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Аннотация
Введение. Коклюш остаётся актуальной проблемой здравоохранения во всём мире, в том числе в стра-
нах с высоким уровнем вакцинации, где начиная с 1990-х гг. отмечается рост заболеваемости коклюшем, 
увеличение тяжести течения заболевания и летальности. В этой ситуации требуется создание нового по-
коления бесклеточных коклюшных вакцин (БКВ), способных более эффективно влиять на колонизацию, 
персистенцию и передачу Bordetella pertussis. Одним из возможных направлений совершенствования 
вакцинопрофилактики коклюшной инфекции является создание БКВ на основе протективных антигенов, 
выделенных из биоплёночных культур B. pertussis.
Цель работы — исследование уровня IgG-антител к антигенам возбудителя коклюша: адгезинам — фила-
ментозному гемагглютинину (ФГА), пертактину (ПРН) и токсинам — коклюшному токсину (КТ), липополиса-
хариду (ЛПС) у мышей, иммунизированных экспериментальными БКВ на основе антигенных комплексов, 
выделенных из биоплёночных и планктонных культур B. pertussis.
Материалы и методы. В опытах использовали экспериментальные БКВ на основе антигенных комплек-
сов, выделенных из среды культивирования биоплёночной (БКВ-Б) и планктонной (БКВ-П) культур штамма 
B. pertussis № 317 (серовар 1.2.3). Титры IgG-антител к КТ, ФГА, ПРН и ЛПС в сыворотках крови мышей, 
иммунизированных БКВ-Б и БКВ-П, определяли в иммуноферментном анализе. 
Результаты. Титры IgG-антител к адгезинам (ФГА и ПРН) в группе БКВ-Б были выше в 8 и 4 раза соот-
ветственно по сравнению с БКВ-П, при отсутствии значимых различий по титрам IgG-антител к КТ и ЛПС. 
Заключение. Более высокая, по сравнению с БКВ-П, способность БКВ-Б индуцировать иммунный ответ 
к адгезинам B. pertussis при отсутствии существенных различий между ними в стимуляции IgG-антител  
к токсинам, указывает на преимущество использования антигенных комплексов из биоплёночных культур 
для создания БКВ нового типа. 
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тин, липополисахарид, биоплёнки, планктонные культуры, электрофорез, IgG-антитела, иммунофер-
ментный анализ
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Abstract 
Introduction. Whooping cough remains an urgent health problem worldwide, including in countries with high 
vaccination rates, where, since the 1990s, there has been an increase in the incidence of whooping cough, an 
increase in the severity of the disease and mortality. In this situation, it is necessary to create a new generation of 
acellular pertussis vaccines (аPV) that can more effectively affect the colonization, persistence and transmission 
of Bordetella pertussis. One of the possible directions for improving the vaccine prophylaxis of pertussis infection 
is the creation of aPV based on protective antigens isolated from biofilm cultures of B. pertussis. 
The aim of the study was to research the level of IgG antibodies to the antigens of the pertussis pathogen: 
adhesins — filamentous hemagglutinin (FHA), pertactin (PRN) and toxins — pertussis toxin (PT), lipopolysaccharide 
(LPS) in mice immunized with experimental aPV based on antigenic complexes (AC) isolated from biofilm and 
planktonic cultures of B. pertussis.
Materials and methods. Experimental aPV based on AC isolated from the culture medium of biofilm (aPV-B) 
and planktonic (aPV-P) cultures of B. pertussis strain No. 317 (serotype 1.2.3) were used in the experiments. 
IgG titers of antibodies to PT, FHA, PRN and LPS in blood sera of mice immunized with aPV-B and aPV-P was 
determined in ELISA.
Results. The titers of IgG antibodies to adhesins (FHA and PRN) in the aPV-B group were 8 and 4 times higher, 
respectively, compared with aPV-P, in the absence of significant differences in the titers of IgG antibodies to PT 
and LPS. 
Conclusion. The higher ability of aPV-B to induce an immune response to B. pertussis adhesins compared to 
aPV-P, in the absence of significant differences between them in stimulating IgG antibodies to toxins, indicates 
the advantage of using antigenic complexes from biofilm cultures to create aPV of a new type.

Keywords: Bordetella pertussis, pertussis toxin, filamentous hemagglutinin, pertactin, lipopolysaccharide, 
biofilms, planktonic cultures, electrophoresis, IgG antibodies, enzyme immunoassay.
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Введение
Коклюш остаётся актуальной проблемой здра-

воохранения во всём мире, в том числе в странах 
с высоким уровнем вакцинации, где начиная с 
1990-х гг. отмечается рост заболеваемости коклю-
шем, увеличение тяжести течения заболевания и 
летальности, в том числе среди привитых детей, 
подростков, взрослых [1, 2]. Продолжающую-
ся циркуляцию вирулентных штаммов Bordetella 
pertussis среди населения связывают с переходом от 
цельноклеточных вакцин к бесклеточным коклюш-

ным вакцинам (БКВ). БКВ обеспечивают защиту 
привитых от тяжёлых форм коклюша, однако про-
тективный иммунитет быстро снижается и не пре-
дотвращает колонизацию респираторного тракта и 
передачу возбудителя, стёртых форм заболевания и 
бессимптомного носительства. Известные в насто-
ящее время БКВ содержат от 1 до 5 антигенов, по-
лученных из планктонных культур B. pertussis: ко-
клюшный токсин (КТ) и адгезины: филаментозный 
гем агглютинин (ФГА), пертактин (ПРН), антигены 
фимбрий Fim2 и Fim3. В качестве одной из вероят-
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ных причин низкой эффективности известных БКВ 
является их неспособность влиять на формирова-
ние биоплёночных форм B. pertussis в респиратор-
ном тракте [3]. Образование биоплёнок штаммами 
B. pertussis в респираторном тракте играет важную 
роль в патогенезе коклюшной инфекции, повышая 
вирулентность и персистенцию B. pertussis. Био-
плёнки B. pertussis отличаются от планктонных 
культур изменённым спектром экспрессии генов и 
уровнем продукции целого ряда белков, в том чис-
ле адгезинов и токсинов. В связи с этим вакцинные 
препараты из антигенов биоплёночных и планктон-
ных культур могут различаться по иммуногенной 
активности [4]. 

В этой ситуации требуется создание ново-
го поколения БКВ, способных более эффективно 
влиять на колонизацию, персистенцию и передачу 
B. pertussis. Одним из возможных направлений со-
вершенствования вакцинопрофилактики коклюш-
ной инфекции является создание БКВ на основе 
протективных антигенов, выделенных из биоплё-
ночных культур B. pertussis [5–8]. 

Ранее нами было показано, что протективная 
активность БКВ из биоплёночной культуры (БКВ-Б) 
была в 2,5 раза выше, чем БКВ из планктонной 
культуры (БКВ-П), при интрацеребральном зараже-
нии мышей вирулентным штаммом B. рertussis [9]. 
БКВ-Б также более эффективно снижала уровень 
колонизации микробными клетками B. рertussis 
лёгких мышей при интраназальном заражении ви-
рулентным штаммом.

Цель работы — исследование уровня IgG ан-
тител к адгезинам и токсинам возбудителя коклюша 
у мышей, иммунизированных экспериментальны-
ми БКВ на основе антигенных комплексов, выде-
ленных из биоплёночных и планктонных культур 
B. pertussis.

Материалы и методы
В работе использован штамм B. pertussis № 317 

(серовар 1.2.3), выделенный в России от больного 
коклюшем в 2003 г., депонирован в Научном цен-
тре экспертизы средств медицинского применения 
15.09.2017, патент на изобретение № 2689903.

Мыши-гибриды F1(CBA×C57Bl6) массой  
12–14 г получены из питомника «Андреевка» Мо-
сковской области. Животных содержали в услови-
ях вивария в соответствии с межгосударственным 
стандартом по содержанию и уходу за лаборатор-
ными животными (ГОСТ 33217-2014). Авторы под-
тверждают соблюдение институциональных и наци-
ональных стандартов по использованию лаборатор-
ных животных в соответствии с «Consensus Author 
Guidelines for Animal Use» (IAVES, 23.07.2010). 
Протокол исследования одобрен Этическим коми-
тетом НИИВС им. И.И. Мечникова (протокол № 15 
от 25.12.2024).

Контроль морфологических, серологиче-
ских и культуральных свойств штамма B. pertussis  
№ 317 проводили в соответствии с Методическими 
указаниями1. Культивирование штамма в жидкой 
синтетической питательной среде, выделение ан-
тигенных комплексов (АК) из планктонной и био-
плёночных культур осуществляли в соответствии 
с ранее описанным методом [10]. Для характери-
стики состава АК из биоплёночной и планктонной 
культур использовали вертикальный электрофорез 
в полиакриламидном геле (ПААГ) в денатурирую-
щих условиях по Лэммли [11]. Электрофорез про-
водили в 10% трис-глициновом буфере при силе то-
ка 25 мА. По окончании процесса гель окрашивали 
с помощью Кумасси бриллиантового синего R-250, 
после чего отмывали его дважды в водном растворе, 
содержащем 10% уксусной кислоты и 35% этанола.

Обезвреживание (детоксикацию) антигенных 
комплексов B. рertussis проводили формалином до 
концентрации 0,4% с добавлением сахарозы (10%) 
в течение 20 сут при периодическом встряхивании 
при 37,0 ± 0,5°С. Для получения БКВ антигенные 
комплексы сорбировали на 2% геле алюминия ги-
дроксида («InvivoGen») в таком соотношении, что-
бы в 1 мл смеси содержалось 50 мкг белка, 0,3 мг 
алюминия гидроксида и ФСБ до 1 мл [10]. Для из-
учения уровня и динамики IgG-антител к КТ, ПРН, 
ФГА и липополисахариду (ЛПС) (все — National 
Institute for Biological Standards and Control) мышей 
линии F1(CBA×C57BL6) массой 12–14 г иммунизи-
ровали внутрибрюшинно (n = 20 в каждой группе) 
трёхкратно с интервалом 7 дней эксперименталь-
ными БКВ в дозе 25 мкг. Кровь брали у мышей на 7, 
14, 21 и 28-е сутки после последней иммунизации. 
Забор крови (тотальный) у мышей проводили под 
эфирным наркозом.

Уровень IgG-антител в сыворотках иммунизи-
рованных мышей выявляли в иммуноферментном 
анализе. В качестве отрицательного контроля ис-
пользовали сыворотки интактных мышей (n = 5). 
Концентрация антигенов для адсорбции на планше-
тах составляла: КТ — 2 мкг/мл; ФГА — 2 мкг/мл;  
ПРН — 2 мкг/мл; ЛПС — 2,5 мкг/мл. В опытах ис-
пользовали пероксидазный антивидовой коньюгат 
к IgG мыши («Invitrogen») и тетраметилбензидин 
в качестве субстратной смеси. Результаты реак-
ции учитывали с помощью спектрофотометра вер-
тикального сканирования «Multiskan» («Thermo 
Scientific») при длине волны 450 нм. За титр сыво-
роток принимали величины, обратные их макси-
мальным разведениям, при которых значения опти-
ческой плотности (ОП) в 2 и более раз превышали 
значения ОП в лунках c отрицательным контролем. 

1 Методические указания МУК 4.2.2317-08. Отбор, проверка 
и хранение производственных штаммов коклюшных, парако-
клюшных и бронхисептикозных бактерий. М.; 2009. 43 с.
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Статистический анализ проводили с исполь-
зованием пакета прикладных программ «Microsoft 
Office Excel». Количественные данные представле-
ны в виде М ± m. Сравнения проводили по крите-
рию t Стьюдента. Достоверными считали различия 
при p < 0,05.

Результаты
Из среды культивирования биоплёночной и 

планктонной культур штамма № 317 были выделе-
ны АК, на основе которых были изготовлены два 
варианта БКВ: БКВ-Б и БКВ-П.

Результаты анализа необезвреженных и не ад-
сорбированных на геле гидроксида алюминия АК, 
выделенных из биоплёночной и планктонной куль-
тур штамма № 317 в электрофорезе в ПААГ, пред-

ставлены на рис. 1. В составе АК штамма № 317 
были обнаружены белки в диапазоне молекулярных 
масс от 15 до 220–250 кДа. При этом интенсивность 
белковых полос с молекулярной массой 15 кДа была 
выше у АК из биоплёночной культуры по сравне-
нию с АК из планктонной культуры. В составе обо-
их препаратов были выявлены ФГА (220 кДа), ПРН  
(69 кДа), а также белки с молекулярной массой около 
28 кДа, менее 26 кДа и более 15 кДа, соответствую-
щие фрагментам КТ. На дорожке с ЛПС не обнару-
жено белковых компонентов, что указывает на имму-
нохимическую чистоту использованного препарата.

Результаты определения уровня IgG-антител 
к КТ, ПРН, ФГА и ЛПС у мышей, иммунизирован-
ных БКВ из биоплёночной и планктонной культур 
B. pertussis, представлены на рис. 2. Титры IgG-ан-
тител к КТ в обеих группах на 21-е сутки достигли 
максимальных значений с последующим снижени-
ем на 28-е сутки. Различия в титрах IgG-антител  
к КТ в группах БКВ-Б и БКВ-П были статистиче-
ски недостоверными. Максимальные титры IgG-ан-
тител к ПРН в группе БКВ-Б были отмечены на  
14-е и 21-е сутки, а в группе БКВ-П — на 14-е сутки 
с последующим снижением в обеих группах. При 
этом титры IgG-антител к ПРН в группе БКВ-Б бы-
ли достоверно выше, чем в группе БКВ-П. Титры 
IgG-антител к ФГА в группах БКА-Б и БКВ-П по-
следовательно нарастали и достигли максимальных 
значений на 21-е сутки. Далее было отмечено сни-
жение титров IgG-антител на 28-е сутки. Макси-
мальные титры IgG-антител к ФГА и ПРН в группе 
БКВ-Б были в 8 и 4 раза соответственно выше, чем 
в группе БКВ-П. Максимальные титры IgG-антител 
к ЛПС в группе БКВ-Б были отмечены на 14-е сут-
ки, а в группе БКВ-П — на 21-е сутки с последу-
ющим снижением. Различия в титрах IgG-антител  
к ЛПС в обеих группах были статистически недо-
стоверными.

Обсуждение
B. pertussis продуцирует ряд вирулентных фак-

торов, определяющих патогенетический механизм 
коклюшной инфекции. Условно их можно разде-
лить на адгезины (фимбрии, ПРН, фактор колониза-
ции трахеи, ФГА) и токсины (КТ, аденилатциклаза, 
трахеальный цитотоксин, дермонекротический ток-
син, ЛПС (эндотоксин)). Адгезины обеспечивают 
фиксацию возбудителя на клетках эпителия респи-
раторного тракта, а токсины оказывают непосред-
ственное повреждающее действие. Основным адге-
зином B. pertussis является ФГА, представляющий 
собой белок с молекулярной массой 220 кДа, не ас-
социированный с фимбриями [12]. ПРН представ-
ляет собой связанный с наружной мембраной ми-
кробной клетки нефимбриальный белок (69 кДа). 
ПРН не обладает токсическими свойствами и по 
своему патогенетическому действию является ад-

Рис. 1. Электрофорез в ПААГ из антигенных комплексов 
биоплёночной и планктонной культур B. pertussis. 

1 — маркеры молекулярной массы; 2 — ФГА; 3 — КТ; 4 — ПРН; 
5 — ЛПС; 6 — АК штамма № 317 (биоплёночная культура);  

7 — АК штамма № 317 (планктонная культура).

Рис. 2. Максимальные титры IgG-антител к антигенам 
B. pertussis у мышей, иммунизированных БКВ-Б и БКВ-П. 

По оси ординат: титры антител. 1 — КТ БКВ-П; 2 — КТ БКВ-Б; 
3 — ФГА БКВ-П; 4 — ФГА БКВ-Б; 5 — ПРН БКВ-П; 6 — ПРН 
БКВ-Б; 7 — ЛПС БКВ-П; 8 — ЛПС БКВ-Б. Титры IgG-антител  

у интактных мышей ≤ 100.
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гезином, а также обладает иммуномодулирующей 
активностью [13, 14]. 

КТ является одним из основных факторов па-
тогенности B. pertussis, вызывает различные биоло-
гические эффекты in vivo и in vitro и обусловливает 
значительную часть симптомов заболевания у боль-
ных коклюшем. КТ является экзотоксином, секре-
тируемым микробной клеткой, и представляет со-
бой белок с молекулярной массой 117 кДа, состоя-
щий из 5 структурных единиц (S1, S2, S3, S4 и S5), 
молекулярные массы которых варьируют от 28 кДа 
для S1 до 9,3 кДа для S5 [15, 16].

ЛПС является компонентом наружной части 
клеточной мембраны всех грамотрицательных бак-
терий, в том числе B. pertussis. Молекулы ЛПС обе-
спечивают структурную целостность бактериаль-
ной клетки, защищают мембрану от агрессивных 
воздействий окружающей среды. С ЛПС B. pertussis 
преимущественно связывают побочные эффекты 
цельноклеточных коклюшных вакцин [17, 18]. 

В связи с генотипическим и фенотипическим 
полиморфизмом, а также в зависимости от условий 
культивирования (биоплёночные или планктонные 
культуры), штаммы B. pertussis могут различаются 
по уровням продукции КТ, ФГА, ПРН и других ан-
тигенов. Биоплёнки B. pertussis формируются в ре-
зультате сложного координированного взаимодей-
ствия микробных клеток с биотическими и абиоти-
ческими субстратами. В биоплёночных культурах 
увеличивается экспрессия адгезинов, что способ-
ствует прикреплению к субстрату и межклеточным 
взаимодействиям.

Нами исследован состав АК из планктонной 
и биоплёночной культур B. pertussis и уровень 
IgG-антител к адгезинам (ПРН, ФГА) и токсинам 
КТ и ЛПС (эндотоксину) у мышей, иммунизиро-
ванных БКВ из планктонной и биоплёночной куль-
тур B. pertussis штамма № 317. По данным электро-
фореза в ПААГ, исследованные АК имели в своём 
составе ФГА, ПРН и фрагменты КТ — основные 
протективные антигены B. pertussis, входящие в 
состав БКВ. В целом электрофореграммы обеих 
препаратов были практически идентичными, за ис-
ключением большей интенсивности белковых по-
лос с молекулярной массой около 15 кДа у БКВ-Б. 
Нарастание титров IgG-антител к КТ, ФГА и ПРН 
было обнаружено в сыворотках мышей, иммунизи-
рованных обеими препаратами, что подтверждает 
результаты электрофореза о наличии этих антиге-
нов в составе БКВ. Динамика титров IgG-антител 
к КТ, ФГА, ПРН и ЛПС в группах БКВ-Б и БКВ-П 
в целом носила сходный характер с нарастанием 
титров антител, достижением максимальных зна-
чений и последующим снижением. При этом были 
выявлены существенные различия между БКВ-Б и 
БКВ-П по уровням антител к адгезинам ФГА и ПРН. 
Титры антител к ФГА и ПРН в группе БКВ-Б были 

существенно выше, чем в группе БКВ-П, что можно 
объяснить различным удельным содержанием этих 
антигенов в составе БКВ, обусловленным более вы-
соким уровнем продукции адгезинов биоплёночной 
культурой или более высокой иммуногенностью 
ФГА и ПРН в составе БКВ-Б. Существенных разли-
чий между БКВ-Б и БКВ-П по титрам антител к КТ 
и ЛПС не выявлено. 

Заключение
Более высокая, по сравнению с БКВ-П, способ-

ность БКВ-Б индуцировать иммунный ответ к адге-
зинам B. pertussis, обеспечивающих фиксацию воз-
будителя на клетках эпителия респираторного трак-
та, при отсутствии существенных различий между 
обеими препаратами в стимуляции IgG-антител  
к КТ, указывает на преимущество использования ан-
тигенных комплексов из биоплёночных культур для 
создания более иммуногенных БКВ нового типа.     
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