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(57) 1. Способ удаления эндотоксина из
культуральной жидкости штамма фазы I
Bordetella pertuss is, предусматривающ ий
отделен ие супернатанта культуральпой
жидкости, фракционирование его суль фа
том аммония, растворение осадка в фосфат-

ном буфере, содержащем NaCI, отделение
антигенсодержащего супернатанта центри-
фугированием, обработку его сульфатом ам-
мония, повторное растворение осадка в том
же буфере, диализ полученной смеси с по-
следующим центрифугированием диализа-
та в градиен те п лотн ости сахароз ы в
течение 10-24 час, о т л и ч а ю щ и й с я  тем,
что к антигенсодержащ ему супернатанту
добавляют 0,01-0,1 милли-экв/мл ионов
кальция о присутствии избытка ионов фос-
фора и выдерживают при температуре 4-
25°С в течение 0,3-4 час до образования
0,01-0,1 милли-экв/мл кальций фосфатного
іеля.

2. Способ по п. 1,о т л и ч а ю щ и й с я
тем, что в качестве ионов кальция использу
ют ацетат кальция или хлорид кальция или
нитрат кальция.

3. Способ по п. 1,о т л и ч а ю щ и й с я
тем, что центрифугирование осуществляют
в градиенте плотности сахарозы от 0 до 30
мас/мас.% при 60000-122000 д.
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Настоящее изобретение относится к (1)
способу удаления эндотоксина из жидкости,
содержащей антиинфекционпую фракцию и
эндотоксин штаммов фазы I Bordetella
pertussis путем зонального центрифугиро-
вания, причем такой способ характеризует-
ся тем, что а указанную жидкость вводят
ионы кальция в присутствии избытка фос-
фатных ионоо перед зональным центрифу-
гированием и полученный в результате
осадок оібрасьівают; (2) способу получения
токсоида пертузисэ, характеризующемуся
тем, что осущ ествляют детоксификацию

жидкости, содержащей антиинфекционную
фракцию, полученную по указанному выше
способу, и (3) токсоиду пертузиса, содержа-
ние в котором эндотоксина в расчете на 10
мкг протеинового азота, не превышает 0,5
нг.

В соответствии с методом удаления эн-
дотоксина пертузиса, согласно настоящему
изобретению, отделение антиинфекцион-
ной фракции от эндотоксина может быть
осуществлено более четко и чисто, в резуль-
тате чего защитную фракцию легко выде-
лить с улучшенным выходом. Кроме этого.

о
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поскольку зональному центрифугированию
можно подвергать большой объем ис-
ходн ог о м атериала, в ых од токс оид а
пертузиса может быть увеличен более чем
вдвое,  причем эндотоксин может быть уда-  5
лен с высокой эффективностью.  В связи с
этим следует отметить, что настоящее изо-
бретение является ценным а промышленном
отношении.

Кроме этого, содержание эндотоксина в   10
токсоиде пертузпеа настоящего изобретения
составляет менее одной десятой в тра-
диционном  токсоиде,  а  использование
токсоидз пертузиса настоящ его изобретения
позволить осуществить промышленное   15
производство вакцин, такой же иммуноло-
гической мощ ности, что и традиционн ые
вакцины, но пониженной токсичности.

Упомянутая выше жидкость, содержащая
антиинфекциоішую фракцию и эндо- 20
токсин штаммов фазы I Bordoielia pertussis
может представлять собой, например, верхний
слой культурного бульона, полученного при
выращ ивании   штаммов   фаз ы   I
В.pertussis или его концентрат, причем осо- 25
бекно предпочтительным является концен-
трат. Кулыипи роп аиие ш там мов фаз ы I
Bordetella pertussis может проводиться тра-
диционным методом. Так например, микро-
организмы выращивают в бульонной среде 30
(например, в среде Кохен-Вилира или Стой-
кер-Шолте) при температуре 35-37°С D те-
чение 5-7 дн. Верхний слой полученного
таким образом культурного бульона собирают,
например, путем фильтрации пли цент- 35
рифугирования. Такой верхний с/юи може г
быть непосредственно, или после концент-
рирования, подвергнут следующей стадии
обработки с целью удаления эндотоксина.
Концентрирование для этой цели может 40
быть осущ ествлено путем использования
известны per se методой высаливания. Так
например, 2-5 кг суль фата аммония добав-
ляют к каждым 10 л верхнего культурного
слоя Y полученный и результате осадок со- 45
бирзюг путем, например, фильтрации или
центрифугирования. Такой осадок затем
растворяют в соответствующем количестве
системы IMхлористого натрия-0,05 Ы фос-
фатный буфер и полученный раствор цент- 50
рифугируют либо обрабатывают каким-либо
еще способом с целью отделения верхнего
надос-эдочнего слоя.

Удаление эндотоксина согласно настоя-
щему изобретению заключается о том, что в 55
жидкость, содержащую аптпинфекционную
фракцию и эндотоксин штаммов фазы I
Bordetella pertussis вводят ионы кальция а
присутствии избытка иопс і фосфата, полу-
ченный в результате осадок отбрасывают и

маточную жидкость подвергают зональному
центрифугированию.

Если в жидкости отсутствуют ионы фос-
фата, то добавляют фосфатный буферный
раствор, например, 0,05 М фосфатный бу-
фер, дополненный Ш хлористого натрия и
затем вводят ионы кальция. Поставщиком
ионов кальция могут служить такие раство-
римые соли кальция, гак ацетат кальция,
хлористый кальций, нитрат кальция и т.п., а
также такие нерастворимые соли кальция,
как фосфат кальция и т.п. Особенно пред-
почтительными соединениями являются
ацетат кальция it хлористый кальций. Отно-
шение количества ионов фосфата к количе-
ству ионов кальция составляет 1,25-30
эквивалентов, предпочтительно, 1,5-7,5 эк-
вивалентов ионов фосфата к каждому экви-
валенту ионов кальция и рекомендуется
обеспечить такой режим, чтобы образовы-
валось 0,01-0,1 миллнэквивалентов/мл,
предпочтительно 0,02-0,7 миллизквиоален-
тов кальций фосфатного гели.

Обычно используют'Следующую типо-
вую методику. Предполагал, что осадок, по-
лу ченный фрак ционным ос аж дением
надог.адочного слоя культурного бульона
штаммов фазы I Bordetella pertussis с ис-
пользованием сульфата аммония растворя-
ется в смеси 1 М раствора хлористого
натрия и 0,05 М фосфатного буфера, ацетат
кальция добавляют до конечной концентра-
ции 0,01-1,0 вес/об.%, предпочтительно
0,2-0,0 оес/об.%, гфи рН 6,5-9 и получен-
ной смеси дают постепенно реагировать в
температурном интервале 4°С - комнатная
текпераі ура в течение времени от 20 мин до
2 ч с получением кальций фосфатного геля.
После такой реакции полученный в резуль-
тате осадок удаляют таким известным per se
методом, как фильтрация или центрифуги-
рование. Согласно такой методике можно
селективно удалить 90-99,9% эндотоксина
без заметной потери защитной фракции.

Полуочищенный продукт, полученный
выше, далее подвергают земельному цент-
рифугированию, предпочтительно, после
дополнительного концентрирования выса-
ливанием с помощью сульфата аммония
(фракционное осаждение).

Метод зонального центрифугирования
согласно изобретению может представлять
собой сахароза-градиентное центрифугиро-
вание, калий тартратное центрифугирова-
ние под действием силы тяжести, цезий
хлоридное градиентное центрифугирова-
ние и т.п., хотя особенно предпочтительным
методом является сахарозо-гродиентиое
цент рифугирование. Обычные условия сзха-
роза-градиенті.ого центрифугирования:
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градиент плотнос ти: 0-30 пес . /вес .%;
IWc: примерно 60.000-122.000 С; время:
примерно 10—2-1 ч.

В cooTBGTCTDiui с настоящим изобрете-
нием, полученную таким образом жидкость,   5
содержащую антиинфекцыоииую Фракцию
пергузиса подвергают детоксификации с по-
мощью формальдегида, глутарового альдегида,
пировиноградного апьдегида и т.п. после чего
избыток формальдегида, глутарового  10
альдегида, лнровиноградного альдегида или т.п.
удаляют такими per se известными методами,
как диализ, центрифугирование или
ультрафильтрация и т.д, с получением токсо-ида
пертузисэ.  Рекомендованная методика   15
детоксификации, о соответствии с опублико-
ванным японским патентом N? 57-50925, за-
ключается о добавлении формальдегида к
пертузис экэотокспн-содержзщ ей жидкости
вколичествеО,1-0,6об./об.% припрактиче-  20
ском отсутствии (т.е. не более 10 мМ) основных
аминокис лот (нап рим ер,  1-лпз ина,
глицина и т.п. ),  инкубировании смеси при
темпера туре 32-42°С и течение 3-14 дн с
тем, чтобы вызвать флокуляцию, рэзруше- 25
нии выпавшего хлопьями токсоида с  по-
мощью  подходящ их  средств (например,
воздействием ультразвука с частотой 10-15
килоциклов) и суспендировапии его в соот-
ветс твующ ей водной среде (н апр имер,  30
М/100-М/250 фос фатном бу ферн ом рас-
творе) с получением токсоидпой жидкости.

D соответствии с настоящим изобрзтеми-ем
D результате может Сьпь получен токсоид
пертузиса с содержанием эндотоксина, в рас- 35
чете на 10 мкг протеинового азота, но более 0,3
нг, предпочтительно, не более 0,1 иг согласно
лимулус лизатпому тесту. Другими словами
степень удаления эндотоксина мо-жет быть
улучшена до значения не менее 40 99,9 9̂-1%,
или предпочтительно, по крайней мере
09,9938%.

Токсоид пертузиса согласно настоящему
изобретению может быть превращен хорошо
известными методами в осажденную 45
пертузиспую вакцину или осажденную пер-
тузис-дифтерия-столбмячнуга тройную оак-
цину, предназначенную для вакцинации
людей.

На фиг. 1 и 2 показаны профили сахаро- 50
за-градиентного центрифугирования  кальций
фос фатной    гелевой    группы    и
контрольной группы, соответственно, со-
гласно примеру 1.

П ри м е р . Представлснмыо ниже спра- 55
сочные и рабочие примеры приведены лиш^ в
целях  иллюстрации І; , іе ограничивают
сферу изобретения.

Свойства ішамма Be dc ic lia poituss is
Тохама фазы 1, используемого в.следующих

ниже примерах и справочных примерах опи-
саны, например, о Infect ion and Immunity
6.890 (1972). Такой штамм хранится в Наци-
ональном институте здоровья, Токио, Япо-
ния (NIHJ) и депонирован также и Институте
ферментации, Осака, Япония под каталож-
ным номером IFO 14073 от 13 августа 1980 г.

Справ оч ный прим ер  1.  Штамм
Eordetelta pertuss is Тохама фазы 1 (IFO 1-
1073) ннокулировали па среду Бордета-
Генгоу, приготовленную из картофеля, пеп-
тона, хлористого натрия, агара и корооьей
крови и инкубировали при 35°С в течение 2
дм. Затем отбирали полупрозрачные круго-
сыа колонии и одну из них, реагирующую \\а
К агглютиимновое антитело, снова распре-
деляли на средо Бордет-Генгоусцелыо при-
готовления посевной культуры. Затем такую
посевную культуру трансплантировали в
бульонную среду Коген-Вилера и систему
инкубировали в течение 1 дм при 35°С. По-
лученную в результате бактериальную сус-
пензию добавля ли в бульонную среду
Стайнерл-Шолте до конечной концентрации
1 миллиард клеток/мл и в склянке Рауха в
течение 5 дней проводили инкубацию при
35°С. Ьыросшие в культурном бульоне клет-
ки собирали и о верхний слой добавляли 20
ізес./об.% сульфата аммония. После тща-
тельного перемешивания полученную смесь
сыстаиоали при 4°С. Примерно через 14 дн
смесь центрифугировали, верхний слой от-
брасывали и собирали осадок. Затем к тако-
му осадку добавляли 1/10 объема, в расчете
на собранный раствор, смеси 1М хлористого
натрия и 0,05М фосфатного буфера (рН 8,0)
и полученную смесь тщательно перемеши-
вали и выстаивали при 4°С в течение А дн.
Затем смесь снова центрифугировали и со-
бирали верхний надосадочный слой (экс-
тракт I). Этотэксгракт 1 обогащен защитной
фракцией, содержащей нитевидный гемагг-
ІІ'ЗТИНИН (FHA) и токсин пертузиса (РТ), а
также эндотоксин, но при этом не содержит
клеток.

К аликнотам такого экстракта 1 посте-
пенно добавляли ацетат кальция до конеч-
ных концентраций 0,2, 0,4, 0.6, 0,8 и 1,0
вес. /об.% и каждую смесь осторожно пере-
мешивали при комнатной температуре в те-
чение 1  ч.  Затем полученный в результате
осадок отфильтровывали с помощью фильт-
ровальной бумаги с образованием верхнего
надосадочного слоя. Используя каждый из
полученных таким образом надосадочных
слоев определяли титр гемагглютинина(РА),
содержание РТ и содержание ЬТ. Получен-
ные результаты прєдетєзленьї в табл.  1.  Со-
держание РТ определили методом ELISA, a
содержание ЕТ определяли лимулус-лизат-
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ным методом (набор Маллинкродта), ис-
пользуя в'качестве стандарта эндотоксин
Е.соИСДифко055-В5).

Из табл. 1 следует, что ЕТ можно селек-
тивно удалить путем введения в систему со-
ли кальция в присутствии избытка ионов
фосфата и отделения полученного осадка.
Более того, D результате добавления 0,2-0,6
вес./об.% ацетата кальция можно удалить
около 99% ЕТ, не теряя при этом защитной
фракции (НА титр и содержание РТ).

Справочный пример 2. Повторяли мето-
дику, описанную в справочном примере 1,
за исключением того, что рН устанавливали
равным 5,0-10,0 с помощью гидроксида на-
трия или хлористоводородной кислоты, а ко-
личество добавленного ацетата кальция
составляло 0,5 вес./об.%. Полученные ре-
зультаты представлены в таблице 2.

Начиная со значения рМ 6,0 происходи-
ло желатини рооаиие и степень удаления эи-
догоксина увеличивалась с повышением
значения рН. Из таблицы 2 следует, чго оп-
тимальное значение рН 7-9.

Справочный пример 3. Повторяли мето-
дику, описанную в справочном примере 2,
за иск люч ен ием тог о, ч то в мес то 0, 5
вес./об.% ацетага кальция использовали 5
вес./об.% шдроксилапатинз (БДН). Полу-
ченные результаты представлены а табл. 3.

Из табл.  3 следует,  что по сравнению с
добавлением ацетата кальция для образова-
ния кальций фосфатных гелей внутри раство-
ра, введение гидроксилапотина приводит к
менее эффективному удалению эндотоксина
и обеспечивает обращение упомянутой выше
зависимости от значений рН.

П р и м е р і ,  Каждый экстракт 1  (конт-
рольная группа), полученный по методике,
описанной в справочном примере 1, и мате-
риал, полученный добавлением ацетата
кальция к экстракту 1 до конечной концент-
рации 0.5 сое./об. % и последующей обра-
ботк ой см еси сог ласн о оп исан но му в
справочном примере 1, смешивали с рап-
ным объемом насыщенного йодного раство-
ра сульфата аммония и полученную смесь
еыстаиБзли с точение 7 дп при Л°С. Осаж-
денный сульфатом материал центрифугиро-
вали при скорости вращения 10000 об/мин,
а течение 20 мин и собирали осадок. Затем
добавляли 1/300 объема, в расчете па объем
раствора смеси Ш хлористого натрия и
0.05М фосфатного буфера (pll 8,0). После
тщательного перемешивания смесь подвер-
гали диализу в трубке с использооанисм в
качестве внешней среды Ш растаора хлори-
стого натрия (рН 8,0). Диализат подвергали
сахароза-градиент пому центрифугирова-
нию в следующих условиях; градиент плот-

ности сахарозы =■ 1-30 вес./вес.%, Нмакс " -
694001G и время - около 18 часов. Загрузка
в случае группы кальций фосфатного же-
латинирования вдвое превышала загрузку

5 контрольной группы. После центрифугиро-
вания, в ротор сводили 34 вес./пес. % рас-
твор сахарозы с  целью осущ ествления
фракционного сбора. В каждой собранной
таким образом фракции определяли содер-

10  жание FHA  с помощью методики ELISA  it
содержание РТ и ЕТ с помощью метода,
описанного в справочном примере 1. Полу-
ченные результаты представлены на фиг. 1
и 2. На этих рисунках содержание FHA, РТ

15 и ЕТ обозначены символами -0-, -Д- и - Ш -,
соответственно.

Из данных, представленных на фиг. 1 и
2, следует, что, несмотря на удвоенные за-
грузки, группа кальций фосфатного желати-

20 нироваиия обеспечивает более дискретное
отделение защитной фракции (FMA, РТ) от
эндотоксина, чем это имеет место в конт-
рольной группе.

В каждой из кальций фосфатных и кои-
25 трольных групп собирали фракции с дефи-

цитом ЕТ и обогащенные FHA и содержание
протеинового азота устанавливали равным
примерно 50 мкг/мл. К ним добавляли 0,02
оес/об.% желатины, 0,05 вес/об.%. Твипа

30 80 и 0,4 об./об.% формальдегида и получен-
ные смеси инкубировали ь течение несколь-
ких дней при 39°С. Получению в результате
токсоидную жидкость диализировалн и оп-
ределяли в ней содержание ЕТ, Полученные

35 результаты приведены в таблице 4. Содер-
жание ЕТ определяли лимулус-лизатным те-
стом (набор Вако Пьюэ Кзмикл), используя в
качество стандарта эндотоксин Е.соН. (Диф-
ко 055-(35).

40         Как следует из данных, представленных
, в таблице 4, в сравнении с содержанием £Т о

основной жидкости токсоида пертузисаиа
вакцинном уровне (содержание протеинового

азота  10 мкг/мл), содержание  ЕТ в
45 группе кальций фосфатного желатинирова-

ния улучшено до величины менее 1/10 от
значения в контрольной группе.

П р и м е р 2.  В соответствии с ориги-
нальным методом Левина (Рео Левин, Джо-

50 зеф Л.Стоун, Льюиз Б.Виман: Факторы,
оказывающие влияние на эффективность
алюминиевой присадки к токсопдам дифте-
рии и столбняка. J.Immunology 75, 301-307,
1955), каждую из двух партий основной жпд-

55 кости токсоида перт/зиса разбавляли фос-
фатным буферным раствором М/250 (рН 7,0)
с получением содержания протеинового
азота 10 мкг/мл, после чего добавляли хло-
ристый алюминий до конечной концентра-
ции 0,18 вес/о б.%. Полученную смесь
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тщательно перемешивали и устанавливали
рН 7,0 с помощью хлористоводородной кис-
лоты или гидроксида натрия с целью приго-
товления 0,2 мг/л адсорбированн ой на
алюминии вакцины.

Основные свойства такой вакцины: рН
7,0, пирогенмость на кроликах: отрицатель-
ная, умешшение веса мышей: 10 В\А/ДУ/мл

или менее; увеличение числа лейкоцитов у
мышей: 0,5 {.РУ/мл или менее; чувствитель-
ность к гистамипу у мышей: 0,8 НБУ/мл или
менее; мощность токсоида пертузиса: 8
IY/мл или более. Таким образом, обе партии
удовлетворяют стандартным значениям,
указанным п Стандарте на биологические
продукты.

Т а & л и ц а  1

Количество до-
бавленного аце-

тата кальция
(вес/об.%)

Содержание он*
лотокемно

(нг/мл)

Удаление эндо-
токсина, %

Титр НЛ*
(НАи/мл)

Содержание РТ
(Еи/мл)

0 87800 1200 1220

0.2 1013 98,2 1100 1140
0.4 960 98,9 1400 1400
0,6 720 90,2 1200 1080
0.8 73 99,9 400 І210
1,0    .,- 20 99,9 200 1030

.ill
АТиту> ИЛ мреимущесюенно отражает содержание FHA.

Т а б л и ц а  2

33-1000

1СГ,000
103000
53000
24000
220Q0
18000
26С0ОО

Удаление эндотокси-
на (%)

41,6
67,7
84,1
92,8
93,4
94,6
19,8

Титр НА* (НАи/мл)

3000

2700

3000

3000

3000

3200

3000

3000

Таблица 3

РН Содержание эндоток-
сина (нг/мл)

Удаление эндотоксина
(%)

Титр НА* (НАи/мл)

(до обработки) 334000 - 3000

6,0 100000 52,1 3000
7,0 195000 41,6 3000

8,0 2G4000 21,0 3000

■      9,0 294000 12,0 3000

Содержание эндоток-
сина (нг/мп)
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Т а б л и ц а  4

Группа Са-фосфатного желатинирова- Контрольная группа

ния
Содержание эндо- Удаление эндоток- Содержание эндо- Удаление эндоток-

токсина сина токсина сина

Пример 1 0,3 нг/мл 99,99994% 19,0 нг/мл 99,99591%

(0,6 нг/мл) (3,8 нг/мл)

Пример 2 0,3 нг/мл 99,99988% 12,8 нг/мл 99,99458%
(0,06 нг/мл) (2,6 нг/мл)

* Значение в скобках означает содержание эндотоксина на 10 г/мл протеинового азота.
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