфическую безопас-
ность — in vivo с использованием тех же образ-
цов. Таким образом, каждому измерению БЭ 
в ЦКВ соответствовал опыт на мышах с введе-
нием той же серии вакцины, в котором опре-
деляли изменение массы тела (г, %) через 24 ч 
и 7 сут, а также показатель специфической 
безопасности.

Показатели специфической безопасности 
в экспериментальных сериях ЦКВ (за исключе-
нием образцов 16-16 и 33-18) значительно пре-
вышали 60%, что свидетельствует об их соот-
ветствии требованиям ВОЗ8 и МУК 4.2.2317-089. 
Значения показателя специфической безопас-
ности в образцах 16-16 и 33-18 были ниже 60%, 
что, вероятно, связано с использованием недав-
но изготовленных образцов, в которых процесс 
детоксикации еще не завершился.

Прирост массы тела мышей на 7 сут после 
введения препарата соответствовал значениям, 

8	 Recommendations for whole-cell pertussis vaccine, Annex 6, Technical report series No. 941. WHO; 2007.
9	 МУК 4.2.2317-08 «Отбор, проверка и хранение производственных штаммов коклюшных, паракоклюшных и бронхи-

септикозных бактерий». М.: Федеральный центр гигиены и эпидемиологии Роспотребнадзора; 2009.

Таблица 1. Содержание бактериального эндотоксина (БЭ) в образцах цельноклеточных коклюшных вакцин (ЦКВ), изготов-
ленных из производственных и циркулирующих штаммов, при различной продолжительности хранения вакцин
Table 1. Bacterial endotoxin (BE) content in whole-cell pertussis vaccines (wPV) prepared from production and circulating strains 
at different storage durations

Штамм B. pertussis
Strain B. pertussis

Содержание БЭ при различной продолжительности хранения ЦКВ, ЕЭ/мл
Content of BE in wPV at different storage durations, EU/mL

Продолжительность хранения вакцины: до 1 года
Vaccine storage duration: up to 1 year

16-16 (n=3) 41883,3±3687,2

33-18 (n=8) 41872,9±6377,4

Продолжительность хранения вакцины: от 1 до 2,5 года
Vaccine storage duration: from 1 to 2.5 years

703 (n=5) 43980,6±29391,4

1-20 (n=6) 70576,0±22332,9

2-20 (n=6) 46531,7±18412,8

Продолжительность хранения вакцины: от 2,5 до 6 лет
Vaccine storage duration: from 2.5 to 6 years

38 (n=4) 6595,3±1840,6

475 (n=4) 26655,0±8367,7

25-16 (n=4) 2361,8±239,4

28(1)-18 (n=2) 5120,5±379,4

30-18 (n=4) 1353,8±286,5

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table was prepared by the authors using their own data
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получаемым при оценке качества коммерче-
ских вакцин надлежащего качества. Изменение 
массы тела мышей через 24 ч ранее при экс-
пертизе коммерческих серий АКДС-вакцины 
не оценивали, поэтому для объективного ана-
лиза полученных результатов требуются даль-
нейшие наблюдения.

Для оценки влияния ЛОС в образцах на па-
раметры специфической безопасности прове-
ден корреляционный анализ, который выявил 
статистически значимые обратные корреляции 
умеренной силы между содержанием БЭ в ис-
следуемых сериях вакцин и всеми параметрами 

специфической безопасности (табл. 3). На 7 сут 
связь с изменением массы тела (rs ≈ –0,50, p<0,05) 
была несколько сильнее, чем на 1 сут (rs ≈ –0,45, 
p<0,05). Наиболее сильная обратная корреляция 
наблюдалась между содержанием БЭ и показа-
телем специфической безопасности (rs = –0,535, 
p<0,01). Полученные данные свидетельству-
ют о том, что ЛОС, входящий в состав клеток 
B. pertussis, вносит прямой вклад в токсическое 
действие, регистрируемое при оценке специ-
фической безопасности ЦКВ, и значимость его 
уровня как фактора, определяющего тяжесть 
реакции организма на введение вакцины.

Таблица 2. Содержание бактериального эндотоксина (БЭ) в образцах цельноклеточных коклюшных вакцин (ЦКВ), измене-
ние массы тела мышей после введения вакцин и показатель специфической безопасности
Table 2. Bacterial endotoxin (BE) content in samples of whole-cell pertussis vaccines (wPV), body weight change in mice after their 
administration, and specific safety index

Штамм B. pertussis для 
изготовления ЦКВ

Strain of B. pertussis used 
for wPV manufacturing

Содержание БЭ, ЕЭ/мл
BE content, EU/mL

Изменение массы тела мышей, г / %
Change in body weight of mice, g / %

Показатель 
специфической 
безопасности, %

Specific safety index, %
На 1 сут
On Day 1

На 7 сут
On Day 7

38
8163 0,21/1,43 8,0/54,30 109,3

3893 0,46/3,1 9,22/62,20 111,1

475 21170 0,43/2,92 6,74/45,73 103,9

703

38100 0,11/0,73 6,34/41,82 85,2

36430 –0,18/–1,18 5,97/39,59 99,6

94270 –0,77/–5,19 5,77/38,91 94,4

16-16

29150 –1,52/–9,91 1,16/7,56 15,8

48540 –0,66/–4,25 1,83/12,11 28,1

47960 –0,79/–5,37 3,27/22,35 51,45

25-16
2486 –0,11/–0,74 8,90/59,97 119,6

2015 –0,16/–1,06 6,0/39,58 112,4

28(1)-18 4584 0,09/0,62 6,84/46,79 105,4

33-18

29820 –0,60/–3,96 3,72/24,57 50,0

37780 0,21/1,37 3,49/22,84 55,0

25040 –0,93/–6,24 2,62/17,57 42,9

1-20

67480 –0,95/–6,15 6,35/41,10 75,3

38420 –0,19/–1,26 8,17/54,0 109,8

35480 –1,17/–7,72 5,20/33,74 97,4

2-20

29810 –0,20/–1,36 7,66/52,07 103,0

23420 –0,25/–1,64 5,26/34,54 98,5

27700 –0,02/–0,14 7,38/50,0 113,7

30-18
<1000 0,10/0,68 8,20/55,30 102,5

<1270 –0,37/–2,43 7,07/46,50 96,6

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table was prepared by the authors using their own data
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ОБСУЖДЕНИЕ
При сопоставлении наших результа-

тов с литературными данными установлено, 
что содержание БЭ в исследованных образ-
цах ЦКВ в целом укладывается в диапазон, 
характерный для зарубежных коммерческих 
АКДС-вакцин с цельноклеточным коклюшным 
компонентом (7600–181640 ЕЭ/мл) [10]. Так, со-
держание БЭ в образце ЦКВ из производствен-
ного штамма 703 при хранении 1–2,5 года со-
ставило 43980,6±29391,4 ЕЭ/мл; уровень БЭ 
для образцов ЦКВ из циркулирующих штаммов 
(16-16, 33-18, 1-20, 2-20) в тот же период так-
же находился в указанном диапазоне (табл. 1). 
Значительный разброс значений БЭ как в нашем 
исследовании, так и в случае коммерческих 
вакцин, по-видимому, обусловлен использо-
ванием различных штаммов B. pertussis, техно-
логических подходов производства и количе-
ством бактериальных клеток в дозе вакцины. 
Следует отметить, что приведенные диапазоны 
БЭ отражают результаты многолетнего анализа 
вакцин. Рекомендованный уровень БЭ для вак-
цинных препаратов, содержащих анатоксины, 
составляет менее 200000 ЕЭ/мл, что обусловле-
но сложным составом таких вакцин и их полу-
чением из бактериальных клеток с минималь-
ной степенью очистки. Для сравнения, в БКВ, 
состоящих из стандартизованного набора 
отдельных антигенов, уровень БЭ составляет 
0,288–1390,8 ЕЭ/мл [10].

В исследованных образцах ЦКВ, находив-
шихся на хранении более 2,5 года, за исклю-
чением штаммов 475 и 38, выявлен значитель-
но более низкий уровень БЭ. Возможно, это 
связано с длительным хранением, которое 
могло повлиять на структурную целостность 
антигенов.

Несмотря на различия в уровнях БЭ в образцах 
ЦКВ, его выявленное содержание не оказывало 
значимого влияния на специфическую безопас-
ность вакцин. Как следует из таблицы 2, пока-
затель специфической безопасности для всех 
исследованных образцов, кроме свежеизготов-
ленных 16-16 и 33-18, превышал 60%. В этих 
двух образцах процесс детоксикации, по-види-
мому, еще не завершился, чем и объясняются 
значения ниже нормы (<60%). Важно отметить, 
что содержание БЭ в образцах 16-16 и 33-18 было 
сопоставимо с его уровнем в образцах со сро-
ком хранения 1–2,5 года, имевших нормальный 
показатель безопасности (>60%). Это позволяет 
предположить, что низкие значения показате-
ля безопасности обусловлены не присутствием 
ЛОС, а действием других токсинов, в частности 
коклюшного токсина. Кроме того, бактериальная 
клетка B. pertussis содержит около 3000 различ-
ных белков, которые также могут вносить вклад 
в реактогенность препарата [13].

Учитывая, что ЛОС является одним из фак-
торов, влияющих на реактогенность, в настоя-
щем исследовании оценена корреляция меж-
ду параметрами специфической безопасности 
и содержанием данного токсина в образце ЦКВ. 
Полученные данные (табл. 3) свидетельствуют 
о том, что ЛОС вносит прямой вклад в токси-
ческое действие, регистрируемое при оценке 
параметров специфической безопасности ЦКВ, 
и его уровень является значимым фактором, 
определяющим тяжесть реакции организма мы-
шей на введение вакцины.

Таким образом, в результате проведенной 
работы установлено содержание ЛОС в составе 
производственных и циркулирующих штаммов 
B. pertussis и показана его корреляционная связь 
со специфической безопасностью. Высокие 

Таблица 3. Корреляция между содержанием бактериального эндотоксина (БЭ) и параметрами специфической безопасности 
у мышей (изменение массы тела и показатель специфической безопасности)
Table 3. Correlation between bacterial endotoxin (BE) content and specific safety parameters in mice (body weight change and 
specific safety index)

Параметр
Parameter

Коэффициент ранговой корреляции Спирмена, rs
Spearman's rank correlation coefficient, rs

Изменение массы тела через 24 ч:
Body weight change after 24 hours:
граммы / grams
%

–0,451*
–0,445*

Изменение массы тела через 7 сут:
Body weight change after 7 days:
граммы / grams
%

–0,502*
–0,501*

Показатель специфической безопасности, %
Specific safety index, %

–0,535**

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table was prepared by the authors using their own data

Примечание. * p<0,05; ** p<0,01.
Note. * p<0.05; ** p<0.01.
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значения показателя специфической безопасно-
сти образцов ЦКВ отражают их незначительную 
реактогенность, то есть присутствующее коли-
чество ЛОС не оказывает значимого влияния 
на безопасность. Данное исследование выпол-
нено на экспериментальных сериях ЦКВ, изго-
товленных из отдельных штаммов. В дальней-
шем планируется определить содержание ЛОС 
в коммерческих сериях АКДС-вакцины.

Согласно данным литературы ЛОС считается 
одним из основных компонентов, ответствен-
ных за реактогенность ЦКВ [12, 14, 15]. Действуя 
как изолированно, так и синергично с другими 
токсинами B. pertussis (коклюшный токсин, аде-
нилатциклаза), ЛОС может вызывать серьезные 
нежелательные явления у реципиентов АКДС-
вакцины [13]. Эндотоксический эффект ЛОС 
препятствует его включению в состав БКВ [16]. 
Реактогенность вакцин, проявляющаяся не-
желательными явлениями, приводит к утрате 
доверия у населения к вакцинации, что может 
иметь долгосрочные негативные последствия. 
Поэтому продолжается поиск путей создания 
высококачественных вакцин. Идеальная вакци-
на должна быть нереактогенной, простой в при-
менении и высокоиммуногенной, обеспечивая 
длительный иммунитет [13].

Один из подходов к снижению реактоген-
ности  — снижение содержания ЛОС в вакцине. 
Имеются данные о том, что химическая экстрак-
ция ЛОС приводит к значительному снижению 
его уровня (до 20%) и уменьшению токсичности 
без влияния на эффективность и стабильность 
АКДС-вакцины [12]. Эндотоксическая активность 
в такой вакцине составляла 1,54×104 против 
0,53×106 МЕ/мг в коммерческом препарате [12].

В последние десятилетия для снижения 
эндотоксичности ЦКВ активно применяют-
ся методы генной инженерии [14, 17–21]. Так, 
экспрессия генетически модифицированного 
фермента PagP  B. pertussis приводила к повыше-
нию эндотоксической активности ЛОС, а фер-
мента PagL — к снижению активности ЛОС [17].  
ЛОС из штаммов, экспрессирующих PagP, об-
ладал более высокой способностью стиму-
лировать продукцию IL-6 макрофагами, то-
гда как клетки с PagL продуцировали на 21% 
меньше ЛОС и проявляли сниженную стимули-
рующую активность по сравнению с контроль-
ным штаммом [17].

Помимо эндотоксичности, ЛОС обладает 
мощной адъювантной активностью, что делает 
его важным компонентом ЦКВ [17]. ЛОС являет-
ся наиболее широко представленной структу-
рой на клеточной поверхности B. рertussis, игра-
ющей важную роль во взаимодействиях хозяина 

и патогена [22]. Действуя синергически с трахе-
альным цитотоксином и коклюшным токсином, 
ЛОС участвует в индукции синтазы оксида азота 
в эпителиальных клетках дыхательных путей 
с последующей выработкой активных форм кис-
лорода, таких как окись азота (NO), и поврежде-
нием реснитчатых клеток слизистой оболочки 
дыхательных путей [23, 24].

Кроме участия в патогенезе, ЛОС проявляет 
свойства защитного антигена [25]. Антитела 
к ЛОС обладают комплемент-зависимой бак-
терицидной активностью [26, 27] и существен-
но снижают колонизацию дыхательных пу-
тей мышей после аэрозольной инфекции [28]. 
Олигосахаридный сегмент ЛОС, не обладающий 
активностью эндотоксина, содержит эпитопы 
для бактерицидных антител [26, 29, 30], что дела-
ет его перспективным антигеном для включения 
в состав БКВ. Однако олигосахариды неимму-
ногенны, поэтому для преодоления этого про-
водят их конъюгирование с иммуногенным но-
сителем, синтезируя гликоконъюгаты [16, 27, 31].  
В случае B. pertussis важно, что олигосахаридный 
компонент эволюционно стабилен и практиче-
ски неизменен у клинических изолятов на про-
тяжении многих лет [31], то есть не подвержен 
антигенному дрейфу [16]. Липидная часть ЛОС 
также консервативна, что указывает на ее жиз-
ненную важность для бактерии. ЛОС активирует 
клетки врожденного иммунитета, способствуя 
активации адаптивного ответа и индукции вы-
работки бактерицидных антител [31, 32]. Это 
позволяет рассматривать ЛОС как необходимый 
компонент коклюшных вакцин.

В настоящее время не определено минималь-
ное количество ЛОС, обеспечивающее защит-
ную активность, безопасность и стабильность 
вакцины. Учитывая пирогенность и токсичность 
эндотоксинов, актуальны дальнейшие исследо-
вания по оценке их содержания как в исходном 
материале, так и в полуфабрикатах и готовых 
коклюшных вакцинах.

ВЫВОДЫ
1. 	Определено содержание ЛОС в ЦКВ, изго-

товленных из трех производственных и семи 
циркулирующих штаммов B. pertussis. Содер-
жание ЛОС в ЦКВ из производственного штам-
ма 703 (43980,6±29391,4 ЕЭ/мл) статистически 
не отличалось от такового в ЦКВ из циркулиру-
ющих штаммов. В образцах из циркулирующих 
штаммов (16-16, 33-18, 1-20, 2-20, 25-16, 28(1)-18, 
30-18), исследованных в течение 2,5 лет после 
изготовления, содержание ЛОС составляло 
от 41872,9±6377,4 до 70576,0±22332,9 ЕЭ/мл. 
В вакцинах 38, 25-16, 28(1)-18, 30-18, хранившихся 
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от 2,5 до 6 лет после изготовления, уровень 
ЛОС (за исключением одной вакцины) состав-
лял от 1353,8±286,5 до 6595,3±1840,6 ЕЭ/мл.

2. 	При определении специфической безопасно-
сти исследуемых вакцин выявлена обратная 
корреляционная связь между содержанием 
ЛОС в вакцине и изменением массы тела мы-
шей через 24 ч и 7 сут, а также показателем 
специфической безопасности.

3. 	Полученные данные обосновывают актуаль-
ность дальнейших исследований для изуче-
ния содержания ЛОС в ЦКВ из производствен-
ных и циркулирующих штаммов, а также роли 
ЛОС в формировании реактогенности вакцин 
и определения его минимального количества, 
обеспечивающего требования по защитной 
активности, специфической безопасности 
и стабильности препарата.
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