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4.2, МЕТОДЫ КОНТРОЛЯ. БИОЛОГИЧЕСКИЕ 
И МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ
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производственных штаммов коклюшных, 

паракоклюшных и бронхисептнкозных бактерий

Методические указания 
МУК 4.2.2317—08

1. Область применения
1.1. Настоящие методические указания устанавливают требования к 

штаммам коклюшных, паракоклюшных и бронх исепти к озных бактерий, 
используемым в производстве корпускулярного или бесклеточного кок­
люшного компонента комплексных вакцин, а также диагностическим 
коклюшным и паракоклюшным препаратам и методам их контроля, ус­
ловиям приготовления яиофияизированных культур, их хранению.

1.2. Методические указания предназначены для организаций, осу­
ществляющих производственный выпуск препаратов для профилактики 
и диагностики коклюша и паракоклюша; органов и учреждений, осуще­
ствляющих государственный санитарно-э пидемиологический надзор; 
учреждений, осуществляющих свою деятельность в целях обеспечения 
государственного санитарно-эпидемиологического надзора; других ор­
ганов и организаций, осуществляющих контроль за качеством и безо­
пасностью препаратов для профилактики и диагностики коклюша и па­
ракоклюша.
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2. Требования к производственным штаммам
коклюшных бактерий Bordetellapertussis

Для производства корпускулярного или бесклеточного коклюшного 
компонента комплексных вакцин и диагностических препаратов исполь­
зуют штаммы В. pertussis, отвечающие требованиям, характерным для 
гладкой формы (фазы I) бактерий. Из каждого изучаемого штамма гото­
вят коклюшную вакцину (КВ), которую характеризуют по всем требуе­
мым параметрам. Коклюшные микробные клетки и КВ, приготовленные 
из них, должны отвечать следующим требованиям.

2* L  Морфология
Коклюшные бактерии -  неподвижные, грамотрицательные, овоид- 

ной формы мелкие палочки (коккобактерии), располагающиеся в мазках 
отдельно или парами, без признаков полиморфизма, размером 0,2—0,3х 
0,5— 1,0 мкм. Имеют нежную капсулу. Спор не образуют.

2.2. Культуральные свойства
Строгие аэробы, при росте использующие никотиновую кислоту, 

глутамин и цистеин как источники азота, углерода и энергии. Колонии 
микробов 1-го пассажа (посев лиофильно высушенной культуры из ам­
пулы) появляются через 3—4 суток.

На среде Борде-Жангу (прилож. 1) колонии мелкие, диаметром от 
0,5 до 1,0 мм, выпуклые, круглые, с ровными краями, серого цвета, бле­
стящие (в виде «жемчужин»), полупрозрачные, окружённые нерезко 
ограниченной зоной гемолиза. На среде KYA (прилож. 1) колонии мел­
кие, диаметром около 1,0 мм, выпуклые, круглые, с ровными краями, 
серовато-кремового цвета, блестящие. Культуры не должны расти на 
мясо-пептонном агаре.

Оптимальная температура выращивания (36,0 ± 0,5) °С.

2.3. Ферментативные свойства
В, pertussis ферментативно малоактивны, сахаров не расщепляют, 

не обладают протеолитической активностью, не восстанавливают нит­
ратов, продуцируют оксвдазу, каталазоположительны, лакмусовое мо­
локо подщелачивают за 12— 14 дней (табл. 1).

2.4. Серологические свойства
Сывороткой диагностической коклюшной поливалентной (титр не 

ниже 1:16 000) кулыуры должны агглютинироваться не ниже 3/4 тит-
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ра, сывороткой диагностической паракоклюшной (титр не ниже 
1 : 16 000) -  не выше 1/10 титра.

2.5. Антигенная структура (серотипы)
Для рода Bordetella общим (родовым признаком) является наличие 

агглютиногена 7. Вид pertussis характеризуется обязательным присутст­
вием агглютиногена 1 (видовой признак). Кроме того, в разной комби* 
нации в состав штаммов могут входить агглютиногены: 2, 3, 4, 5, 6, 13 
(табл. 2). При изготовлении вакцин необходимо использовать штаммы 
трёх серотипов (1, 2, 3; 1.2.0; 1.0.3), взятых в равных соотношениях. 
Культуры должны агглютинироваться соответствующими адсорбиро­
ванными типоспецифическими сыворотками к агглютиногенам 1, 2, 3 не 
ниже 1 : 1 280,

2.6. Гемагглютинирующая и гемолитическая активность
Единичные колонии культур 2—3 пассажа на 1—2 сутки роста в 

тонком слое (1,5—2,0 мм) среды Борде-Жангу должны быть окружены 
зоной гемолиза.

Коклюшная суспензия (КС) мутностью 10 ME должна агглютини­
ровать эритроциты человека 0 группы крови, куриные или гусиные 
эритроциты на 2 креста.

2* 7. Дермонекротические свойства
При внутрикожном введении кроликам 0,2 мл взвеси, содержащей 

живую культуру мутностью 1 МБ, должен образоваться геморрагиче­
ский некроз размером от 0,5 до 2,0 см в диаметре, у морских свинок -  от 
0,3 до 1,0 см.

2.8. Вирулентность
Культура должна быть вирулентной для мышей: при интраназаль- 

ном заражении ЛД50 должна быть в пределах 10—200 млн микробных 
клеток, а при внутримозговом заражении -  не выше 25 млн микробных 
клеток.

Примечание*
Мутность микробной взвеси определяют в сравнении с ОСО мутности 

ГИСК им. Л. А. Тарасевича (ОСО 42-28-85—05), который откалиброван по меж­
дународному стандартному образцу. 1 ME (международная единица мутности) 
условно соответствует 1 млрд коклюшных бактерий.
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2, ft Токсичность
КВ, приготовленная из обезвреженных формальдегидом культур 

одного штамма, содержащая мертиолят (100 ±  20) мкг/мл, должна обла­
дать низкой токсичностью.

О пределение остаточной токсичности
2.9.1. В тесте изменения массы тела мышей по методу, рекомендо­

ванному ВОЗ, При внутрибрюшинном введении КВ в объеме 0,5 мл, 
содержащем Ю10 микробных клеток, все животные должны быть живы в 
течение срока наблюдения.

а) Через 72 часа групповая масса тела мышей должна быть не ниже 
их массы тела перед введением препарата.

б) Через 7 суток наблюдения относительный прирост массы тела 
мышей, получивших испытуемую вакцину, должен составлять не менее 
60 % прироста массы тела контрольных мышей и не менее абсолютного 
и относительного прироста массы тела мышей, получивших отраслевой 
стандартный образец иммуногенной активности коклюшной вакцины 
ОСО 42-28-89-01П.

в) Относительный прирост массы тела мышей, получивших ОСО 
42-28-89-01П, должен соответствовать установленному показателю.

Если яри проведении опыта одно из указанных условий нарушает­
ся, опыт повторяют на удвоенном количестве животных при тех же ус­
ловиях учёта опыта. Допускается гибель не более 5 % от общего числа 
животных.

2.9.2. По лейкоцитозстимулирующей активности (ЛСА). КВ в объ­
еме 0,5 мл, содержащем Ю10 микробных клеток, вводят мышам внутри- 
брюшинно. Вакцину следует считать слаботоксичной, если индекс ЛСА 
по отношению к ОСО 42-28-89-01П составляет 0,5 и меньше; средней 
токсичности, если индекс ЛСА находится в пределах от 0,5 до 1,0; с вы­
раженной токсичностью, если индекс ЛСА более 1,0. Для производства 
коклюшного компонента вакцин штаммы с выраженной токсичностью 
использовать нельзя.

2.9.3. По гистаминсенсибилизирующей активности (ГСА). Разные 
дозы КВ вводят внутрибрюшинно. КВ следует считать слаботоксичной, 
если индекс ГСА по отношению к отраслевому стандартному образцу 
гистаминсенсибилизирующей активности коклюшной вакцины ОСО 
42-28-87-02П  будет равен 0,5 или меньше; среднетоксичной, если ин­
декс ГСА будет находиться в пределах от 0,5 до 1,0; и с выраженными 
гистаминсенсибилизирующими свойствами, если индекс ГСА будет 1,0
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и более. Для производства коклюшного компонента вакцин штаммы с 
выраженной токсичностью использовать нельзя.

2.9.4. По остаточному содержанию термолабильного (дермонекро­
тического) токсина (ТЛТ). Определяют при подкожном введении испы­
туемых КВ в затылочную область мышей-сосунков или при внутрикож- 
ном введении белокожим кроликам породы шиншилла.

КВ не должна вызывать изменения кожных покровов у мышей- 
сосунков.

КВ не должна вызывать у кроликов некроз. Допускается гиперемия 
диаметром не более 10 мм. На месте введения живой культуры должен 
определяться некроз размером не менее 5 мм в диаметре (контроль чув­
ствительности кроликов к коклюшному токсину).

2.10. Защитные свойства
КВ при однократном внутрибрюшинном введении мышам в дозе, 

содержащей микробные клетки в концентрации 0,75-109, должна обес­
печивать выживаемость при последующем заражении вирулентным 
штаммом В, pertussis № 18323 не менее 70 % животных.

Суспензия мутностью 20 ME должна содержать не менее 10 меж­
дународных защитных единиц (МЗЕ).

Примечание:
При использовании штаммов коклюшных бактерий только в производстве 

диагностических препаратов (сывороток, диагностикумов) защитные свойства 
не проверяют.

3. Требования к производственным штаммам 
паракошпошных бактерий Bordetella parapertussis

3.1. Морфология
Паракоклюшные бактерии морфологически подобны коклюшным 

бактериям. Это неподвижные, грамотрицательные, мелкие палочки, рас­
полагающиеся в мазках отдельно или парами, иногда в виде коротких 
цепочек, без признаков диссоциации, размером от 0,6 до 2,0 мкм. Спор 
не образуют.

3.2. Культуральные свойства
Строгие аэробы, использующие, как и коклюшные бактерии, для 

своего роста аминокислоты. На среде Борде-Жангу на 1— 2 сутки обра­
зуют колонии выпуклые с ровными краями, серого цвета, блестящие, 
напоминающие капельки ртути, полупрозрачные, диаметром до 1,2 мм,
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окруженные зоной гемолиза. На среде КУА колонии выпуклые с ров­
ными краями серовато-кремового цвета, диаметром до 1,5 мм.

Паракоклюшные бактерии менее прихотливы к питательным сре­
дам: могут расти на пептонном агаре. Оптимальная температура для 
р о с т а -(35,5 ± I) °С,

3.3. Ферментативные свойства
Паракоклюшные бактерии продуцируют тирозиназу, вызывая по­

бурение питательной среды, содержащей кровь, уреазу, вызывая расще­
пление мочевины; утилизируют цитраты; каталазоположительны; под­
щелачивают лакмусовое молоко за 1—4 дня. Паракоклюшные бактерии 
не разлагают углеводы, не разжижают желатин (табл. 1).

3.4. Серологические свойства
Сывороткой диагностической паракоюношной поливалентной 

(титр не ниже 1 : 16 000) культуры должны агглютинироваться не ниже 
3/4 титра, сывороткой диагностической коклюшной поливалентной 
(титр не ниже 1 :16  000) -  не выше 1/10 титра.

3,5. Антигенная структура (серотипы)
Агглютиноген 7 является родовым признаком. Видовой признак 

В, parapertussis характеризуется присутствием агглютиногена 14. Раз­
ные штаммы паракоклюшных бактерий мохуг отличаться между собой 
по содержанию типовых агглютиногенов 8, 9, 10 (табл. 2).

3.6. Гемагглютинирующая и гемолитическая активность
Паракоклюшные бактерии при росте на среде Борде-Жангу вызы­

вают гемолиз эритроцитов. При равных условиях культивирования па- 
ракоклюшная палочка, в сравнении с коклюшной, вызывает более силь­
ный гемолиз,

Паракоклюшная суспензия мутностью 10 ME должна агглютини­
ровать эритроциты человека 0 группы крови, куриные или гусиные 
эритроциты на 2 креста,

3.7. Дермонекротические свойства
При внутрикожном введении кроликам 0,2 мл взвеси, содержащей 

живую культуру мутностью 1 ME, должен выявляться геморрагический 
некроз размером от 0,5 до 1,5 см.

10
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3.8. Вирулентность
Проверяют в случае разработки паракоклюшной вакцины. При ин- 

траназальном заражении мышей, массой тела 12— 14 г, LD50 должна 
быть не выше 200 млн микробных клеток.

4. Требования к производственным штаммам 
бронхисептикозных бактерий Bordetella brondiiseptica
Штаммы бронхисептикозных бактерий используют при производ­

стве сывороток диагностических коклюшных к агглютиногенам 1, 2, 3 и 
паракокдюшных к агглютиногену 14, адсорбированных, для реакции 
агглютинации (РА), сухих.

4.1. Морфология
Строгие аэробы, требующие, как и коклюшные бактерии, для роста 

аминокислоты. Бронхисептикозные бактерии -  подвижные (обладают 
жгутиками), грамотрицательные, мелкие палочки, по размерам неотли­
чимы от коклюшного микроба, располагающиеся в мазках отдельно или 
в виде короткой цепочки. Спор не образуют.

4.2. Культуральные свойства
На среде Борде-Жангу через 24— 48 ч образуют колонии мелкие, 

диаметром до 1 мм, круглые, с ровными краями, при первичном посеве 
не отличимы от колоний коклюшного микроба окружены зоной гемоли­
за. На среде КУА через 24 ч образуют колонии до 1,2 мм, серые, круг­
лые, с ровными краями, микроб растет в виде очень мелких выпуклых 
колоний серого цвета. Культура может расти на пептонном агаре, на 5 % 
желчи. Оптимальная температура для роста -  (35,5 ±  1) °С.

4.3. Ферментативные свойства
Бронхисептикозные бактерии не разлагают углеводы, не разжижа­

ют желатин, подщелачивают лакмусовое молоко за 1— 4 дня; продуци­
руют каталазу, уреазу, океидазу; восстанавливают нитраты в нитриты, 
утилизируют цитраты.

4.4. Серологические свойства
Бронхисептикозной сывороткой (титр не ниже 1 : 16 000) должны 

агглютинироваться не ниже 3/4 титра, коклюшной или паракоклюшной 
сыворотокой (титр не ниже 1 :16 000) -  не выше Vl0 титра.
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4*5. Антигенная структура (серотипы)
Родовой признак -  наличие агглютиногена 7, видовой признак -  

агглютиногена 12. Разные штаммы бронхисептикозных бактерий могут 
отличаться между собой по содержанию типовых агглютиногенов 8, 9, 
10, 11,13 (табл. 2).

4*6, Гемолизирующая активность
Единичные колонии культур 2—3 пассажа на 1—2 сутки роста в 

тонком слое (1,5—2,0 мм) среды Борде-Жангу должны быть окружены 
зоной гемолиза.

4.7. Дермонекротические свойства 
При внутрикожном введений кроликам 0,2 мл взвеси, содержащей 

живую культуру мутностью 1 ME, должен образоваться геморрагиче­
ский некроз размером от 0,5 до 2,0 см в диаметре, у морских свинок -  от 
0,3 до 1,0 см.

4*8* Вирулентность
Для изготовления диагностических препаратов не определяют. 
Характеристика штаммов Bordetella pertussis, Bordeteila parapertus­

sis  Bordetella bronchiseptica приведена в табл. 1 и 2*.
Таблица 1

Дифференциальные признаки различных видов бордетелл

Свойства В. pertussis В. parapertussis В. bronchiseptica
Подвижность - - 4

Рост на среде Борде-Жангу:
1—2 дня * 4 4
3—6 дней 4 4 4

Рост на пептоном агаре:
фаза I — 4 4
фаза IV 4 4 +
Побурение - 4 —

Рост на агаре Mac-Conkey - 4* 4

Утилизация цитратов - 4 4

Восстановление нитратов - - 4 а

Уреаза - 4 +*>
Оксидаза 4* - 4

Символы: + -  свойственно виду; —  не свойственно виду.

* Bergey's Manual o f  Systematic Bacteriology, v. 1.
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а -  положительно в нитратной среде с  добавлением никотинамвд 
аденин динуклеотвда (N A D ),

б -  положительна в течение 4 ч.
Таблица 2

Антигенная структура бактерий рода Bordetella фазы 1

Антигены В. pertussis В. parapertussis В. bronchiseptica
К-антигены 
Общий для рода: 
агглютиноген 7 + + +
Специфичные для видов: 
агглютиноген 1 + . _

агглютиноген 14 - + —
агглютиноген 32 - - 4-

Другие факторы, встречающие­
ся в одном или более штаммах: 
агглютиногены 2, 3 ,4 ,5 ,6 ,1 3
агглютиногены 8, 9,10 — + —

агглютиногены 8, 9,10,11,13 - - 4-

О-антиген, общий 4- +

Филаментозный гемагглютинин + + 4-

Токсины:
ТЛТ + 4* +
Коклюшный токсин + — —
ЛПС + 4*

5. Хранение штаммов
Производственные штаммы, аттестованные во ФГУН ГИСК  

им. Л. А . Тарасевича, хранят в лиофилизированном состоянии при тем­
пературе (5 ±  3) °С. На этикетке каждой ампулы долж но быть указано: 
наименование (род, вид), номер штамма или особое название штамма, 
дата и порядковый номер лиофш ш зации (высушивания). П родолжи­
тельность хранения высушенных штаммов не долж на превышать 10 лет. 
Еж егодно, перед использованием в производстве, штаммы должны быть 
проверены по всем требуемым показателям. Протоколы их контроля 
должны быть представлены в ГИСК им, Л. А . Тарасевича в установлен­
ный срок и храниться в специализированной лаборатории.

Свежевыделенные и производственны е штаммы рекомендуется вы­
сушивать на стерильном обезж иренном молоке или растворе, содерж а­
щем 10 % сахарозы и 1 %  желатина в воде (сахарозо-желатиновая среда  
-  СЖ ), Свежевыделенные штаммы должны быть высушены в пределах
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3-х месяцев от момента выделения ($— 6 пересевов) после проверки всех
основных свойств, указанных в разделе 1.

Производственные штаммы рекомендуется высушивать из 3— 4 пе­
ресева после восстановления их из яиофильно высушенного состояния. 
В асептических условиях ампулу с сухой культурой обрабатывают 96 %-м 
спиртом этиловым, протирают сухой стерильной безворсовой тканью, 
вскрывают под защитой пламени спиртовки и стерильной пипеткой вно­
сят в нее 0,2—0,3 мл 0,9 %-го стерильного раствора натрия хлорида pH 
7,1 ± 0,2. Полученную взвесь в объеме по 0,1 мл переносят в чашки Пет­
ри со средой Борде-Жангу с 30 % крови. Пастеровской пипеткой с запа­
янным концом культуру в чашках Петри штрихом раесевают по поверх­
ности среды для получения отдельных колоний. Для синхронизации 
роста культуры, засеянные чашки Петри выдерживают от 18 до 20 ч при 
температуре (5 ± 3) °С. Затем чашки помещают в термостат при 
(35,5 ± 0,5) °С. Для создания влажной атмосферы в термостат помещают 
открытую емкость со стерильной дистиллированной водой. Через 48—  
72 ч под микроскопом-лупой (окуляр 8) проверяют морфологию вырос­
шей культуры. Если более 80 % выросших колоний соответствуют тре­
бованиям типичных колоний (мелкие, круглые, гладкие, выпуклые, поч­
ти прозрачные, дающие под микроскопом при боковом освещении ост­
рый лучик), то отбирают 10— 15 таких колоний. Отобранные колонии 
засевают на пробирки со средой Борде-Жангу с 30 % крови. Пробирки с 
культурой помещают в термостат при температуре (35,5 ± 0,5) °С. Через 
40—48 ч из выросшей культуры готовят мазки, которые окрашивают по 
Граму. Отконтролированную по морфологии и бактериоскопической 
чистоте коклюшную культуру пересевают на 15—20 пробирок со средой 
Борде-Жангу с 30 % крови и инкубируют 24— 36 ч при температуре 
(35,5 ± 0,5) °С и повышенном содержании влаги. После очередной про­
верки культуры на чистоту и морфологическую однородность чистую 
типичную культуру с поверхности питательной среды снимают запаян­
ной пастеровской пипеткой и переносят на стенку пробирки со средой 
СЖ. Культуру, при помощи той же запаянной пастеровской пипетки, 
растирают на стенке пробирки, постепенно смывая средой СЖ, суспен­
дируют пастеровской пипеткой, Пробирку со смытой культурой поме­
щают в емкость с водой, в которой находятся куски льда. Полученную 
микробную взвесь из пробирок объединяют в стерильную колбу, вме­
стимостью 0,1 л, перемешивают пастеровской пипеткой, и колбу поме­
щают в емкость с водой я льдом. Определяют мутность приготовленной 
суспензии и не позднее, чем через 1 ч после начала смыва, суспензию 
(не менее 30 МЕ/мл) из колбы стерильной пастеровской пипеткой раз-
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ливают по 0,2—0,25 мл в подготовленные стерильные вакуумные ампу­
лы. Стерильность микробной суспензии проверяют до и после розлива 
путём высева 0,5— 1,0 мл на тиогликолевую среду.

Если требованиям типичных колоний соответствуют менее 80%  
выросших колоний, то необходимо дополнительно провести селекцию 
штамма. С этой целью необходимо под микроскопом-лупой отобрать 
10— 15 типичных колоний. Каждую колонию засеять штрихом на чашки 
Петри со средой Борде-Жангу с 30 % крови (5—б колоний на 1 чашку). 
Чашки с культурой поместить в термостат при температуре 
(35,5 ± 0,5) °С на 18—24 ч. Через 18—24 ч определить активность вы­
росшей культуры в реакции агглютинации на стекле с адсорбированны­
ми типоспецифическими сыворотками к агглютиногенам 1, 2, 3. Для 
дальнейшего исследования отбирают культуру, которая дает агглютина­
цию на стекле на 3 креста. Отобранную культуру пересевают на среду 
БЖ с 30 % крови или КУА с 5 % крови, затем ее проверяют в разверну­
той реакции агглютинации с агглютинирующей сывороткой к агглюти­
ногенам 1, 2, 3. Культура, агглютинирующаяся типоспецифическими 
сыворотками к агглютиногенам 1, 2 , 3 в разведении 1 ;1 280 и выше, 
используется для лиофильной сушки как указано выше. Если культура 
агглютинируется сывороткой в более низких разведениях, то процедуру 
селекции необходимо повторить.

Разлитую партию ампул замораживают и высушивают одновре­
менно. В журнале лиофилизации штаммов Bordetella pertussis регистри­
руют: название культуры, номер штамма или его особое название, коли­
чество разлитых ампул, дату розлива, дату замораживания, дату лиофи­
лизации, дату отпайки, количество разлитых ампул, количество лиофи- 
лизированных ампул, количество забракованных ампул с высушенной 
культурой, фамилии и подписи исполнителей и ответственного лица. 
Качество запайки и наличие вакуума в ампулах проверяют на аппарате 
дАрсонваля или Тесла. Остаточная влажность лиофилизата не должна 
превышать 3 %.

Каждую серию яиофшшзированной культуры проверяют на выжи­
ваемость, отсутствие контаминации посторонней микрофлорой, затем по 
всем иммунобиологическим свойствам, указанным в разделе 1. Для кон­
троля используют коклюшную культуру 2—3 пассажа. Результаты кон­
троля фиксируют в журнале проверки штаммов. Лиофилизированную 
культуру регистрируют в инвентарном журнале коллекционных штам­
мов Bordetella pertussis.

Примечание:
1-ый пассаж -  культура, выращенная при посеве из ампулы.
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Журналы, в которых производят регистрацию штаммов до и после 
высушивания, а также фиксируют данные контроля их биологических 
свойств, должны быть прошнурованы и скреплены печатью. Копии про­
токолов контроля штаммов следует ежегодно направлять в ФГУН ГИСК 
им. Л. А. Тарасевича.

За состояние штаммов несёт ответственность производственная ла­
боратория.

Использование ампул с культурой данного номера лиофилизации 
для производственных целей допускается только после окончательной 
проверки ее по всем свойствам.

После восстановления культуру поддерживают пересевом каждые 
7— 10 дней на пробирках со средой Борде-Жангу с 30 % крови или КУА 
с 5 % крови. На питательных средах культуру хранят при температуре 
(5 ± 3) °С не более 10 дней. Для производственных посевов используют 
не более 3— 4 пересевов с момента восстановления культуры из высу­
шенного состояния.

Порядок учета, хранения, передачи и транспортирования микроор­
ганизмов регламентируется действующими нормативными документами.

6. Методы контроля производственных штаммов 
коклюшных, паракоклюшных и 

бронхисептикозных бактерий

6.L Морфологические и культуральные свойства
Для определения морфологических и культуральных свойств про­

изводят высев культур штрихом для получения изолированных колоний 
на чашки Петри со средой КУА, содержащей 5 % крови или Борде- 
Жангу, содержащей 30 % крови. Параллельно сеют на чашки Петри с 
данными средами, разлитыми тонким слоем (1,5—2,0 мм) для оценки 
гемолитических свойств штаммов.

Засеянную культуру на среде Борде-Жангу или КУА инкубируют в 
термостате при температуре (35,5 ± 0,5) °С при повышенном содержа­
нии влаги. Рост культуры просматривают через 48—72 ч (.В. pertussis) 
или через 24— 48 ч (В, parapertussis и В . bronchiseptica). Проверяют мор­
фологию колоний под микроскопом-лупой МБС, Для дальнейшей рабо­
ты следует отбирать мелкие, круглые, выпуклые, почти прозрачные ко­
лонии, отражающие при косом освещении острый лучик света. Кон­
троль морфологии культуры проводят путём микроскопирования препа­
ратов, окрашенных по Граму.
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6.2. Серологические свойства 
6,2.1. Развёрнутая реакция агглютинации

Для серологической оценки коклюшной и паракоклюшной культур 
используют сыворотки производства Государственного учреждения 
НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Н. Ф. Гамалеи РАМН (фили­
ал «Медгамал» ГУ НИИЭМ им. Н. Ф. Гамалеи РАМН): сыворотка диаг­
ностическая коклюшная поливалентная для реакции агглютинации (РА), 
сухая; сыворотка диагностическая паракоклюшная поливалентная для 
реакции агглютинации (РА), сухая; сыворотки диагностические кок­
люшные к агглютиногенам 1, 2, 3 и паракоклюшные к агглютиногену 
14, адсорбированные, для реакции агглютинации (РА), сухие или дру­
гие, аналогичные вышеуказанным.

Сывороткой диагностической коклюшной поливалентной (тигр не 
ниже 1 : 16 000) коклюшные культуры должны агглютинироваться не 
ниже 3/4 титра, сывороткой диагностической паракоклюшной (титр не 
ниже 1:16 000) -  не выше !/ю титра.

Сывороткой диагностической паракоклюшной поливалентной 
(титр не ниже 1:16  000) паракоклюшные культуры должны агглютини­
роваться не ниже 3/4 титра, сывороткой диагностической коклюшной 
поливалентной (титр не ниже 1:16  000) -  не выше 1/ 10 титра.

Реакцию агглютинации проводят с культурой 2—3 пассажа, выра­
щенной на среде Борде-Жангу или КУА в течение 48 ч (коклюшная), 
24 ч (паракоклюшная и бронхисептикозная). Со среды Борде-Жангу 
культуру снимают платиновой или стеклянной петлёй, сделанной из 
пастеровской пипетки, со среды КУА смывают небольшим количеством 
0,9 %-го раствора натрия хлорида и суспендируют в 0,9 %-м растворе 
натрия хлорида. Взвесь должна быть гомогенной (зернистость указывает 
на диссоциацию штамма). Мутность взвеси доводят до 10 ME.

В 2 ампулы с сухим препаратом сыворотки диагностической кок­
люшной поливалентной или сыворотки диагностической паракоклюш­
ной поливалентной вносят в каждую по 1 мл 0,9 %-го раствора натрия 
хлорида pH 7,1 ± 0,2. Содержимое ампул аккуратно перемешивают пас­
теровской пипеткой до полного растворения сыворотки и объединяют. В 
результате получают 2 мл цельной сыворотки (пробирка № 1). Из про­
бирки № 1 отбирают 1 мл сыворотки, добавляют 4 мл 0,9 %-го раствора 
натрия хлорида pH 7,1 ± 0,2, получают разведение 1 :5  (пробирка Ш 2); 
к 1 мя сыворотки с разведением 1 : 5 добавляют 9 мл 0,9 %-го раствора 
натрия хлорида pH 7,1 ± 0,2 для получения разведения 1 : 50 (пробирка
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Jfe 3); из пробирки № 3 отбирают 1 мл сыворотки, добавляют к нему 
9 мл 0,9 %-го раствора натрия хлорида pH 7,1 ± 0,2 -  в результате полу­
чают разведение 1 ; 500 (пробирка JSTe 4). Для постановки развернутой РА 
готовят двукратные разведения сыворотки от 1 : 500 до 1 : 128 000.

В ряд пробирок, за исключением первой, наливают по 0,5 мл 
0,9 %-го раствора натрия хлорида pH 7,1 ± 0,2, Затем в первую и вторую 
пробирки вносят по 0,5 мл разведения сыворотки 1 : 500. После тща­
тельного перемешивания содержимого второй пробирки, 0,5 мл полу­
ченного разведения 1 : I 000 переносят в третью, где получают разведе­
ние 1 : 2 000, из третьей в четвертую и т, д. Из последней пробирки ряда, 
содержащей предельное разведение сыворотки, 0,5 мл жидкости удаля­
ют для сохранения общего объема.

В ряд аггяютинационных пробирок, содержащих по 0,5 мл различ­
ных разведений сыворотки, вносят микробную взвесь в равном объёме с 
концентрацией 10 млрд м.кл/мл, Одновременно проводят контроль сы­
воротки и микробной взвеси в тех же объемах на отсутствие спонтанной 
агглютинации: сыворотка в разведении 1 :50  с 0,9 %-м раствором на­
трия хлорида, pH 7,1 ± 0,2; микробная взвесь с 0,9 %-м раствором нат­
рия хлорида. Смесь хорошо встряхивают и помещают в термостат на 2 ч 
при (37 =fc 1) °С, а затем оставляют до следующего дня при комнатной 
температуре (20 ± 2) °С. Результаты реакции агглютинации через 20—  
24 ч учитывают визуально до встряхивания пробирок, а затем для более 
точного учета -  в агтлютиноскопе при осторожном встряхивании осадка 
путем медленного наклона пробирки. При положительной реакции оса­
док покрывает все дно пробирки в виде зонтика. Титр -  последнее удво­
енное разведение сыворотки, дающее Агглютинацию на 3+, выраженное 
обратной величиной.

Учет реакции:
“Н-н- — полная агглютинация -  большой плотный осадок, четко ви­

ден зонтик, полное просветление надосадочной жидкости, после легкого 
встряхивания -  крупные хлопья в прозрачной надосадочной жидкости;

+++ -  осадок большой, рыхлый, надосадочная жидкость еще про­
зрачна, слегка опалесцирует, после легкого встряхивания -  средние хло­
пья в слегка опалесцирующей надосадочной жидкости;

++ - мелкие, нестойкие хлопья, осадок небольшой, рыхлый, над­
осадочная жидкость непрозрачна, после легкого встряхивания *  мелкие, 
нестойкие хлопья;

+- -  следы агглютинации -  в центре небольшой осадок, надосадоч­
ная жидкость непрозрачная;
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—  отрицательная реакция -  осадка нет или небольшой компактный 
осадок в центре дна пробирки, взвесь равномерно мутная.

Оценка контрольных реакций:
• сыворотка должна быть прозрачной, без осадка;
• микробная суспензия с 0,9 %-м раствором натрия хлорида -  осад­

ка нет или небольшой компактный осадок в центре дна пробирки, взвесь 
равномерно мутная.

6,2,2. Реакция агглютинации на стекле
Для дифференциальной диагностики видов рода Bordetella могут 

быть использованы гипериммунные сыворотки. Гипериммунные сыво­
ротки с титром 1:16 000 разводят до 1 : 200, с титром 1 : 32 000— 
1 : 400. Около капли сыворотки размещают культуру, которую растира­
ют до гомогенного состояния. Реакция агглютинации на стекле является 
ориентировочным показателем, после которого, при необходимости, 
проводят развернутую реакцию агглютинации.

Для определения серотипового состава культуры используют сыво­
ротки диагностические коклюшные к агглютиногенам 1, 2, 3 и паракок- 
люшные к агглютиногену 14, адсорбированные, для реакции агглютина­
ции (РА), сухие.

В ампулу с сухими адсорбированными типоспецифическими сыво­
ротками к агглютиногенам 1, 2, 3 добавляют 1 мл 0,9 %-го раствора на­
трия хлорида pH 7,1 ± 0,2 для получения разведения 1 : 10 (с учетом ис­
ходного разведения сыворотки при адсорбции в 5 раз). В ампулу с сухой 
адсорбированной типоспецифической сывороткой к паракоклюшному 
агглютиногену 14 добавляют 0,1 мл 0,9 %-го раствора натрия хлорида 
pH 7,1 ± 0,2 для получения разведения сыворотки 1 :10 (с учетом ис­
ходного разведения сыворотки при адсорбции в 10 раз). Содержимое 
ампулы несколько раз перемешивают пипеткой до однородного состоя­
ния и для постановки РА на предметном стекле переносят 0,5 мл сыво­
ротки в пробирку, содержащую 0,75 мл 0,9 %-го раствора натрия хлори­
да pH 7,1 ± 0,2 для получения разведения 1 : 25. Далее'сыворотку разво­
дят тем же раствором двукратно до 1 : 200— 1 : 400.

На обезжиренное предметное стекло в каплю разведенной сыво­
ротки вносят 2-х суточную культуру мутностью 50 ME. Капли на стекле 
соединяют путем легкого покачивания, которое продолжают до оконча­
ния наблюдения.

Контролем служит капля взвеси штамма, внесенная в каплю 
0,9 %-го раствора натрия хлорида.
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Учёт реакции визуально;
+++ -  быстрое образование больших хлопьев, полное завершение 

агглютинации в пределах 3-х мин;
++ -  полное завершение агглютинации в течение 5 мин;
+• -  медленное образование мелких хлопьев, неполное завершение 

агглютинации в течение 5 мин;
—  отсутствие агглютинации в течение 5 мин.
Микробная суспензия с 0,9 %-го раствора натрия хлорида pH

7.1 ± 0,2 не должна давать агглютинации.
Все штаммы, давшие отрицательные результаты, считаются услов­

но не содержащими агглютиногены.
6.2J . Развёрнутая реакция агглютинации с сыворотками 

' к агглютиногенам /, 2, 3 коклюшного микроба и 
14 паракоклюшного микроба в пробирках

Коклюшные культуры должны агглютинироваться соответствую­
щими адсорбированными типоспецифическими сыворотками к агглю­
тиногенам 1, 2,3  не ниже 1 : I 280.

В ампулу с сухими адсорбированными типоспецифическими сыво­
ротками к агглютиногенам 1, 2, 3 добавляют 1 мл 0,9 %-го раствора на­
трия хлорида, pH 7,1 ± 0,2, для получения разведения 1 ; 10 (с учетом 
исходного разведения сыворотки при адсорбции в 5 раз). В ампулу с 
сухой адсорбированной типоспецифической сывороткой к паракоклюш- 
ному агглютиногену 14 добавляют 0,1 мл 0,9 %-го раствора натрия хло­
рида pH 7,1 ± 0,2, для получения разведения сыворотки 1 : 10 (с учетом 
исходного разведения сыворотки при^адсорбции в 10 раз). Содержимое 
ампулы несколько раз перемешивают пипеткой до однородного состоя­
ния,

Для постановки развернутой FA готовят двукратные разведения 
сыворотки от 1 : 10 до 1 : 5 120 на 0,9 %-м растворе натрия хлорида pH
7.1 =ь 0,2.

В ряд пробирок, за исключением первой, наливают 0,5 мл 0,9 %-го 
раствора натрия хлорида pH 7,1 ± 0,2. Затем в первую и вторую пробир­
ки вносят по 0,5 мл разведения сыворотки 1:10. После тщательного 
перемешивания содержимого второй пробирки 0,5 мл полученного раз­
ведения 1 :20 переносят в третью, где получают разведение 1 :40, из 
третьей в четвертую и т, д. Из последней пробирки ряда, содержащей 
предельное разведение сыворотки, 0,5 мл жидкости удаляют для сохра­
нения общего объема.
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В ряд агглютинационных пробирок с двукратными разведениями 
сыворотки в объеме 0,5 мл вносят равный объем микробной взвеси с 
мутностью 10 ME. Одновременно проводят контроль сыворотки и анти- 
гена в тех же объемах на отсутствие спонтанной агглютинация:

* сыворотка в разведении 1 : 30 с 0,9 %-м раствором натрия хлори­
да pH 7,1 ±0 ,2 ;

* микробная взвесь с 0,9 %-м раствором натрия хлорида pH 7,1 =fc 0,2.
Содержимое пробирок перемешивают путем встряхивания штати­

ва. Затем штатив помещают на 2 ч в термостат при температуре 
(36±1)°С,  после чего оставляют на 18—20 ч при температуре от 
( 5 ± 3 )  °С.

Результаты реакции агглютинации учитывают визуально до встря­
хивания пробирок, а затем для более точного улета -  в агглютиноскопе 
при осторожном встряхивании осадка путем медленного наклона про­
бирки.

Учет реакции:
-н~н- — полная агглютинация -  большой плотный осадок, четко ви­

ден зонтик, полное просветление надосадочной жидкости, после легкого 
встряхивания -  крупные хлопья в прозрачной надосадочной жидкости;

+++ -  осадок большой, рыхлый, надосадочная жидкость еще про­
зрачна, слегка опалесцирует, после легкого встряхивания ~ средние хло­
пья в слегка опалесцирующей надосадочной жидкости;

■и* -  мелкие, нестойкие хлопья, осадок небольшой, рыхлый, надо­
садочная жидкость непрозрачна, после легкого встряхивания -  мелкие, 
нестойкие хлопья;

+ -  следы агглютинации -  в центре небольшой осадок, надосадоч­
ная жидкость непрозрачная;

—  отрицательная реакция -  осадка нет или небольшой компактный 
осадок в центре дна пробирки, взвесь равномерно мутная.

6,2,4. Развёрнутая реакция агглютинации с сыворотками 
к агглютиногенам I, 2, 3 коклюшного микроба и 14 паракоклюшного 

микроба (макро- или микрометодом) в планшетах
Каждую сыворотку разводят двукратно 0,9 %-м раствором натрия 

хлорида (pH 7,0 ±0,2), начиная с разведения 1 :1 0  до 1 :10  240— 
1 :20 480. Разведения сывороток в объёме 0,1—0,2 мл или 0,025— 
0,05 мл вносят в полистироловые пластины и к ним добавляют равный 
объём коклюшной или наракоклюшной суспензии мутностью ЮМЕ 
или 20 ME микробных клеток в 1 мл. Пластины встряхивают в шуттель-
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аппарате в течение 5 мин при комнатной температуре (20 ± 2) °С, а за­
тем выдерживают в течение 20 мин в холодильнике при температуре 
(5 ± 3) °С. При отсутствии шутгель-аппарата содержимое лунок пере­
мешивают встряхиванием пластин (постукивая кончиками пальцев с 
разных сторон пластины) в течение 5 мин, а затем пластины помещают в 
термостат при температуре (37 ± 1) °С на 2—2,5 ч. При необходимости 
пластины выдерживают дополнительно при комнатной температуре до 
получения четкой реакции в контрольных лунках.

Учёт реакции в обоих случаях при отрицательном ответе в кон­
трольных лунках проводят с помощью лупы МБС-L Титр -  последнее 
удвоенное разведение сыворотки, дающее агглютинацию на 2+, выра­
женное обратной величиной.

6.3. Определение гемаггиттинирующей и 
гемолизирующей активности

Коклюшная и паракоклюшные суспензии мутностью 10 ME долж­
ны агглютинировать эритроциты человека 0 группы крови, куриные или 
гусиные эритроциты не менее чем на 2 креста.

6.5, L Агглютинация эритроцитов
Суспензию готовят из 48-часовой культуры 2 или 3 пассажа, выра­

щенной на среде Борде-Жангу или КУА. Из суспензии мутностью 
20 МЕ/мл делают двукратные разведения, которые в объёме 0,25— 
0,5 мл (макрометод) или 0,025—0,05 мл (микрометод) вносят в полисти­
роловые пластины. Затем к ним добавляют равный объём 0,5 % или 
ОД—0,2% взвеси куриных, гусиных^эритроцитов или эритроцитов че­
ловека 0 группы крови. Смесь встряхивают и оставляют на 2—2,5 ч при 
комнатной температуре (20 ± 2) °С. В качестве контроля используют 
взвесь эритроцитов, добавленную к равному объёму физиологического 
раствора. Титр -  последнее разведение суспензии, которое агглютиниру­
ет эритроциты на 2+. В контрольных лунках не должно быть склеивания 
эритроцитов.

При отборе штамма для производства выбирают колонии, агглюти­
нирующие эритроциты на 4 креста при предварительном испытании на 
стекле (1 капля 0,5 % взвеси эритроцитов соединяют с 1 каплей микроб­
ной взвеси, приготовленной из посевов колоний на сектора).
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63.2, Определение гемолизирующей активности
Единичные колонии культур 2—3 пассажа рода Bordetella на 1—2 

сутки роста в тонком слое (1,5—2,0 мм) среды Борде-Жангу должны 
быть окружены зоной гемолиза.

Культуру 2—3 пассажа засевают штрихом на среду Борде-Жангу, 
содержащую 10—30 % крови, разлитую тонким слоем на чашки Петри, 
инкубируют в термостате при температуре (36 ± 0,5) °С в течение 48— 
72 ч (коклюшный микроб) или 24 ч (паракоклюшный и бронхисептикоз- 
ный микроб). Гемолизирующую активность штаммов определяют еже­
дневно, При селекции единичных колоний необходимо отбирать коло­
нии с зоной интенсивного гемолиза (1,5—2 мм) на 1—2-е сутки роста.

6.4. Определение дермонекротических свойств
Коклюшная и бронхисептикозная микробная суспензия, содержа­

щая 1 ME в объёме 0,2 мл должна вызывать у кроликов геморрагический 
некроз размером от 0,5 до 2 см в диаметре, у морских свинок — от 0,3 до 
1,0 см, паракоклюшная микробная суспензия той же мутности у кроли­
ков должна вызывать геморрагический некроз размером от 0,5 до 1,5 см.

48-часовую культуру коклюшного микроба или 24-часовую куль­
туру паракоклюшного (бронхисептикозного) микроба 2-го или 3-го пас- 
еажа, выращенную на среде Борде-Жангу или КУА смывают физиоло­
гическим раствором и разводят с таким расчётом, чтобы опытная доза 
содержалась в объёме 0,2 мл. Несколько разведений суспензии (не менее 
3-х разведений мутностью: 2 ME, 1 ME, 0,5 ME) вводят внутрикожно 
двум белокожим кроликам породы шиншилла массой 1,5—2,5 кг или 
морским свинкам массой 300—400 г в объёме 0,2 мл. Результат учиты­
вают через 48—96 ч . Коклюшная и бронхисептикозная микробная сус­
пензия, содержащая 1 ME в объёме 0,2 мл должна вызывать у кроликов 
гемморагический некроз размером от 0,5 до 2 см в диаметре, у морских 
свинок -  от 0,3 до 1,0 см, паракоклюшная микробная суспензия той же 
мутности у кроликов должна вызывать геморрагический некроз разме­
ром от 0,5 до 2 см. Следует иметь в виду, что вследствие неодинаковой 
чувствительности некоторые кролики могут не давать характерной ре­
акции. В таком случае опыт необходимо повторить на том же количест­
ве животных,
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6.5. Методика определения вирулентности 
при интраназалъном заражении

Коклюшная культура должна быть вирулентной для мышей: при 
интраназальном заражении ЛДю должна быть в пределах 10—200 млн 
микробных клеток, а при внутримозговом заражении -  не выше 25 млн 
микробных клеток; для паракоклюшной культуры LDSo должна быть не 
выше 200 млн микробных клеток.

Суспензию готовят из 48-часовой коклюшной или 24-часовой пара­
коклюшной культуры 2 или 3 пассажа, выращенной на среде Борде- 
Жангу или КУА. Из исходной суспензии делают несколько разведений 
(кратные 2 или 5), например: 200, 100, 50 и 25 млн, с таким расчётом, 
чтобы опытная доза содержалась в объеме 0,05 мл. Из каждого разведе­
ния суспензии заражают по 5—6 мышей. Заражение мышей производят 
под лёгким оглушающим наркозом. Для наркоза применяют смесь 2-х 
частей эфира (для наркоза) с одной частью хлороформа (для наркоза). В 
стеклянную банку на дно кладут вату, смоченную указанной смесью, и 
сверху накрывают слоем сухой ваты, затем в банку помещают мышь. 
Как только мышь, после периода возбуждения, засыпает и не реагирует 
на покачивание банки, её вынимают из банки, и, держа в левой руке 
двумя пальцами за шейную складку, вводят суспензию в нос шприцем с 
тонкой иглой, поднесённой непосредственно к ноздре (сначала к одной, 
а затем к другой).

Примечание.
Здесь и далее для заражения мышей опытной дозой используют 0,5 или 

1,0 мл шприцы с ценой деления 0,01 мл и абсолютной погрешностью измерения 
дозы ± 0,005 мя.

При этом дыхание мыши должно быть ровным, тогда суспензия без 
разбрызгивания легко втягивается в нос. Гибели мышей в период зара­
жения быть не должно. После заражения за мышами наблюдают в тече­
ние 14 сут. Гибель животных учитывают ежедневно. Мыши, погибшие в 
первые три дня после заражения, при подсчёте ЛД50 исключаются (не­
специфическая гибель). Всех погибших мышей вскрывают для опреде­
ления характерных макроскопических изменений в лёгких (очаговое или 
полное красное опеченение лёгких). Специфическая гибель подтвержда­
ется выделением коклюшных микробов из лёгких. Для посева лёгкие 
растирают в стерильной баночке с бусами или со стерильным песком и 
суспензию засевают на чашки со средой Борде-Жангу или КУА. Для 
вычисления ЛД50 применяют метод Кербера или метод пробит-анализа 
(прилож. 2).
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6.6. Оценка остаточной токсичности коклюшной вакцины
Для оценки остаточной токсичности, лейкоцихозстимулирущей, 

гистамин-сенсибилизирующей и иммуногенной (защитной) активностей 
из каждого штамма готовят коклюшную вакцину (КВ). Культуру выра­
щивают на среде КУА в течение 36— 48 ч, смывают 0,9 %-м раствором 
хлорида натрия, мутность взвеси доводят до 80— 100 ME в 1 мл и добав­
ляют формалин до концентрации ОД %. Взвесь встряхивают в течение 
20—25 мин и оставляют при комнатной температуре (20 ± 2) °С на 22—24 ч. 
Затем суспензию доводят до мутности 40—60 ME в 1 мл, после чего 
добавляют мертиолят до конечной концентрации (100 ± 20) мкг в 1 мл. 
Суспензию встряхивают в течение 10 мин и помещают в холодильник 
при температуре (5 ± 3) °С. Через 7 сут. из суспензии берут пробы для 
контроля специфической стерильности (не должно быть роста на среде 
Борде-Жангу или КУА).

Токсические свойства формалинизированной коклюшной вакцины 
проверяют через 3 месяца после обезвреживания.

6.6.L Оценка токсичности коклюшной вакцины  
в тесте изменения массы тела мышей

6.6.1.1. Подготовка к применению ОСО 42-28-89-01П и испытуе­
мых КВ.

Токсичность КВ, приготовленной из штамма, проверяют в сравне­
нии с ОСО 42-28-89-01П коклюшной вакцины. Содержимое двух ампул 
ОСО растворяют в 6 мл 0,9 %-го раствора натрия хлорида pH 7,0 ± 0,2. 
Для этого в каждую ампулу добавляют 1 мл 0,9 %-го раствора натрия 
хлорида. После полного растворения таблетки (1—2 мин) содержимое 
тщательно отбирают тонкой пастеровской пипеткой в небольшой флакон 
(10 мл). Затем в каждую ампулу снова (2 раза) вносят по 1 мл 0,9 %-го 
раствора натрия хлорида, тщательно отбирают той же пипеткой содер­
жимое ампул и переносят в тот же флакон. Полученное рабочее разве­
дение содержит в I мл 20 ME коклюшных бактерий. *

Испытуемую КВ предварительно проверяют визуально по физичес­
ким свойствам и доводят её мутность до 20 ME в 1 мл.

6.6.1.2. Условия и порядок применения.
Для оценки токсичности коклюшной вакцины в тесте изменения 

массы тела мышей используют животных, равномерно прибавляющих 
массу тела в течение 3— 4 сут. наблюдения. Ежесуточный прирост мас­
сы тела мышей должен быть от 0,5 до 1 г.
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Группы из 10 белых мышей, где каждая особь имеет массу 
(15 ± 1) г, должны иметь свободный доступ к воде и пище не менее, чем 
за 2 ч до инъекции. Групповую массу тела мышей определяют непо­
средственно перед введением препарата. Каждой мыши вводят внутри- 
брюшинно испытуемую вакцину или ОСО 42-28-89-01П в объёме 0,5 мл 
(ЮМЕ) шприцем вместимостью 1 мл с иглой № 0625-1. Контрольные 
животные получают внутрибрюшинно по 0,5 мл 0,9 %-го раствора нат­
рия хлорида pH 7,0 ± 0,2. За животными наблюдают в течение 7 сут. 
Групповую массу определяют через 72 ч и через 7 сут. после инъекции.

6.6.1.3, Оценка результатов.
Рассчитывают абсолютный и относительный прирост массы тела 

мышей. Абсолютный прирост массы тела мышей -  разница массы тела 
мышей на 7 сут. после введения препарата по сравнению с первоначаль­
ным (до введения). Относительный прирост массы тела мышей -  отно­
шение массы тела мышей, получивших вакцину, к массе тела контроль­
ных животных или животных, получивших ОСО 42-28-89-01П, выра­
женное в процентах.

6 .6.1.4. Критерии оценки.
Вакцина может считаться безвредной, если:
а) через 72 ч групповая масса тела мышей не ниже их массы тела 

перед введением препарата;
б) через 7 сут, после введения препарата относительный прирост

массы тела мышей, получивших испытуемую вакцину, составляет не 
менее 60 % прироста массы тела контрольных мышей, и не менее абсо­
лютного и относительного прироста массы тела мышей, получивших 
ОСО 42-28-89-01П; '

в) относительный прирост массы тела мышей, получивших ОСО 
42-28-89-0 Ш, соответствует установленному показателю.

Если при проведении опыта одно из указанных условий наруша­
ется, опыт повторяется на удвоенном количестве животных при тех же 
условиях учёта опыта. Допускается гибель не более 5 % от общего числа 
животных.

6.6.2. Оценка остаточного содержания термолабильного 
(дермонекротического) токсина

Определяют при подкожном введении испытуемых КВ в затылоч­
ную область мышей-сосунков или при внутрикожном введении белоко­
жим кроликам породы шиншилла.

КВ, содержащая 1 МБ в объеме 0,05 мл, не должна вызывать изме­
нения кожных покровов у мышей-сосунков.
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КВ, содержащая 4 ME в объеме 0,2 мд, не должна вызывать у кроли­
ков некроза; допускается гиперемия диаметром не более 10 мм. На месте
введения живой культуры -  некроз размером 0,5—2 см в диаметре.

6,63. Оценка лейкоцитозстимулирующей активности
6.6.3Л. Подготовка к применению ОСО 42-28-89-01П и испытуемо­

го препарата.
Содержимое одной ампулы ОСО 42-28-89-01П растворяют в 3 мл 

0,9 %-го раствора натрия хлорида pH 7,0 ± 0,2 -  рабочее разведение.
Мутность используемой коклюшной вакцины предварительно до­

водят до 20 ME в 1 мл.
6 .6 3 2 . Условия и порядок применения.
Для оценки лейкоцитозстимулирующей активности в коклюшной 

вакцине, приготовленной из штамма, используют мышей массой 
(15 ± 1) г. Оценку лейкоцитозстимулирущей активности проводят па­
раллельно с ОСО 42-28-89-01П.

Формируют 3 группы животных по 10 мышей в каждой. Животным 
в 1 и во 2 группах вводят внутрибрюшинно по 0,5 мл (10 ME в дозе) ис­
пытуемого препарата и ОСО 42-28-89-01П соответственно. Контроль­
ным животным вводят по 0,5 мл апирогенного 0,9 %-го раствора натрия 
хлорида pH 7,0 ± 0,2.

6 .6 3 3 . Оценка результатов.
Через 72—96 ч у  опытных и контрольных животных берут кровь из 

хвостовой вены. Для лучшего счёта лейкоцитов кровь разводят 3 %-м 
раствором уксусной кислоты, подкрашенной 1 %-м раствором генциан- 
виолета. Количество лейкоцитов подсчитывают в камере Горяева.

Вычисление количества лейкоцитов в 1 мм3 крови проводят по 
формуле:

„  а 4 000 у  
X  = --------— — ,где

X -  число лейкоцитов в 1 мм3 крови; 
а -  общее число клеток в «б» квадратах; 
у  -  разведение крови.
Для сравнительной оценки лейкоцитозстимулирующей активности 

разных серий вакцин рассчитывают индекс ЛСА (лейкоцитозстимули­
рующей активности): отношение количества лейкоцитов опытных мы­
шей к числу лейкоцитов животных, получивших ОСО 42-28-89-01IL

6.6.3.4. Критерии оценки.
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Опыт можно считать удовлетворяющим требованиям, если количе­
ство лейкоцитов контрольных животных находится в пределах нормы 
(от 5 000 до 12 000).

Вакцину следует считать слаботоксичной, если индекс ЛСА по от­
ношению к ОСО 42-28-89-01П составляет 0,5 и меньше; средней ток­
сичности, если индекс ЛСА находится в пределах от 0,5 до 1,0; с выра­
женной токсичностью, если индекс ЛСА более 1,0.

Для производства коклюшного компонента комплексных вакцин 
используют штаммы со слабой и средней токсичностью.

6.6.4. Оценка гистаминсенсибилизирующей активности
Определение гистаминсенсибилизирующей активности штаммов 

проводят параллельно с ОСО 42-28-87-02ГТ.
6.6,4 Л, Подготовка к применению ОСО 42-28-87-02П и коклюшной 

вакцины.
Во флакон с ОСО, содержащим лиофшшзированные коклюшные 

бактерии, эквивалентные 150 ME, добавляют 7,5 мл 0,9 %-го раствора 
натрия хлорида pH 7,0 ± 0,2. Мутность коклюшной вакцины, приготов­
ленной из штамма, доводят до 20 ME в 1 мл.

Определение гистаминсенсибилизирующей дозы (ГСД) штаммов 
проводят параллельно с ОСО 42-28-87-02П. В опыте используют мы­
шей-самок или поровну животных обоего пола тех линий, которые чув­
ствительны к коклюшному токсину. На,каждый препарат берут три 
группы мышей (по 10— 20 мышей в каждой) массой 14— 16 г.

Для определения ГСД50 ОСО 42-28-87-02П вакцины каждой груш е 
животных вводят однократно внутри брюшинно по 0,5 мл препарата со­
ответствующего пятикратного разведения препарата (при испытании на 
беспородных животных первое разведение должно содержать 20 или 
10 ME в объёме 0,5 мл).

Контрольным животным вводят внутрибрюшинно по 0,5 мл 0,9 %-го 
раствора натрия хлорида pH 7,0 ± 0,2. Через 4— 5 дней опытным и кон­
трольным животным вводят внутрибюшинно по 2 мг гистамина дигид­
рохлорида, разведённого так, чтобы опытная доза содержалась в 0,5 мл.

б,6.4.2. Оценка результатов.
Гибель мышей учитывают через 2 и 24 ч. ГСД50 рассчитывают по 

методу Кербера (прилож. 2). Животные, получившие 0,9 %-й раствор 
натрия хлорида, должны остаться живыми.

Для проведения сравнительного анализа штаммов по гистамин- 
сенсибилизирующим свойствам рассчитывают индекс ГСА:
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И  -  Г С Д зо8
1X4 ГСД50осо

где

ГСД50В -  доза вакцины, при которой погибло 50 % иммунизиро­
ванных животных после введения гистамина;

ГСД50осо -  доза ОСО 42-28-87-02П , при которой погибло 50 % им­
мунизированных животных после введения гистамина.

6.6А З . Критерии оценки.
КВ следует считать слаботоксичной, если индекс ГСА по отноше­

нию к ОСО 42-28-87-02П  будет равен 0,5 или меньше; среднетоксичной, 
если индекс ГСА будет находиться в пределах от 0,5 до 1,0; и с выра­
женными гистаминсенсибилизирующими свойствами, если индекс ГСА 
будет 1,0 и более.

Для производства коклюшного компонента комплексных вакцин 
используют штаммы со слабой и средней токсичностью.

б. Z Методика определения защитных свойств штаммов 
коклюшных бактерий

Защитные свойства вакцин определяют по количеству междуна­
родных защитных единиц (МЗЕ). Для получения ориентировочной ин­
формации о специфической защитной активности штамма используют 
метод оценки по выживаемости зараженных животных. В частности, 
этот метод используют при изучении свежевыделенных штаммов.

В испытании необходимо использовать те линии животных, кото­
рые способны давать адекватный иммунный ответ (например, популя­
цию скрещенных линий FI (C57BL/6Jx СВА).

Необходимо соблюдать принцип случайного распределения живот­
ных по группам, случайным должно быть и расположение клеток на 
полках, порядок иммунизаций и порядок введения разрешающей дозы.

В опыт берут здоровых мышей одного штамма и одного иола или 
поровну каждого пола во всех группах, массой 10— 12 г. Одновременно 
из этой же партии оставляют 40 мышей для титрования ЛД5о культуры, 
используемой для заражения вакцинированных мышей. Перед иммуни­
зацией за ними наблюдают 3— 4 сут. При гибели более 10 % животных 
всю партию мышей бракуют.

Коклюшкая вакцина, приготовленная из каждого штамма, при одно­
кратном внутрибрюшинном введении мышам в дозе, содержащей мик­
робные клетки в концентрации 0,75 * 109, при заражении животных виру­
лентным штаммом В, pertussis № 18323 должна обеспечивать выживае­
мость не менее 70 %. Суспензия, мутностью 20 ME должна содержать не 
менее 10 международных защитных единиц (МЗЕ).
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б. 7.1. Определение защитных свойств по выживаемости
Испытуемую вакцину разводят 0,9 %-м раствором натрия хлорида 

до мутности 15 M E микробных клеток в 1 мл (по расчёту, исходя из обо­
значенного количества микробных клеток), а затем ещё в 10 раз.

Пример: 1 разведение -  0,9 мл 20 МЕ/мл вакцины + 0,3 мл физио­
логического раствора = 1,2 мл (15 МЕ/мл), 2 разведение (рабочее) -  1 мл 
вакцины + 9 мл физиологического раствора = 10 мл (1,5 МЕ/мл), т. е. 
0,5 мл содержит 0,750 ME,

Приготовленным разведением вакцины 0,750 ME в 0,5 мл внутри- 
брюшинно однократно иммунизируют 20 мышей.

Если гибель мышей в период между вакцинацией и заражением 
превышает 1 0 % от общего числа взятых в опыт животных, опыт не 
подлежит учёту.

Спустя 14— 17 сут. после иммунизации мышей заражают ннтраце- 
ребрально культурой В. pertussis Ш 18323. По морфологическим, куль­
туральным, агглютинабельным, дермонекротическим и вирулентным 
свойствам этот штамм должен соответствовать всем требованиям, изло­
женным в разделе 1.

Для сохранения постоянства вирулентности заражающего штамма 
его хранят в лиофилизированном состоянии при температуре (5 ± 3) °С. 
Для заражения штамм восстанавливают из высушенного состояния и ис­
пользуют только 2 или 3 пассаж. Суспензию для заражения готовят из 20—  
24-часовой культуры (которая была засеяна из быстрорастущей культуры 
возрастом не более 30 ч), выращенной при температуре (36,0 ±  0,5) °С на 
свежей среде Борде-Жангу или КУА р. добавлением 10 % крови (срок хра­
нения крови не более 2 сут.), Продолжительность работы со взвесью не 
должна превышать 2,5 ч с момента смыва культуры. При разведении и в 
процессе заражения взвесь необходимо хранить на льду.

Микробную массу снимают со среды стеклянной петлей, проверя­
ют на морфологию (мазок, окрашенный по Граму) и суспендируют в 
0,9 %-м растворе натрия хлорида, для чего стенку стандартной пробирки 
смачивают 0,9 %-м раствором натрия хлорида. Затем стеклянной петлей 
снимают небольшое количество культуры и тщательно растирают на 
смоченном участке пробирки до гомогенной массы. Культуру, осторож­
но смачивая содержимым пробирки, смывают со стенки. Операцию по­
вторяют до получения мутности взвеси, равной 10 ME в 1 мл. Получен­
ная суспензия должна быть гомогенной. В случае обнаружения комоч­
ков культуры, суспензию фильтруют через стерильную вату, помещён­
ную в пробирку с культурой, и доводят её мутность до 10 ME в 1 мл.
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Все дальнейшие разведения делают в 1 % растворе гидролизата казеина, 
содержащего 0,6 % натрия хлорида pH 7,1 ± 0,2 . Каждую серию гидро­
лизата казеина предварительно проверяют на безвредность путём внут­
римозгового введения 5 мышам по 0,03 мл. Животные должны оставать­
ся живыми и здоровыми в течение 3 дней.

Микробную суспензию, мутностью Ю МЕ микробных тел в 1 мл 
(разведение А в табл. 3), разводят последовательно так, чтобы получить 
заражающую дозу, содержащую 100 000 микробных клеток (рабочая 
суспензия), в объёме 0,03 мл. Из рабочей суспензии делают разведения 
1/10, 1/50, 1/250 и 1/1 250 для определения ЛДзо штамма и проверки жиз­
неспособности микробов в суспензии.

Таблица 3

Схема разведения вирулентного штамма коклюшных бактерий

Пробирка
№

Кратность
разведения

Объем, мл Полученная 
суспензия 
содержит 
в 0,03 мл 
(эквива­
лентно)

Использование
переносимой 
суспензии из 
предыдущей 
пробирки в 

последующую

внесенного
раствори­

теля

I Ц :3 1,0 2,0 100 млн
2 1, : 10 0,5 4,5 10 млн
3 12 : 10 0,5 4,5 1 млн
4 13 : Ю 2,0 18,0 100 000 Разливают в 3 

пробирки для 
заражения -  ра­
бочая суспензия

5 14 : Ю 0,5 4,5 10 000 Для определения 
ЛД50 штамма6 15:5 1,0 4,0 2 000

7 1«:5 1,0 4,0 400
8 17:5 1,0 4,0 80

Из 8 пробирки, сразу после приготовления разведения, делают по­
сев по 0,1 мл на 3 чашки со свежеприготовленной средой Борде-Жангу 
(без конденсата) или с КУА с кровью. Растирают культуру стерильным 
шпателем и помещают в термостат с температурой (36,0 ± 0,5) °С,

Культуру в биксе (пробирки №№ 4, 5, 6, 7, В) переносят в виварий. 
В течение всего периода заражения культура должна находиться в хо­
лодной водяной бане (вода со льдом), Каждой мыши вводят без наркоза 
в объёме 0,03 мл рабочей суспензии (пробирка №  4) в височнотеменную
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область туберкулиновым шприцем с тонкой острой иглой (№ 27) с ко­
ротким срезом и муфтой. Длина свободного конца иглы от края муфты 
до начала среза должна быть 3 мм. Для определения величины LD50> 
разведения заражающей дозы (пробирки №№ 5, 6, 7, 8) также интраце- 
ребраяьно вводят контрольным мышам.

За заражёнными мышами наблюдают 14 дней с ежедневной регист­
рацией их гибели в опытной и контрольной группах. Мышей, погибших 
в течение 72 ч после заражения, исключают из опыта (неспецифическая 
гибель).

В день учёта результатов в число погибших включают также всех 
явно парализованных мышей.

Вычисление ЛДзо культуры производят по методу Кербера (прияож, 2) 
или используя пробит-анализ, i LD50 не должна превышать 1 000 мик­
робных клеток.

Заражающая доза 1Q5 микробных клеток должна содержать не ме­
нее 100 LD50.

Штамм считают пригодным для дальнейшего изучения, если вак­
цина обеспечивает выживаемость более 70 % мышей при заражении их 
не менее 100 ЛД50 вирулентной коклюшной культурой.

3 чашки с культурой, высеянной из пробирки № 8, находятся в тер­
мостате 3—4 сут. После подсчёта колоний на 3-х чашках полученное 
число делят на 10. В 0,03 мл этого разведения должно быть не менее 10 
и не более 50 колониеобразущих единиц.
6.7.2. Определение количества международных защитных единиц (МЗЕ)

Количество МЗЕ в суспензии определяют по результатам опытов 
на мышах одновременно поставленных с испытуемой вакциной и ОСО 
иммуногенности коклюшной вакцины, откалиброванному по Междуна­
родному стандарту коклюшной вакцины (ОСО 42-28-89-01П).

При проверке защитных свойств штаммов с определением между­
народных защитных единиц (МЗЕ) вакцина мутностью 20 ME в 1 мл 
должна содержать не менее 10 МЗЕ.

Для каждой вакцины берут три группы по 18— 20 здоровых мышей 
(масса тела (11 ± 1) г одной линии (например, FI (C57BL/6J х СВА) и 
одного пола или в равных количествах каждого пола во всех грушах. 
Одновременно для контроля заражающей суспензии берут четыре груп­
пы по 10 мышей.

6.7.2.L Разведение вакцин.
В стерильных условиях делают три пятикратных разведения испы­

туемой вакцины и ОСО 42-28-89-01П на 0,9 %-м растворе натрия хлори-
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да pH 7,0 ± 0,2 так, чтобы вводимая иммунизирующая доза содержалась 
в 0,5 мл. Все разведения испытуемой вакцины должны иметь такое же 
количество МЗЕ, что и соответствующие разведения стандартной вак­
цины. С этой целью вакцину разводят в 10, 12 или 14 раз для того, чтобы 
в одной вводимой иммунизирующей дозе содержалось 0,5 МЗЕ. При 
этом ЕД50 вакцины должна быть в пределах избранных разведений.

6.7.2.2. Подготовка к применению ОСО 42-28-89-01П.
Одна ампула ОСО содержит 30 МЗЕ. Содержимое ампулы с ОСО 

растворяют в 30 мл стерильного 0,9 %-го раствора натрия хлорида 
pH 7,0 ± 0,2 из расчёта, чтобы в 1 мл содержалась 1 МЗЕ (разведение 1), 
В ампулу с ОСО вначале вносят 2 мл растворителя. После того, как таб­
летка растворилась (1—2 мин), тонкой пастеровской пипеткой тщатель­
но отбирают содержимое в стерильный флакон (ёмкостью не менее 
30 мл). Затем в ампулу повторно (2—3 раза) вносят по 2 мл растворите­
ля той же пипеткой и тщательно отбирают содержимое ампулы той же 
пастеровской пипеткой в вышеуказанный флакон. Остальное количество 
растворителя добавляют во флакон до нужного объема (30 мл) пипеткой 
(разведение 1). Из первого разведения ОСО делают два последующих 
пятикратных разведения по схеме (табл. 4).

Таблица 4
Схема разведения ОСО 42-28-89-01П

Разведения

Количество, мд Кратность 
разведений 
исходной 

(сухой) вак­
цины 

(в 0,5 мл)

Иммунизирующая доза 
в объеме 0,5 мл

вакцины 
1 разведения

0,9 %-й р-р 
натрия 

хлорида

в мл исход­
ной вакци­
ны (препа­
рата ОСО)

в МЗЕ

1 15,0 0,0 1 ; 60 0,0167 0,5
2 2,5 10,0 1 : 300 0,0033 ■ 0,1
3 0,5 12,0 1 : 1 500 0,00066 0,02

ОСО в разведении 1 :30 может быть использован в двух опытах, 
если интервал между опытами не превышает 1 месяц. Остаток разведён­
ного ОСО хранят в холодильнике при температуре (5 =ь 3) °С.

6.7.2.3. Подготовка к применению испытуемого препарата.
К 1 мл испытуемого препарата, содержащего 20 ME коклюшных 

бактерий, добавляют 13 мл физиологического раствора -  разведение 1 
(при разведении вакцины 1 : 14). Из разведения 1 делают два последую­
щих пятикратных разведения по схеме (табл. 5).
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Таблица 5
Схема разведения испытуемой вакцины

Разведения

Количество, мл Кратность 
разведений 
исходной 
вакцины 
(в 0,5 мл)

Иммунизирующая доза 
в объеме 0,5 мл

вакцины 1 
разведения

0,9 %-й р-р 
натрия 

хлорида

в мл
исходной
вакцины

в МЗЕ (пред­
полагаемое 

содержание)
1 14,0 0,0 1 : 28 0,0357 0,5
2 2,5 10,0 1 : 140 0,0071 од
3 0,5 12,0 1 : 700 0,00142 0,02

Если фактическое ЕДзо испытуемой вакцины будет больше избран­
ной, то необходимо изменить разведение 1: исходную вакцину развести 
в 10 или 8 раз. Два последующих разведения делать по вышеприведен­
ной схеме.

6.7.2А  Иммунизация и заражение животных.
Трем группам мышей, предназначенных для иммунизации препара­

том ОСО, внутрибрюшинио вводят по 0,5 мл 1-го, 2-го и 3-го разведе­
ний ОСО соответственно.

Трем группам мышей, предназначенных для иммунизации испы­
туемым препаратом КВ, также внутрибрюшинио вводят по 0,5 мл 1-го, 
2-го и 3-го разведений КВ соответственно.

Заражение проводят по методике, описанной в п. 6.7.1*
6*7.2.5. Оценка результатов.
Величину ЕД50 ОСО иммуногенности и испытуемого препарата оп­

ределяют по методу Вильсона и Вустера с использованием таблиц На­
ционального института здоровья США для п = 16 (прилож. 4). В таблице 
по вертикальной оси слева находят величину, выражающую сумму вы­
живших мышей от всех трёх доз препарата (А), по горизонтальной — 
величину, выражающую разницу между числом мышей, выживших от 
наибольшей и наименьшей доз, взятых в опыте (В). В месте пересечения 
прямых, проведённых от соответствующих величин А и В, находят ЕДзо 
(верхняя цифра) и её стандартные отклонения, выраженные в процентах 
(нижние цифры). Это величина ЕДзо Для средней иммунизирующей до­
зы, равной 100 мл. Для определения величины ЕДзо в опыте найденную 
в таблице ЕД50 разделить на 100 и умножить на среднюю иммунизи­
рующую дозу в данном конкретном опыте. Результаты опыта можно
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считать достоверными, если стандартные отклонения будут не ниже 
64 % и не выше 157 %,

Таблица 6

Пример расчёта

Прела-
рат

Разведе­
ние

Доза препарата в 0,5 мл Количество 
выживших 

мышей/ 
общее число 
зараженных 

доз

Величи­
ны A/В и 
ЕД50 НО 
таблице

ВДю
стандарт­

ные откло­
нения в 
опыте

исходного
препарата,

мл

МЗЕ в 
иммуни­

зирующей 
дозе

ОСО 
(30 МЗЕ 
в амп.).

1 :60 0,0166 0,5 14/16 27/11 0,00235
1 : 300 0,0033 0,1 10/16 71,3 (0,00327— 

0,00169)1 ; 1 500 0,00066 0,02 3/16 72— 139
КВ

сер. X
1 :28 0,0376 13/16 23/11 0,00793

1 ; 140 0,0071 8/16 111,75 (0,011— 
0,0057)1 :700 0,00142 2/16 72— 139

ЕД5о осо = -7—■ :г1° ° 33 = 0,00235 мл

ЕДамакс. =
100 

0,00235 • 139 
100

= 0,00327 мл

ЕД50 мин. — — = 0,00169 мл

ЕДзовакц. = — = 0,00793 мл

ЕД5о макс. =

100
0,00793 139 

100
- 0,011мл

0 00793• 72
ЕДзо мин. = -  - - - -- = 0,0057 мл 

100
Количество МЗЕ в 1 мл вакцины определяется по формуле:

Х=  Е ^ о с о  . 30 МЗЕ ОСО = . зо = 8,9 МЗЕ
Е Д ^ в а к ц .  0,00793

Доверительный интервал МЗЕ в 1 мл препарата рассчитывают по 
формуле:

ЕмтУмакс. =  R  Д  К  ГДв
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R -  количество МЗЕ в 1 мл препарата;
К-доверительный коэффициент.

К *= анти lg  yfs? + S* , где
Si “  (Ig ЕД50),,,с, -  lg ЕД$о для более иммуногенного препарата при 

избранном уровне существенности различия -  95 или 99 %;
Sz ~ lg ЕД50 -  (lg ERsq)muh. для менее иммуногенного препарата.

Для нашего примера:

К= arnralg 2,4855 -  (~2,6289)f + [-2,1007 -  (-2,2441)]2 «

“  анти1§ ̂ 0,0206 + 0Д1206 = аити1§д/о,0412 = asmilg 0,203
i T -  1 ,6
Отсюда:
RMW. : К; т. е. 8,9 МЗЕ : 1,6 -  5,6 МЗЕ
Кмакс. = R ’K;т. е. 8,9 МЗЕ ■ 1,6 -  14,2МЗЕ
Таким образом, в 1 мл КС серии X содержится 8,9 МЗЕ с довери­

тельным интервалом от 5,6 до 14,2 МЗЕ.
6.7.2.5. Критерии оценки активности.
Коклюшная вакцина (20МОЕ/мл) будет считаться отвечающей 

требованиям, если в прививочной дозе (0,5 мл) будет содержаться не 
менее 5 МЗЕ.

Если в первом опыте вакцина не будет соответствовать требовани­
ям по активности, опыт повторяют. Если опыт повторяют 2 —3 раза, то 
при вычислении количества МЗЕ в препарате необходимо учитывать 
данные всех опытов. При этом учёту подлежат только те опыты, в кото­
рых отклонения ЕД50, выраженные в процентах, находятся в пределах от 
64 до 157%.

Пример расчёта средней величины МЗЕ в 1 мл препарата:
Им муногенность коклюшного компонента в АКДС вакцине серии У 

определили в двух опытах. В первом опыте в 1 мл препарата было опре­
делено 6 МЗЕ, во втором опыте -  10,8 МЗЕ*

1-й метод расчёта:
Хгеом.- л/Пх , где
Их -  произведение осредняемых величин;
п -  число единичных определений.
Хгеом. = д/б-10,8 = 8,05 МЗЕ
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2-й метод расчёта:
Ig6 + lg l0 8  = 0,7782 +1,0334 =

2 2

Хгеом. *  aHTHlg 0,9058 -  8,05 МЗЕ.
Количество МЗЕ в испытуемой КВ можно также определять по ме­

тоду пробит-анализа.

7. Возможность обновления производственных штаммов
Новые штаммы, предназначенные для изготовления коклюшного 

компонента ассоциированных вакцин, производства диагностических 
препаратов, аттестует Федеральное государственное учреждение науки 
научно-исследовательский институт стандартизации и контроля меди­
цинских биологических препаратов им. Л. А. Тарасевича (ФГУН ГИСК 
им. Л. А. Тарасевича).

ФГУН ГИСК им. Л. А. Тарасевича хранит коллекцию всех произ­
водственных штаммов коклюшных, паракоклюшных и бронхисептикоз- 
ных бактерий. Новые изученные штаммы для пополнения коллекции 
производственных штаммов должны поступать в ФГУН ГИСК 
им. Я. А. Тарасевича с соответствующей характеристикой (прилож. 3).

Новые штаммы коклюшных бактерий, отбираемые для пополнения 
коллекции производственных штаммов, должны быть изучены по всем 
вышеуказанным свойствам.
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Приложение 1

Среда Борде-Ж ангу

Приготовление картофельного отвара.
К 1 л дистиллированной воды прибавляют 0,5 кг очищенного мелко 

нарезанного картофеля и 40 мл глицерина, кипятят в закрытой посуде до 
размягчения картофеля. Затем доливают дистиллированную воду до 
прежнего объема, процеживают через марлю.

К 500 мл фильтрата прибавляют 1,5 л солевого раствора, в состав 
которого входят следующие соли:

К2НГО4-2,25 г;
КН2РО4-0 ,7 5 г;
КС1 -1 ,5  г;
MgS04-  0,075 г;
NaCl -7 ,5  г.
Солевой раствор должен иметь pH 7,4— 7,5.
Затем прибавляют 60 г агара и кипятят на асбестовой сетке при пе­

ремешивании до полного растворения агара. Устанавливают pH 7,1— 
7,2, фильтруют через марлю с толстым слоем ваты. Затем разливают в 
стерильную посуду и стерилизуют при 110 °С 30 мин.

Среда KYA

Пропись среды на 1 л.
Гидролизат казеина -  (170 ± 5) мл (берегся из расчета, чтобы в го­

товой среде содержалось шинного a3ofa 150— 160 мг %);
Дрожжевой диализат -  (90 ±10) мл;
КН7РО4 -  0,5 г;
MgCl2 -  0,4 г;
Крахмал растворимый -  1,5 г;
СаС12-0,01 г;
FeSOd*7 Н20 -  0,01 г;
CuS04*5 Н20;
Цистеин -  0,03 г;
Агар-(27,5 ±2,5) г;
Уголь активированный -  2 г.
В среде содержание хлоридов должно составлять (0,75 ±0,15) %, 

шинного азота (155 ± 10) мг %, pH доводят до (7,0 ± ОД).
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Приложение 2

Подсчет ЛД50 по методу Кербера

ЛДзо -  дозу, вызывающую гибель 50 % взятых в опыт животных, 
рассчитывают по следующей формуле:

lg ЛД50 = lg Dn -  5(IL, -  0,5), где 
Dm -  максимальная из испытанных доз;
6  -  логарифм отношения каждой последующей дозы к предыдущей, 

т. е. логарифм кратности испытуемых разведений;
Lj -  отношение числа животных, погибших от введения данной до­

зы к общему числу животных, которым эта доза была введена; 
ЯЦ -  сумма значений, найденных для всех испытанных доз. 
Пример:

Дозы
(количество микробов)

Получено в опыте
Li I Li

выжило пало
10 000 1 9 0,9 1

2 ,2
2 000 3 7 0,7
400 6 4 0,4
ВО 8 2 0,2

lg ЛД50 = IglO 0 0 0  -  lg5(2,2 -  0,5) = 4,0 -  0,699 х 1 , 7  -  4,0 -  1,1883 -  
2,8117

ЛД5о = 648 микробных клеток.
Таким образом, ЛД50 в данном примере составляет 648 микробных 

клеток.
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Приложение 3

ПАСПОРТ
НА ПРОИЗВОДСТВЕННЫЙ ШТАММ

Название штамма

№ н особое обозначение штамма........................
Дата и порядковой номер сушки ........... .............
Получен из.... .................................. ...»—*............
Дата получения ........... выделен,......,....... .........

Характеристика штамма
Морфология..,...... ........... ............. ................... .
Подвижность.................................. .......................
Форма колоний........окраска по Грамму............

Рост на мясопептонном агаре 
Гемолиз

Серологические свойства

Дата
про

верки

Сыворотка коклюшная Сыворотка паракоклюдшая Сыворотка 
к агглютино- 

генам
серия титр результат серия титр результат

визуаль­
но

в агглю- 
тиноскоп

визуаль­
но

в агглю- 
тиноскоп 1 2 3 12 14

Титр:
Гемагглютинирующая активность

Вирулентность для мышей

Дата проверки ЛД50 в МБ при заражении
интраяазальном интрацеребральном

Дермонекротическая активность

Дата
проверки

Кролики М ыши-сосунки
некроз в мм2 на дозу в M E гиперемия в мм2 на дозу в ME
2 1 0,5 2 1 0,5
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Токсичность в тесте изменения массы тела мышей

Дата
проверки

Масса тела 
перед введением 

препарата

Прирост массы тела через
72 часа 7 суток

абсолютный 
прирост, г

абсолютный 
прирост, г

относительный 
прирост, %

Лейкоцитозстимулирующая активность

Дата
проверки Вакцина Абсолютное количество 

лейкоцитов Индекс ЛСА

ОСО
Испытуемая

Контроль (физ. р-р)

Гистаминсенсибилызирующая активность

Дата
проверки Вакцина Дозы

препарата
Дата

введения
гистамина

Доза 
гиста­
мина 

на мышь

пало /■  

/"выжило
ГСДзо Индекс

ГСА

Защитные свойства

Вакцина 
(Kg штамма 
дата лио- 

фшшзации)

Дата при­
готовле­

ния
вакцины

Дата им­
муниза­
ции мы­

шей
Дозы

Коли­
чество
имму­

низиро­
ванных
мышей

Дата
зара­

жения

Кй зара­
жающего 
штамма 

дата лио- 
филизации» 

доза в 
0,03 мл

Количество
заражен­

ных
мышей

1 2 3 4 5 6 7 8

Дни наблюдения
Пало Выжило ЛД50 ЕД50

Количество 
МЗЕ в 1 мл 

вакцины1 2 3 4 5 6 7 8 9  10 11 12 13 14
9 10 И 12 13 14
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Приложение 4
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Таблица используется при подсчете 50-процентной эффективной 
дозы при применении метода Вильсона-Вустер*. Значения в таблице 
применимы к опыту с 3-мя дозами, по 16 мышей на каждую дозу и 5- 
кратным шагом между дозами. Значение ЕД50 -  верхнее число каждой 
клетки таблицы для опыта со средней дозой равной 100. Для других 
средних доз величину ЕД50 делят на 100 и умножают на величину ис­
пользованной дозы. Две цифры ниже значения ЕД50 указывают лимиты 
одного стандартного отклонения в процентах.

*
Nat. Acad. Sc. Proc. 1943, v.29, p. 207-212.
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