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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. В настоящее время национальный фармакопейный стандартный образец 
(ФСО.3.2.00247) для оценки активности адсорбированного столбнячного анатоксина (СА) 
аттестован только на мышах, в то время как международный стандартный образец (МСО) 
ВОЗ аттестован на двух видах животных — мышах и морских свинках. В связи с формиро-
ванием регуляторной системы Евразийского экономического союза (ЕАЭС) и гармониза-
цией Фармакопеи ЕАЭС с Европейской фармакопеей актуально дополнить аттестованную 
характеристику ФСО.3.2.00247 значением специфической активности, установленной ме-
тодом летального заражения на морских свинках.
ЦЕЛЬ. Определение величины специфической активности фармакопейного стандартно-
го образца адсорбированного столбнячного анатоксина методом летального заражения 
на морских свинках.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. В работе использовали четвертый МСО ВОЗ адсорбированного 
СА (4th WHO International Standard for tetanus toxoid adsorbed), ФСО для оценки актив-
ности адсорбированного СА (ФСО.3.2.00247, серия 011-210619). Определение специфиче-
ской активности ФСО адсорбированного СА проводили методом летального заражения 
относительно МСО на морских свинках в соответствии с требованиями Европейской фар-
макопеи (монография 2.7.8). В работе использованы 352 аутбредные морские свинки ве-
сом 250–350 г. Животных по 8–10 особей равномерно распределяли по опытным группам 
для проведения иммунизации: 4 группы для МСО и ФСО соответственно. Через 28–30 сут 
проводили инъекции столбнячного токсина — 50 LD50. Результат оценивали в течение 5 сут, 
регистрируя клинические признаки столбнячной интоксикации согласно международной 
шкале. Для контроля активности столбнячного токсина группе неиммунизированных жи-
вотных из той же партии вводили соответственно 2; 1; 0,5; 0,25 LD50 токсина. Величину 
специфической активности ФСО и LD50 токсина рассчитывали по формуле Кербера.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Разработана программа аттестации ФСО.3.2.00247 (серия 011-210619). Про-
ведена аттестация ФСО методом летального заражения на морских свинках. По результа-
там четырех испытаний установлено значение специфической активности ФСО.3.2.00247, 
которое составило 220  МЕ/ампула. Полученные экспериментальные данные являются 
основанием для внесения изменений в паспорт ФСО.3.2.00247 (серия 011-210619) путем 
дополнения его значением активности, определенным на морских свинках (220  МЕ/ам-
пула). Представленные результаты свидетельствуют о возможности использования ФСО 
не только в методе летального заражения, но и в альтернативных методах контроля, в том 
числе в иммуноферментном анализе.
ВЫВОДЫ. Аттестованная характеристика фармакопейного стандартного образца ад-
сорбированного столбнячного анатоксина может быть дополнена значением специфи-
ческой активности, установленной методом летального заражения на морских свинках — 
220 МЕ/ампула.
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. Currently, the national pharmacopoeial reference standard (RS) FSO.3.2.00247 
for the potency of adsorbed tetanus toxoid (TT) is certified only in mice, whereas the WHO 
International Standard (IS) for TT is certified in two animal species — mice and guinea pigs. 
Given the development of the Eurasian Economic Union (EAEU) regulatory framework and the 
harmonization of the EAEU Pharmacopoeia with the European Pharmacopoeia, it is necessary 
to augment the certified characteristic of FSO.3.2.00247 with the potency value determined by 
the lethal challenge assay in guinea pigs.
AIM. This study aimed to determine the potency of the pharmacopoeial reference standard for 
tetanus toxoid adsorbed using the lethal challenge assay in guinea pigs.
MATERIALS AND METHODS. The study used the 4th WHO International Standard for tetanus toxoid 
adsorbed and the FSO for potency testing of TT adsorbed (FSO.3.2.00247, series 011-210619). The 
potency of the pharmacopoeial RS was assessed relative to the IS using the lethal challenge method 
in guinea pigs, in accordance with the European Pharmacopoeia (monograph 2.7.8). A total of 352 
outbred guinea pigs (250–350 g) were used. Animals were evenly distributed into experimental 
groups (8–10 animals per group) for immunization: four groups for the IS and four for the pharma-
copoeial RS. After 28–30 days, the animals were injected with tetanus toxin (50 LD50). Results were 
evaluated over five days, with clinical signs of tetanus intoxication monitoring in accordance with 
the international scoring system. To control tetanus toxin activity, a group of non-immunized anim-
als received injections of 2, 1, 0.5, and 0.25 LD50 of the toxin. The potency of the pharmacopoeial RS 
and the LD50 of the toxin were calculated using Kerber’s formula.
RESULTS. A certification program for FSO.3.2.00247 (series 011-210619) was developed. The 
pharmacopoeial RS was certified using the lethal challenge assay in guinea pigs. Four ex-
perimental studies were shown that the potency of FSO.3.2.00247 was determined to be 
220 IU/ampoule. Specification of FSO.3.2.00247 (series 011-210619) may be augmented with 
the potency value 220 IU/ampoule for guinea pigs based on the findings obtained. The results 
demonstrate that pharmacopoeial RS may be used not only in the lethal challenge assay but 
also in alternative methods for quality control, including enzyme-linked immunosorbent assay.
CONCLUSIONS. The certified characteristic of the pharmacopoeial reference standard for po-
tency testing of tetanus toxoid adsorbed may be augmented with the potency value determ-
ined by the lethal challenge assay in guinea pigs — 220 IU/ampoule.

Komarovskaya E.I., Fadeikina O.V., Lysko K.A., Volkova R.A., Kornilova O.G. Certification of a pharmacopoeial reference 
standard for potency testing of adsorbed tetanus toxoid in guinea pigs. 
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ВВЕДЕНИЕ
Адсорбированный столбнячный анаток-

син (СА) является одним из основных компо-
нентов вакцин для профилактики столбняка 
для всех возрастных групп населения. СА вхо-
дит также в состав комбинированных вак-
цин для профилактики дифтерии, столбняка 
и коклюша (АКДС-вакцины). АКДС-вакцина 
включена в национальные календари профи-
лактических прививок1 [1, 2]. Всемирной орга-
низацией здравоохранения (ВОЗ) установлены 
требования для оценки качества АКДС-вакцин2.

Для вакцин против столбняка, используе-
мых для первичной иммунизации младенцев, 
ВОЗ определены требования к специфической 
(иммуногенной) активности в международ-
ных единицах (МЕ). Показатель специфиче-
ской активности в прививочной дозе (0,5 мл) 
для адсорбированного СА должен составлять 
не менее 40 МЕ в тесте на морских свин-
ках и не менее 60 МЕ в тесте на мышах3. 
Специфическую активность определяют путем 
сравнения с международными стандартными 
образцами (МСО) или национальными стан-
дартными образцами (СО), откалиброванными 
относительно МСО4.

Активность действующего четвертого МСО 
адсорбированного СА (4th WHO International 
Standard for tetanus toxoid adsorbed) была 
определена методом летального заражения 
на морских свинках и мышах5. Этот метод при-
знан «золотым стандартом» для оценки актив-
ности адсорбированного СА. Национальные 

СО и любые вторичные СО должны быть отка-
либрованы относительно действующего МСО 
с применением метода летального заражения 
на морских свинках или мышах6. В Российской 
Федерации фармакопейный стандартный обра-
зец (ФСО) ФСО.3.2.00247 для оценки активности 
адсорбированного СА аттестован относительно 
МСО методом летального заражения на мышах.

Морские свинки более чувствительны к воз-
действию столбнячного токсина, чем мыши [3, 4].  
Исследования по оценке специфической актив-
ности первых двух международных стандартов 
адсорбированного СА продемонстрировали 
различия в чувствительности между линиями 
мышей (BALB/c, NIH, CFW): значения специфи-
ческой активности существенно варьировали. 
Показатели, полученные на морских свинках, 
характеризовались отсутствием значимых от-
клонений7. В связи с этим многие производи-
тели вакцин (например, Пентаксим, Адасель) 
оценивают специфическую активность ад-
сорбированного СА методами с использова-
нием морских свинок. Методы, применяемые 
производителями, являются арбитражными, 
несмотря на наличие в нормативной докумен-
тации альтернативного метода летального за-
ражения на мышах в соответствии с требовани-
ями Государственной фармакопеи Российской 
Федерации8 (ГФ РФ).

Согласно Европейской фармакопее величину 
специфической активности адсорбированного 
СА устанавливают при помощи следующих ме-
тодов: метод летального заражения на морских 

1	 https://immunizationdata.who.int/global/wiise-detail-page/vaccination-schedule-for-tetanus?ISO_3_CODE=&TARGETPOP_
GENERAL=GENERAL

2	 WHO Expert Committee on Biological Standardization. 40th report. Technical Report Series No. 800. WHO; 1990.
3	 Там же.
4	 WHO Expert Committee on Biological Standardization. 40th report. Technical Report Series No. 800. WHO; 1990.
	 Manual for quality control of diphtheria, tetanus and pertussis vaccines. WHO; 2013.
5	 https://nibsc.org/documents/ifu/08-218.pdf 
6	 Manual for quality control of diphtheria, tetanus and pertussis vaccines. WHO; 2013.
7	 Lyng J. Potency assays in mice and in guinea-pigs of adsorbed tetanus toxoid. WHO/BS/83.1395. Geneva: WHO; 1983.  

https://iris.who.int/handle/10665/60067 
8	 ОФС 1.7.2.0004.15 Иммуногенность адсорбированного столбнячного анатоксина. Государственная фармакопея Россий-

ской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.

https://immunizationdata.who.int/global/wiise-detail-page/vaccination-schedule-for-tetanus?ISO_3_CODE=&TARGETPOP_GENERAL=GENERAL
https://immunizationdata.who.int/global/wiise-detail-page/vaccination-schedule-for-tetanus?ISO_3_CODE=&TARGETPOP_GENERAL=GENERAL
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свинках (метод  А) или на мышах (метод В); се-
рологический метод (метод С)9. Последний ме-
тод применяют для определения уровня защит-
ных противостолбнячных антител в сыворотке 
крови лабораторных животных: морские свин-
ки (метод иммуноферментного анализа, ИФА) 
или мыши (метод ингибирования токсина, Toxin 
Binding Inhibition, ToBI).

Во всех указанных методах для оценки спе-
цифической активности адсорбированного СА 
применяют параллельную иммунизацию мор-
ских свинок или мышей исследуемой вакциной 
и СО, калиброванным в МЕ. После иммунизации 
животных подвергают разрешающему подкож-
ному заражению столбнячным токсином (метод 
летального заражения) или проводят забор кро-
ви (серологический метод). В последнем случае 
в сыворотке крови определяют титр антитокси-
ческих антител методом in vitro (метод С). 

В настоящее время в Европейском союзе се-
рологические методы являются предпочтитель-
ными с точки зрения реализации Директивы 
2010/63/EU «О защите животных, используемых 
в научных целях» и принципов 3Rs («replacement/
refinement/reduction», «замена/улучшение/сокра-
щение»)10. Основные цели реализации принципов 
3Rs состоят в замене экспериментов на животных 
и сокращении количества животных, уменьшении 
их боли и страданий, а также в усовершенствова-
нии методов, при выполнении которых невозмож-
но отказаться от животных [5, 6].

В Российской Федерации осуществляется 
работа по формированию единых подходов 
к оценке качества комбинированных вакцин 
на территории государств — членов Евразийского 
экономического союза (ЕАЭС). Основной зада-
чей является интеграция и гармонизация норма-
тивных требований Фармакопеи ЕАЭС с положе-
ниями Европейской фармакопеи11 [7, 8]. В связи 
с процессом гармонизации методов контроля 
качества вакцин высокую значимость приобре-
тает совершенствование применяемых в России 
методов испытаний, что потребует дополнение 
характеристик ФСО. Установление дополни-
тельной величины специфической активности 
СА на морских свинках обеспечит возможность 
использования ФСО в методах контроля, преду-
смотренных Фармакопеей ЕАЭС (аналогич-
но Европейской фармакопее), включая метод 
летального заражения и определение титров 

антител в сыворотке крови вакцинированных 
животных. Это особенно важно для метода 
ИФА, в котором предусмотрено использование 
морских свинок для одновременной оценки им-
мунного ответа к столбнячному и дифтерийному 
компонентам комбинированных вакцин.

Цель работы  — определение величины спе-
цифической активности фармакопейного стан-
дартного образца адсорбированного столбняч-
ного анатоксина методом летального заражения 
на морских свинках.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы:
–– четвертый МСО адсорбированного СА с актив-
ностью 490 МЕ/ампула на морских свинках 
и 260 МЕ/ампула на мышах (4th WHO Inter-
national Standard for tetanus toxoid adsorbed, 
490 IU/ampoule for guinea pig, 260 IU/ampoule 
for mice; NIBSC code: 08/218)12;

–– ФСО для оценки активности адсорбированно-
го СА (реестровый номер ФСО.3.2.00247, серия 
011-210619). Лиофилизат в виде пористой та-
блетки белого цвета; ампулы, 1 мл. Произво-
дитель кандидата в ФСО: АО «НПО «Микроген» 
(Россия, 2018 г.). ФСО приготовлен из очищен-
ного СА, адсорбированного на гидроксиде 
алюминия, с добавлением стабилизаторов: 
1,5% желатина (конечная концентрация) и 10% 
сахарозы (конечная концентрация). Содержа-
ние СА в ампуле — 20 ЕС (единицы связывания). 
Специфическая активность (аттестованная ха-
рактеристика), установленная методом леталь-
ного заражения на мышах — 180 МЕ/ампула;

–– глицериновый раствор столбнячного токсина 
(«Пермское НПО «Биомед», Россия);

–– стерильный 0,9% раствор натрия хлорида 
(ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России).

Лабораторные животные
Исследование проводили на аутбредных 

морских свинках весом от 250 до 350 г, получен-
ных из питомника филиала «Андреевка» ФГБУН 
«Научный центр биомедицинских технологий» 
ФМБА России. Всего в исследовании было ис-
пользовано 352 морские свинки (самцы, самки). 
Животные одного пола были равномерно рас-
пределены по клеткам (по 4–5 особей в зависи-
мости от экспериментальной группы). В период 
проведения исследования животных содержали 

9	 2.7.8 Assay of tetanus vaccine (adsorbed). European Pharmacopoeia. 11th ed.; 2008.
10	 https://eur-lex.europa.eu/eli/dir/2010/63/oj/eng
11	 Методические руководства по созданию Фармакопеи Евразийского экономического союза и иных документов по контро-

лю качества лекарственных средств. Евразийская экономическая комиссия, Фармакопейный комитет евразийского эко-
номического союза. М.; 2024.

12	 https://nibsc.org/documents/ifu/08-218.pdf
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в изолированном помещении конвенционально-
го вивария при температуре 22–24 °C и относи-
тельной влажности воздуха 45–60% в условиях 
свободного доступа к воде и корму на стандарт-
ном рационе кормления. В качестве подстилки 
использовали древесные опилки.

Морских свинок иммунизировали подкож-
но исследуемыми ФСО и МСО в объеме 1 мл. 
Контрольная группа состояла из неиммунизи-
рованных животных, взятых из той же партии. 
Через 28–30 сут вводили подкожно опытную 
дозу 50 LD50/мл раствора столбнячного токсина. 
Все манипуляции (иммунизация, заражение, на-
блюдение) проводили в утренние часы. В ходе 
исследования применяли принцип «гуманной 
конечной точки». Животных, у которых реги-
стрировали клинические признаки столбняч-
ной интоксикации, соответствующие стадии 
Т3 (тяжелые симптомы, вызывающие чрезмер-
ные страдания), подвергали эвтаназии с исполь-
зованием автоматизированной системы подачи 
углекислого газа в соответствии с существую-
щими нормами гуманного обращения с лабо-
раторными животными13. После завершения 
исследований всех оставшихся животных также 
подвергали эвтаназии тем же методом.

Протокол исследования с использовани-
ем экспериментальных животных был одо-
брен Локальным этическим комитетом ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России (протокол № 11  
от 17.04.2025). Исследование проводили в со-
ответствии с требованиями Европейской кон-
венции по защите позвоночных животных, 
используемых в экспериментальных и иных 
научных целях14, принципами Международного 
совета медицинских научных обществ (CIOMS)15, 
ГОСТ  33216-201416 и нормами надлежащей ла-
бораторной практики (GLP)17.

Оборудование
Дозаторы одноканальные переменного 

объема (100–1000 мкл, 500–5000 мкл, Eppendorf 
AG, Германия) относительная погрешность не бо-
лее 1%; холодильник POZIS ХФ-400 (з-д Серго 
Орджоникидзе, Россия); морозильник Саратов 
106 (ООО «СЭПО-ЗЭМ», Россия); весы электрон-
ные Tanita BD-590 (Tanita Corporation, Япония), 

предел допустимой погрешности ±0,05 г, класс 
точности III; ламинарный бокс микробиологиче-
ской безопасности II класса, тип B2 (БМБ-II-1,2, 
ЗАО «Ламинарные системы», Россия).

Методы
Метод летального заражения (метод множе-

ственных разведений). Животных распределяли 
на опытные группы  — по 8–10 особей для им-
мунизации МСО и ФСО (по 4 группы на каждый 
препарат). Для подтверждения корректности 
выбранной дозы столбнячного токсина фор-
мировали 4 контрольные группы по 4 неимму-
низированные особи из той же партии.

Разведения МСО и ФСО готовили ex tempore 
в асептических условиях. После вскрытия ампул 
МСО и ФСО с соблюдением мер предосторож-
ности (избегая распыления содержимого) вно-
сили стерильный 0,9% раствор натрия хлорида 
для получения исходного разведения (исходный 
раствор, ИР). Далее готовили серию двукратных 
разведений (табл. 1, 2).

Растворы с разведениями ФСО и МСО (по 1 мл) 
вводили животным подкожно в брюшную область 
(у окончания грудины). Через 28–30 сут вводили 
1 мл столбнячного токсина в дозе 50 LD50 подкож-
но в бедро (верхняя треть задней поверхности 
бедра). LD50 определяли как дозу, вызывающую 
гибель 50% зараженных морских свинок в тече-
ние 5 сут. Контроль активности токсина прово-
дили на неиммунизированных морских свинках, 
вводя подкожно 2; 1; 0,5; 0,25 LD50 (расчетная ве-
личина) столбнячного токсина в объеме 1 мл.

За животными опытных и контрольной групп 
наблюдали ежедневно в течение 5 сут, реги-
стрируя количество павших особей и клиниче-
ские проявления столбняка в каждой группе. 
Признаки столбнячной интоксикации опреде-
ляли по шкале оценки клинических проявлений 
столбняка18: Т1  — небольшая ригидность ко-
нечности, трудно определяемая визуально; 
Т2  — парез конечности, с сохранением частич-
ной функциональности; Т3  — паралич одной 
задней конечности, неохотное передвижение 
животного, формирование сколиоза с характер-
ной «бананообразной» деформацией туловища; 
Т4  — конечность полностью ригидна, пальцы 

13	 Рекомендация Коллегии Евразийской экономической комиссии от 14.09.2023 № 33 «О Руководстве по работе с лабора-
торными (экспериментальными) животными при проведении доклинических (неклинических) исследований».

14	 European Convention for the protection of vertebrate animals used for experimental and other scientific purposes. ETS No.123. 
Strasbourg; 1986. https://norecopa.no/media/2iydns5h/ets-123-original.pdf

15	 https://cioms.ch/
16	 ГОСТ 33216-2014. Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила содержания и ухода 

за лабораторными грызунами и кроликами.
17	 Приказ Минздрава России от 01.04.2016 № 199н «Об утверждении Правил надлежащей лабораторной практики».
18	 2.7.8 Assay of tetanus vaccine (adsorbed). European Pharmacopoeia. 11th ed.; 2008.
	 Manual for quality control of diphtheria, tetanus and pertussis vaccines. WHO; 2013.
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неподвижны, выраженное мышечное сокраще-
ние конечности, обычно наблюдается сколиоз; 
Т5  — столбнячные судороги, продолжительные 
тонические спазмы мышц; летальный исход.

Животных, достигших стадии Т3 или выше 
по шкале клинических проявлений столбня-
ка, подвергали эвтаназии. Стадию Т3 рассмат-
ривали в качестве «гуманной конечной точки», 
поскольку она характеризуется клиническими 
признаками, приводящими к летальному ис-
ходу животного [9, 10]. Согласно биоэтическим 
нормам «гуманная конечная точка» определя-
ется как один или несколько физиологических 
или поведенческих показателей, свидетельству-
ющих о необходимости прекращения или умень-
шения боли и страданий экспериментального 

животного, закончив болезненную процедуру 
или прибегнув к эвтаназии [9, 10].

На основании полученных результатов рас-
считывали величины ЕD50 (доза препарата, обес-
печивающая защиту от гибели 50% иммунизи-
рованных животных в течение 5 сут) для МСО 
и ФСО, введенных иммунизированным живот-
ным, используя формулу Кербера (1) [11]:

	 lg ED50 = lg DN – lg b × (∑ Li – 0,5),	 (1)

где DN — максимальная испытанная доза (МЕ/мл — 
для МСО, ИР/мл — для ФСО); b — кратность раз-
ведения; Li — отношение количества выживших 
животных без признаков столбняка к общему 
числу животных, получивших данную дозу; ∑ Li — 
сумма значений Li для всех использованных доз.

Таблица 1. Схема приготовления разведений международного стандартного образца (МСО) адсорбированного столбнячно-
го анатоксина (пример)
Table 1. Scheme for preparing dilutions of the International Standard (IS) for tetanus toxoid adsorbed (example)

Разведение
Dilution

Объем МСО, мл
IS volume, mL

Объем 0,9% раствора 
натрия хлорида, мл
Sodium chloride 0.9% 

volume, mL

Содержание столбнячного анатоксина, МЕ/мл 
(иммунизирующая доза)

Tetanus toxoid content, IU/mL (immunizing dose)

I (исходный раствор)
I (stock solution)

1 ампула (490 МЕ/ампула)
1 ampoule (490 IU/ampoule)

1,3 377 (исходный раствор; не вводят животным)
377 (stock solution; do not administer to animals)

II 0,25 мл разведения I
0.25 mL of dilution I

23,25 4

III 11,0 мл разведения II
11.0 mL of dilution II

11,0 2 

IV 11,0 мл разведения III
11.0 mL of dilution III

11,0 1

V 11,0 мл разведения IV
11.0 mL of dilution IV

11,0 0,5

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

Таблица 2. Схема приготовления разведений фармакопейного стандартного образца для оценки активности адсорбирован-
ного столбнячного анатоксина (пример)
Table 2. Scheme for preparing dilutions of the pharmacopoeial reference standards for potency testing of tetanus toxoid adsorbed 
(example)

Разведение
Dilution

Объем ФСО, мл
FSO volume, mL

Объем 0,9% раствора натрия 
хлорида, мл

Sodium chloride 0.9% volume, mL

Содержание исходного раствора в 1 мл 
(иммунизирующая доза)

Stock solution content per 1 mL (immunizing dose)

I 1 ампула, МЕ/ампула
1 ampoule, IU/ampoule

1,0 (исходный раствор)
1.0 (stock solution)

Исходный раствор; не вводят животным
Stock solution; not administered to animals

II 0,8 мл разведения I
0.8 mL of dilution I

31,2 0,025

III 16,0 мл разведения II
16.0 mL of dilution II

16,0 0,0125

IV 16,0 мл разведения III
16.0 mL of dilution III

16,0 0,00625

V 16,0 мл разведения IV
16.0 mL of dilution IV

16,0 0,003125

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

Примечание. ФСО — фармакопейный стандартный образец (ФСО 3.2.00247, серия 011-210619).
Note. FSO, pharmacopoeial reference standard (FSO.3.2.00247, series 011-210619).
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Значение LD50 столбнячного токсина, введен-
ного животным, вычисляли согласно формуле 
Кербера (2):

	 lg LD50 = lg DN – lg b × (∑ Li – 0,5),	 (2)

где DN — максимальная испытанная доза токси-
на; b — кратность разведения; Li — отношение 
количества особей с признаками столбняч-
ной интоксикации к общему числу животных 
в контрольной группе; ∑ Li — сумма значений Li 
для всех использованных доз.

Было проведено четыре испытания ФСО ад-
сорбированного СА.

Расчет значений аттестованной характеристи
ки фармакопейного стандартного образца для оцен-
ки специфической активности адсорбированного 
столбнячного анатоксина. Количество МЕ в 1 мл 
исследуемого препарата рассчитывали, сравнивая 
дозы МСО и ФСО, вызывающие одинаковый за-
щитный эффект (ED50). Специфическую активность 
ФСО в МЕ/мл (А) вычисляли по формуле (3):

	
А = ЕD50 ФСО

,ЕD50 МСО

	
(3)

где значения ЕD50 МСО (МЕ) и ЕD50 исследуемого 
ФСО (мл) рассчитывали по формуле Кербера (1).

С учетом исходного разведения исследуемо-
го ФСО определяли содержание МЕ в одной ам-
пуле лиофилизированного препарата ФСО.

Расчет значений LD50 столбнячного токсина.  
Вычисляли значение LD50 столбнячного ток-
сина, введенного иммунизированным жи-
вотным, используя формулу Кербера (2). 
Экспериментальный протокол предусматривал 
введение животным не менее 50 LD50.

Пример расчета значения LD50 столбнячного 
токсина. Для кратности разведения b=2 и ∑ Li=2,25: 
lg LD50 = lg 2 – lg 2 × (2,25 – 0,5) = 0,301 – 0,301 × 
1,75 = –0,22577. Соответственно, расчетное зна-
чение LD50  = anti lg (–0,22577)  = 0,5946. Таким 
образом, иммунизированным животным вве-
дена заражающая доза 84,1 LD50 (50 / 0,5946) 
столбнячного токсина.

Критерии приемлемости испытания
–– Наименьшее разведение МСО и ФСО (макси-
мальная доза) должно защищать более поло-
вины животных.

–– Наибольшее разведение МСО и ФСО (мини-
мальная доза) должно защищать менее поло-
вины животных.

–– Рассчитанные значения ЕД50 для ФСО и МСО 
должны находиться между максимальной 
и минимальной введенными дозами.

–– Все морские свинки, получившие дозу токсина 
2 LD50/мл, должны погибнуть или иметь кли-
нические проявления столбнячной интоксика-
ции стадии Т3 и выше.

–– Все животные, получившие дозу токсина 
0,25 LD50/мл, должны выжить без клинических 
проявлений столбнячной интоксикации.

–– Заражающая доза столбнячного токсина 
не менее 50 LD50.
Статистическая обработка результатов. 

Значение аттестованной характеристики опре-
деляли как среднее арифметическое всех по-
вторностей. Статистический анализ выполняли 
с использованием программы Microsoft Office 
Exсel, рассчитывая среднеарифметическое 
значение.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Программа аттестации

Определение значения аттестованной ха-
рактеристики проводили биологическим ме-
тодом летального заражения (challenge assay) 
в соответствии с Европейской фармакопеей 
(метод А)19 по методике, применявшейся в меж-
дународных коллаборативных исследованиях 
при аттестации четвертого МСО адсорбирован-
ного СА [12]. Четвертый МСО был аттестован 
в 2011 г. в рамках исследований с участием 34 
лабораторий из 22 стран мира, включая лабо-
раторию анатоксинов и антитоксических пре-
паратов Государственного научно-исследова-
тельского института стандартизации и контроля 
медицинских биологических препаратов им. 
Л.А. Тарасевича (в настоящее время  — ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России). Согласно про-
токолу, разработанному ВОЗ, испытания прово-
дили на двух видах животных (морские свинки 
и мыши), одновременно оценивая возможность 
применения данного МСО в серологическом ме-
тоде ИФА [12].

На основании экспериментальных матери-
алов проведенных исследований была разра-
ботана Программа аттестации ФСО адсорбиро-
ванного СА (ФСО.3.2.00247, серия 011-210619). 
Подбор разведений МСО и исследуемого ФСО 
осуществляли на основе ретроспективно-
го анализа данных, полученных участниками 
исследований.

Испытания по аттестации специфической ак-
тивности ФСО адсорбированного СА на морских 
свинках проводили одновременно с испыта-
ниями по аттестации ФСО 3.2.00247 на мышах 
в период с 2021 по 2024 гг. Сроки проведения 
испытаний были обусловлены ограниченной 

19	 2.7.8 Assay of tetanus vaccine (adsorbed). European Pharmacopoeia. 11th ed.; 2008.
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доступностью МСО (NIBSC code: 08/218). Всего 
было проведено четыре испытания.

Определение специфической активности 
фармакопейного стандартного образца 
адсорбированного столбнячного анатоксина

Было проведено четыре испыта-
ния ФСО адсорбированного СА (ФСО 
3.2.00247, серия 011-210619) (табл. 3). 
В рамках предварительных испытаний 

(испытания № 1 и № 2) были отработаны экс-
периментальные условия. На основании сте-
пени проявлений столбнячной интоксикации 
у животных оптимальными разведениями ФСО 
для дальнейшей работы были признаны условия  
испытания № 2.

Было продемонстрировано, что все четыре 
испытания соответствовали критериям прием-
лемости. На основании проведенных испытаний 
среднее значение специфической активности 

Таблица 3. Результаты определения специфической активности фармакопейного стандартного образца адсорбированного 
столбнячного анатоксина (ФСО 3.2.00247, серия 011-210619) методом летального заражения на морских свинках
Table 3. Results of the potency determination for the pharmacopoeial reference standard of tetanus toxoid adsorbed (FSO.3.2.00247, 
series 011-210619) by the lethal challenged assay in guinea pigs

№ 
испы-
тания
Study 

No.

СО
(n — число 
животных 
в группе)
SS (n —

number of 
animals per 

group) 

Иммунизирующая доза СО
Immunizing dose of SS

Li

ED50
(рассчетные 

единицы)
ED50

(calculated 
units) 

Специ-
фическая 

актив-
ность (А), 

МЕ/мл
Potency 

(А), IU/mL

Контроль активности 
столбнячного токсина

Tetanus toxin activity control

Содержание исходного 
раствора СО в 1 мл

Stock solution content of 
SS per 1 mL 

МЕ/мл
IU/mL

Li 
#

(n=16)

Заражающая 
доза

Challenge 
dose

1 ФСО / FSO
(n=8)

0,0182 – 0,8750

0,0091
(мл) / (mL)

239,7 2,25 84,1 LD50

0,0091 – 0,5000

0,0046 – 0,1250

0,0023 – 0,0000

МСО / IS
(n=8)

– 4 1,0000

2,1810 
(МЕ) / (IU)

– 2 0,3750

– 1 0,0000

– 0,5 0,0000

2 ФСО / FSO
(n=8)

0,025 – 0,7500

0,0149
(мл) / (mL)

190,27 3,00 141 LD50

0,0125 – 0,3750

0,00625 – 0,1250

0,003125 – 0,0000

МСО / IS
(n=8)

– 4 0,7500

2,8284 
(МЕ) / (IU)

– 2 0,1250

– 1 0,1250

– 0,5 0,0000

3 ФСО / FSO
(n=10)

0,025 – 1,0000

0,0077
(мл) / (mL)

226,27 2,00 70,7 LD50

0,0125 – 0,8000

0,00625 – 0,3000

0,003125 – 0,1000

МСО / IS
(n=10)

– 4 0,9000

1,7411 
(МЕ) / (IU)

– 2 0,6000

– 1 0,2000

– 0,5 0,0000
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№ 
испы-
тания
Study 

No.

СО
(n — число 
животных 
в группе)
SS (n —

number of 
animals per 

group) 

Иммунизирующая доза СО
Immunizing dose of SS

Li

ED50
(рассчетные 

единицы)
ED50

(calculated 
units) 

Специ-
фическая 

актив-
ность (А), 

МЕ/мл
Potency 

(А), IU/mL

Контроль активности 
столбнячного токсина

Tetanus toxin activity control

Содержание исходного 
раствора СО в 1 мл

Stock solution content of 
SS per 1 mL 

МЕ/мл
IU/mL

Li 
#

(n=16)

Заражающая 
доза

Challenge 
dose

4 ФСО / FSO
(n=10)

0,025 – 0,9000

0,0103
(мл) / (mL) 226,27

 

Аavg = 
220,6

1,75 59,5 LD50

0,0125 – 0,6000

0,00625 – 0,2000

0,003125 – 0,1000

МСО / IS
(n=10)

– 4 0,8000

2,2974 
(МЕ) / (IU)

– 2 0,4000

– 1 0,1000

– 0,5 0,0000

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

Примечание. СО — стандартный образец; ФСО — фармакопейный стандартный образец (ФСО 3.2.00247, серия 011-210619); 
МСО — международный стандартный образец; МЕ — международные единицы; ED50 — доза препарата, обеспечивающая 
защиту от гибели 50% иммунизированных животных в течение 5 сут; Li — отношение количества выживших животных без 
явлений столбняка к общему числу животных в группе; # показатель Li (контроль активности токсина проводили суммарно по 
4 группам) — отношение количества особей с признаками столбнячной интоксикации к общему числу животных в контроль-
ной группе; Аavg — среднее значение специфической активности; «–» — не применимо.
Note. SS, standard sample; FSO, pharmacopoeial reference standard (FSO.3.2.00247, series 011-210619); IS, international standard; IU, 
international units; ED50, dose providing 50% protection of immunized animals from death within 5 days; Li, ratio of animals surviving 
without tetanus symptoms to total animals in group; # Li, index (control of toxin activity was carried out in total for 4 groups) — ratio 
of animals exhibiting tetanus intoxication signs to total animals in the control group; Аavg, average value of potency; –, not applicable.

адсорбированного СА, определенное на мор-
ских свинках, составило 220 МЕ/ампула.

Таким образом, аттестованная характеристи-
ка действующего ФСО (серия 011-210619) ак-
тивности адсорбированного СА, помимо ранее 
установленного значения специфической ак-
тивности на мышах (180 МЕ/ампула), может быть 
дополнена значением активности, определен-
ным методом летального заражения на морских 
свинках (220 МЕ/ампула).

В рамках гармонизации Фармакопеи ЕАЭС 
с Европейской фармакопеей аттестация ФСО ад-
сорбированного СА приобретает существенное 
практическое значение. ФСО (серия 011-210619) 
применим не только в методе летального зара-
жения, но и в ИФА — методе для определения 
титра противостолбнячных антител у морских 
свинок. Данный метод предполагает оценку спе-
цифической активности дифтерийного и столб-
нячного анатоксинов в сыворотке крови одного 
животного, что требует иммунизации морских 
свинок как дифтерийной, так и столбнячной 
референс-вакцинами. Наличие аттестованного 
национального стандартного образца для оцен-
ки специфической активности на двух видах 

животных, позволит: 1) расширить область при-
менения стандарта; 2) исключить зависимость 
от зарубежных СО; 3) существенно снизить сто-
имость проведения испытаний.

Оценка стабильности фармакопейного 
стандартного образца адсорбированного 
столбнячного анатоксина

Для изучения стабильности был проведен 
ретроспективный анализ данных по примене-
нию ФСО для оценки активности адсорбиро-
ванного СА (серия 011-210619), аттестованного 
в 2018 г. взамен отраслевого СО предыдущей 
серии (серия  10; использовалась в период 
с 1990 по 2018  г.). За период использования 
данного СО было выполнено более 800 испыта-
ний, при этом снижения специфической актив-
ности зарегистрировано не было. СО хранил-
ся при температуре не выше минус 18 °С (при 
долговременном хранении), в условиях транс-
портировки, а также в условиях хранения у по-
требителя (от 2 до 8 °С в защищенном от света 
месте). Подтверждение значения специфиче-
ской активности осуществлялось ежегодно от-
носительно действующего МСО.

Продолжение таблицы 3
Table 3 (continued)
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ФСО (серия 011-210619) был изготовлен 
по методике, аналогичной применяемой 
для производства предыдущей серии СО (се-
рия 10). Образцы кандидата в ФСО храни-
лись при температуре не выше минус 18 °С. 
Данные, полученные в 2018–2024 гг. при про-
ведении аттестации и подтверждения зна-
чения специфической активности ФСО (се-
рия 011-210619) относительно МСО, а также 
в ходе рутинного контроля качества вакцин 
и адсорбированного СА на мышах (суммар-
но более 80 результатов), достоверно под-
тверждают стабильность ФСО. На основании 
этих данных можно предположить, что зна-
чение аттестованной характеристики, уста-
новленное на морских свинках, будет ста-
бильным. Мониторинг стабильности ФСО 
(серия 011-210619) по дополнительной ат-
тестованной характеристике предусмотрен 
программой аттестации.

ВЫВОДЫ
1.	 Проведена аттестация фармакопейного стандар- 

тного образца для оценки активности адсорбиро-
ванного столбнячного анатоксина (ФСО.3.2.00247, 
серия 011-210619) методом летального зараже-
ния на морских свинках. Значение аттестован-
ной характеристики, установленное относи-
тельно международного стандартного образца 
(NIBSC code: 08/218), составило 220 МЕ/ампула.

2.	 Полученные экспериментальные данные яв-
ляются основанием для внесения изменений 
в паспорт ФСО 3.2.00247 (серия 011-210619) 
путем дополнения его значением актив-
ности, определенным на морских свинках 
(220 МЕ/ампула).

3.	 Представленные результаты свидетель-
ствуют о возможности использования ФСО 
3.2.00247 (серия 011-210619) не только в мето-
де летального заражения, но и в альтернатив-
ных методах контроля качества.
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