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Актуальные направления применения клеточной терапии 

в регенеративной медицине
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Клеточная терапия является ключевым инструментом регенеративной медицины, и вплоть до 2010 года 
продукты на основе жизнеспособных клеток человека применялись преимущественно для восстановле-
ния поврежденных тканей и органов. В настоящее время сфера применения биомедицинских клеточных 
продуктов значительно расширилась, однако интерес исследователей к использованию клеток в регене-
ративной медицине остается стабильно высоким. В зависимости от типа ткани и патологии уровень раз-
работки клеточных продуктов значительно отличается: от доклинических и пилотных клинических иссле-
дований до зарегистрированных препаратов с многолетним опытом применения. Данный факт, с одной 
стороны, может быть связан с методологическими особенностями производства и применения клеточных 
продуктов, с другой — с особенностями дифференцировки типов клеток, используемых в регенератив-
ной медицине, прежде всего мезенхимальных стволовых клеток. Цель работы — анализ современных 
направлений использования клеточной терапии в регенеративной медицине и перспектив применения 
существующих технологий. Представлены основные достижения использования клеточной терапии в ре-
генерации кожи, костно-хрящевого аппарата, нервной и сердечно-сосудистой систем. Ключевые меха-
низмы лечебного действия клеточной терапии обусловлены, с одной стороны, потенциалом мультипо-
тентных клеток к дифференцировке, с другой — комплексным (иммуномодулирующим, ангиогенным, 
пролиферативным) действием экспрессируемого протеома вводимых клеток. Для каждого из показаний 
описаны зарегистрированные в настоящее время продукты на основе жизнеспособных клеток человека 
и проанализирован их уровень применения в клинической практике. Перспективным представляется ис-
пользование в регенеративной медицине разработанных технологий направленной дифференцировки, 
а также применение индуцированных плюрипотентных клеток.
Ключевые слова: биомедицинские клеточные продукты; клеточная терапия; регенеративная медицина; 
мезенхимальные стволовые клетки (МСК)
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Cell therapy is a key tool of regenerative medicine, but until the beginning of the last decade, products based on 
viable human cells were used primarily to repair damaged tissues and organs. Currently, the field of application 
of biomedical cell products has expanded significantly, but researchers still show considerable interest in the use 
of human cells in regenerative medicine. The stage of development of cell products varies significantly depending 
on the type of tissue and pathology, and ranges from preclinical and pilot clinical trials to authorised drugs with 
a long history of use. On the one hand, this may be attributed to methodological differences in the production 
and use of cell products, and on the other, to specific aspects of differentiation of cell types used in regenerative 
medicine, primarily mesenchymal stem cells. The aim of this study was to analyse current trends in the use of cell 
therapy in regenerative medicine and prospects for using available technologies. The paper summarises the main 
achievements in the use of cell therapy for regeneration of skin, bone and cartilage, nervous and cardiovascular 
systems. The key mechanisms of cell therapy effect are determined, on the one hand, by the differentiation 
potential of multipotent cells, and on the other, by the complex (immunomodulating, angiogenic, proliferative) 
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action of the proteome expressed by the administered cells. The paper describes viable cell-based products 
currently authorised for each indication, and analyses the level of their clinical use. It might be promising to use 
directed cell differentiation technologies, as well as induced pluripotent cells in regenerative medicine.
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Основное направление регенеративной медицины — вос-
становление пораженных органов и тканей с помощью актива-
ции собственных стволовых/прогениторных клеток или путем 
введения таких клеток извне. Клеточная терапия является клю-
чевым инструментом регенеративной медицины, и вплоть до 
начала 2010 года продукты на основе жизнеспособных клеток 
человека применялись преимущественно для восстановления 
поврежденных тканей и органов. В настоящий момент сфера 
применения биомедицинских клеточных продуктов (БМКП) 
значительно расширилась, в ЕС и США зарегистрированы пер-
вые препараты на основе клеток человека для лечения наслед-
ственных и онкологических заболеваний (например, Kymriah®, 
Novartis Pharmaceuticals Corporation; Yescarta®, Kite Pharma, 
Inc.; Strimvelis®, GSK). В то же время интерес исследователей 
к применению клеточных продуктов для восстановления по-
врежденных органов и тканей в мире остается стабильно вы-
соким (рис. 1).

В зависимости от типа ткани и патологии значительно 
отличаются уровни разработки клеточных продуктов: от до-
клинических и пилотных клинических исследований до за-
регистрированных препаратов с многолетним опытом приме-
нения [1]. Данный факт, с одной стороны, может быть связан 
с методологическими особенностями производства и при-
менения клеточных продуктов, с другой — с особенностями 
дифференцировки типов клеток, использующихся в регенера-

тивной медицине, прежде всего мезенхимальных стволовых 
клеток (МСК).

В настоящее время описано применение клеточной тера-
пии для регенерации практически всех типов тканей [2–7]. Од-
нако успехи в использовании БМКП для восстановления раз-
ных органов значительно отличаются.

Цель работы — анализ современных направлений исполь-
зования клеточной терапии в регенеративной медицине и пер-
спектив применения существующих технологий.

Регенерация кожных покровов и эпителия внутренних 

органов

Основные трудности терапии масштабных повреждений/
дефектов кожи и оболочки внутренних органов (например, 
в результате удаления опухоли) связаны с необходимостью ис-
пользования аутологичного донорского материала. Так, были 
проведены исследования по терапии инфекционных ран с по-
мощью введения МСК, в результате которых показаны значи-
тельные отличия в динамике заживления инфекционных ран 
у пациентов основной группы в сравнении с контрольной [8]. Ал-
логенные кожные трансплантаты в подавляющем большинстве 
случаев вызывают реакцию отторжения или, в случае приема 
иммунодепрессантов, развитие оппортунистических инфекций, 
что, в свою очередь, усугубляет состояние пациента. При при-
менении искусственных материалов сохраняются вероят ность 
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Риc. 1. Динамика изменения публикационной активности ученых в области регенеративной медицины за последние 10 лет 
(по базам данных Embase и PubMed).
Fig. 1. Changes in the number of publications in the field of regenerative medicine over the past 10 years (according to the Embase 
and PubMed databases).
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отторжения, трудности при замещении поврежденного участка 
тканями реципиента, нарушение обменных процессов близле-
жащих тканей из-за невозможности полноценного ангиогенеза 
(как и в случае использования аллогенных трансплантатов). 
В качестве альтернативы исследователи предлагают комбини-
рованные продукты, состоящие из биоразлагаемой матрицы 
(как правило, на основе коллагена или фибрина) в сочетании 
с прогениторными и дифференцированными клетками (как 
правило, МСК, кератиноцитами и фибробластами) [9]. Дан-
ный тип тканеинженерных продуктов используют при терапии 
ожогов [10, 11], диабетической стопы [12], перианальных сви-
щей [13, 14], а также для послеоперационного восстановления 
стенок полых органов [15] — пищевода [16], мочевого пузыря 
[17], некоторых отделов кишечника [18] и трахеи [19, 20].

Различные заболевания полых органов (трахеобронхиаль-
ный рак, рак пищевода и кишечника, рак мочевого пузыря, сте-
ноз трахеи) требуют частичной резекции органа с последующей 
реконструкцией. Перспективным направлением лечения таких 
состояний является использование комбинированных тканеинже-
нерных трансплантатов. Комбинированные трансплантаты вклю-
чают децеллюляризованный донорский матрикс (скаффолды), 
эпителиальные клетки / хондроциты / соединительнотканные во-
локна, полученные путем дифференцировки МСК костного моз-
га. В большинстве исследований показано, что децеллюляризи-
рованные скаффолды в комбинации с аутологичными клетками 
являются клинически эффективным и безопасным средством 
для терапии повреждений полых органов, у значительной части 
пациентов наблюдалось восстановление не только анатомии ор-
гана, но и его физиологических функций [18].

В настоящее время накоплен колоссальный опыт примене-
ния подобных тканеинженерных продуктов, проведено более 
тысячи клинических исследований II и III фаз. Ведущими нацио-
нальными регуляторными органами зарегистрированы следую-
щие тканеинженерные продукты для регенерации кожи и сли-
зистых на основе аллогенных фибробластов и кератиноцитов:

- Apligraf®, Gintuit® (США);
- Holoderm®, Keraheal™, Cure-skin, Kaloderm, KeraHeal-Allo™ 

(Южная Корея);
- JACE® (Япония).
Способность МСК к дифференцировке в несколько типов 

тканей (мультипотентность) позволяет считать данный тип 
клеток наиболее перспективным для регенерации сложных 
тканевых структур. Однако в условиях in vivo направленная 
дифференцировка затруднена, а вследствие возможности 
дедифференцировки возрастают риски туморогенности. В то 
же время уникальные иммуномодулирующие и противовоспа-
лительные свойства МСК (наряду с простотой получения МСК 
из жировой ткани) часто оказываются решающим фактором 
при использовании данных клеток в регенеративной меди-
цине. Так, в ЕС и Южной Корее зарегистрированы клеточные 
продукты Alofisel® и Cupistem® соответственно (для лечения 
пери анальных свищей при болезни Крона), представляющие 
собой аллогенные МСК, выделенные из жировой ткани взрос-
лых (25–55 лет) доноров. Ряд аналогичных по составу препа-
ратов находится уже на поздних стадиях клинических исследо-
ваний. Таким образом, несмотря на ряд вышеперечисленных 
трудностей, использование МСК для восстановления сложных 
тканевых структур является перспективным направлением ре-
генеративной медицины.

Регенерация суставов и костей

Регенеративная медицина позволила продвинуться в реше-
нии одной из ключевых проблем современной травматологии 
и ортопедии — восстановлении поврежденных костей и суста-

вов. Из-за аваскулярной природы хряща и ограниченной про-
лиферации зрелых хондроцитов суставы взрослых пациентов 
сильно ограничены в своей способности к самовосстановле-
нию. Применяемые в настоящее время в клинической практике 
методы восстановления хрящевой ткани (остеохондральная 
трансплантация, стимуляция костного мозга, индуцированный 
матрицей аутогенный хондрогенез) часто клинически неэф-
фективны и сопряжены с риском отторжения трансплантата 
[21]. Альтернативная терапия, а именно использование скаф-
фолдов для восстановления хряща и костей, также является 
недостаточно эффективной, главным образом вследствие 
значительного отличия структуры трансплантируемых скаф-
фолдов от структуры «родных» остео- или хондроцитов, что 
препятствует полноценному восстановлению поврежденного 
участка [22].

Таким образом, развитие подходов к проведению клеточ-
ной терапии для регенерации суставной ткани является одним 
из актуальных направлений регенеративной медицины. Пер-
вые доклинические исследования применения прогениторных 
клеток для восстановления хряща были проведены в 1994 г. 
[23]. МСК наносились на коллагеновую матрицу и вводились 
в плечевой сустав кролика. В более поздних исследованиях 
представлены данные о клеточной терапии хряща у пациен-
тов с хроническим остеоартрозом коленного сустава. Также 
описано введение аллогенных МСК в смеси с аутологичными 
хондроцитами [24]. Показана безопасность вышеописанных 
терапевтических подходов, а их клиническая эффективность 
подтверждается исследованиями II/III фаз.

Существует значительное количество зарегистрированных 
клеточных продуктов, предназначенных для регенерации хря-
щевой ткани на основе аутологичных хондроцитов, суммар-
ный опыт применения которых насчитывает уже более десяти 
лет [25]:

- MACI® (США);
- ChondroCelect®, Spherox® (ЕС);
- JACC (Япония);
- Chondron, Cartistem® (Южная Корея);
- Cartogen (Австралия, Сингапур).
Восстановление костной ткани также сопряжено с рядом 

трудностей, основными из которых являются продолжитель-
ность и трудоемкость проводимых процедур, а также низкая 
клиническая эффективность. Несмотря на возможность пол-
ной замены кости металлическим или композитным имплан-
том, невозможно достигнуть полного восстановления ее опор-
но-двигательной функции вследствие неполной регенерации 
сопутствующего двигательного аппарата (связок, сухожилий). 
Причинами данной проблемы являются как отличия физиче-
ских свойств материала используемого импланта и кости, так 
и неспособность импланта к взаимодействию с организмом. 
Введение прогениторных клеток в трансплантат позволяет 
обеспечить лучшее сродство тканей организма с реконструи-
рованным участком за счет дифференцировки используемых 
клеток в остеобласты и затем в остеоциты. Наиболее доступ-
ным и широко используемым видом клеток, применяемым 
в данных целях, являются МСК [26]. Основные преимущества 
МСК — способность дифференцироваться в клетки костной 
ткани при введении комплекса факторов остеогенной диф-
ференцировки и их иммуномодулирующие свойства [27–29]. 
В опубликованных работах отмечается важность источника вы-
деления стволовых клеток. Сравнительные исследования де-
монстрируют более высокую ангиогенность МСК, выделенных 
из пуповинной крови. При использовании данного типа клеток 
достигается восстановление системы кровоснабжения костной 
ткани, что способствует ее ускоренной регенерации [30]. Кле-
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точная терапия также используется для реконструкции дефек-
тов челюсти (увеличения верхнечелюстного синуса) в стомато-
логии [31] и восстановления трубчатых костей [32]. Разработки 
клеточных продуктов, используемых для регенерации кости, 
реализованы в рамках значительного количества пилотных ис-
следований. В настоящее время зарегистрирован всего один 
продукт — RMS Ossron™ (Южная Корея), состоящий из аутоло-
гичных остеобластов [33].

Регенерация костей и суставов — наиболее используемая 
и изучаемая область применения в клинической практике пре-
паратов на основе жизнеспособных клеток человека. Опыт 
применения таких препаратов, которые официально разреше-
ны регуляторными органами США, ЕС, Южной Кореи, в трав-
матологии и стоматологии насчитывает уже более десяти лет.

Регенерация нервной ткани

Способности нервной ткани взрослого человека к реге-
нерации сильно ограничены, в связи с этим практически от-
сутствуют способы лечения нарушений, связанных с повреж-
дениями органов нервной системы, обладающие доказанной 
эффективностью. Даже незначительные травмы (надрыв/
защемление нервных волокон) требуют дорогостоящего ле-
чения и длительной последующей реабилитации. Серьезные 
травмы (перелом/ушиб спинного мозга, разрыв периферичес-
ких нервов) в большинстве случаев приводят к значительному 
ограничению трудоспособности и снижению качества жизни. 
Повреждения нервной системы, связанные с развитием нейро-
дегенеративных заболеваний, в большинстве своем также не 
поддаются лечению (хотя в некоторых случаях возможно до-
стижение ремиссии).

Актуальным направлением регенеративной медицины 
в сфере терапии повреждений нервной системы является 
клеточная терапия, сфокусированная в основном на двух об-
ластях: травматические повреждения спинного и головного 
мозга, а также ишемические и геморрагические повреждения 
центральной нервной системы (ЦНС) [34, 35]. В настоящее вре-
мя наиболее хорошо изученными клетками, используемыми 
для регенерации ЦНС, являются МСК костного мозга и МСК, 
полученные из жировой ткани [36]. В клинических исследова-
ниях показана способность МСК костного мозга стимулировать 
снижение образования рубцов при повреждениях спинного 
мозга, а также потенциальная возможность регенерации аксо-
нов при введении клеток данного типа [37]. Исследователями 
продемонстрирована возможность МСК ингибировать воспа-
лительные процессы в нервной ткани и ускорять восстанов-
ление функции нервных волокон, поврежденных вследствие 
черепно-мозговой травмы [38]. Кроме того, в исследованиях 
in vitro доказано, что МСК могут дифференцироваться в ней-
роноподобные клетки [39].

В опытах in vitro и in vivo [40, 41] описана экспрессия клет-
ками МСК маркеров нейрональной и нейроглиальной тканей. 
Высвобождение специфических цитокинов и факторов роста 
способствует нейро-, ангио- и синаптогенезу, а также создает 
благоприятную микросреду для ремиелинизации ткани во вре-
мя ее реконструкции [42].

Повреждения периферической нервной системы в основ-
ном вызваны механическими травмами. «Золотым стандартом» 
лечения в данном случае является аутологичная транспланта-
ция нерва (шунтирование нерва реципиента) [43]. Основным 
ограничением такой терапии служит недостаточность тканей 
донора для пересадки, в этом случае альтернативным вариан-
том может быть введение МСК в область повреждения. В об-

зорной статье D. Angius с соавт. [41] описаны эксперименты 
по регенерации седалищного нерва животных (крыс, мышей, 
кроликов, собак, кошек, овец, обезьян, свиней) путем местной 
имплантации мультипотентных клеток, а также при их внутри-
венном введении. Показан высокий терапевтичес кий потенци-
ал клеточной терапии при лечении повреждений нервной ткани 
как за счет выделения факторов роста, так и за счет диффе-
ренцировки в клетки нейроглии.

Несмотря на значительное число исследований, посвящен-
ных тематике применения клеточной терапии для регенерации 
нервной ткани, большинство из них проводилось на живот-
ных или на очень ограниченном числе пациентов, что связано 
преж де всего с трудностью доставки клеток к местам ее по-
вреждения.

Регенерация сердечной мышцы

Повреждения тканей сердца, связанные с недостаточнос-
тью кровоснабжения, по данным на 2018 г. являются одной 
из главных причин смертности во всем мире1. Даже в случае 
успешного купирования острого приступа инфаркта качество 
жизни пациентов необратимо снижается. Поскольку сердеч-
ная поперечнополосатая мышечная ткань имеет ограниченную 
способность к регенерации, полное восстановление миокарда 
после инфаркта практически никогда не происходит.

Первое исследование, посвященное успешному примене-
нию клеточной терапии для лечения повреждений миокарда 
у животных, было опубликовано в 2002 г. [44]. Была выдви-
нута гипотеза, что МСК, вводимые в миокард мыши, преиму-
щественно дифференцируются в кардиомиоциты. Таким об-
разом, дальнейшие исследования оценивали прежде всего 
потенциал МСК к дифференцировке [45]. Было установлено, 
что наиболее подходящими для этого являются МСК, выделен-
ные из жировой ткани.

В настоящее время считается, что регенерация сердечной 
ткани с помощью клеточной терапии основана на следующих 
механизмах [46]:

- дифференцировка мультипотентных клеток в кардиомио-
циты;

- ингибирование фиброза миокарда;
- экспрессия ангиогенных и антиапоптотических факторов, 

а также цитокинов, стимулирующих пролиферацию кардиомио-
цитов.

Данные, полученные по результатам дальнейших 
клиничес ких исследований [47], позволяют говорить о дока-
занной безо пасности терапии аллогенными МСК, а также об 
увеличении объема выброса левого желудочка у пациентов 
с неишемичес кой кардиомиопатией, что связано прежде всего 
с иммуномодулирующим эффектом вводимых клеток.

Для подтверждения эффективности клеточной терапии 
у пациентов с иными заболеваниями сердца (инфаркт миокар-
да, ишемические заболевания сосудов, дилатационная кардио-
миопатия и пульмонарная гипертензия) требуются дополни-
тельные исследования [48–50].

В настоящее время зарегистрированы следующие кле-
точные продукты, предназначенные для регенерации тканей 
сердца:

- HeartSheet® (Япония) — аутологичные миобласты скелет-
ных мышц;

- Hearticellfram-AMI (Южная Корея) — аутологичные МСК.
Таким образом, ввиду недостаточной эффективности 

классического лечения заболеваний сердца (или в случае от-
сутствия ответа пациента на проводимое стандартное лечение) 

1 10 ведущих причин смерти в мире. https://www.who.int/ru/news-room/fact-sheets/detail/the-top-10-causes-of-death
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становится очевидной необходимость дальнейшей разработки, 
совершенствования и внедрения технологий клеточной тера-
пии. Главным препятствием к изучению и применению пре-
паратов на основе жизнеспособных клеток человека для ре-
генерации сердечной мышцы является сложный инвазивный 
способ их применения (в большинстве случаев — операция на 
сердце).

Стимулирование регенерации печени

При тяжелой печеночной недостаточности практичес-
ки безальтернативным вариантом терапии была и остается 
трансплантация печени. Многие пациенты не доживают до 
трансплантации, процедура пересадки является весьма тру-
доемкой и осложняется высокой вероятностью отторжения 
транс плантата.

Введение МСК в организм реципиента в процессе транс-
плантации печени позволяет снизить риск возникновения 
пос леоперационных осложнений, связанных с иммуносупрес-
сивным действием на воспалительную реакцию и процессами 
отторжения [51]. В большинстве проведенных клинических ис-
следований используют иммуномодулирующие свойства МСК. 
Также в отдельных публикациях показана способность МСК 
ингибировать фиброз печеночной ткани и улучшать функцию 
печени при алкогольном циррозе [52–54]. Введение МСК также 
предотвращает развитие воспалительных процессов в тканях 
пересаженного органа [55].

Хотя проведенные клинические исследования [55] под-
тверждают безопасность введения аллогенных мультипотент-
ных клеток при пересадке печени, их иммуносупрессивный 
эффект является недостаточным для полноценной замены 
иммунодепрессантов. Зарегистрированные клеточные продук-
ты, применяемые для регенерации печени, в настоящее время 
отсутствуют.

Таким образом, перспективным направлением использова-
ния МСК при пересадке печени является подавление реакции 
(host versus graft) отторжения. Изучение механизма подавле-
ния этой реакции позволит не только лучше понять протекаю-
щие процессы, но и улучшить проведение подобной терапии, 
а также снизить шансы на возникновение отторжения.

Заключение

Регенеративная медицина является основной областью 
применения продуктов на основе жизнеспособных клеток че-
ловека. Ключевые механизмы лечебного действия клеточной 
терапии обусловлены, с одной стороны, потенциалом мульти-
потентных клеток к пролиферации и дифференцировке, с дру-
гой — комплексным (иммуномодулирующим, ангиогенным, 
пролиферативным) действием экспрессируемого протеома 
вводимых клеток. Уровень достижений в разработке спосо-
бов клеточной терапии отдельных органов в мире значительно 
варьирует от небольших пилотных исследований до десят-
ков зарегистрированных ведущими регуляторными органами 
биомедицинских продуктов. Перспективным представляется 
использование в регенеративной медицине разработанных 
технологий направленной дифференцировки МСК, а также 
применение индуцированных плюрипотентных клеток.

Основным направлением применения прогениторных 
клеток в регенеративной медицине (ожоги, травматология, 
стоматология и т. д.) в настоящее время является использо-
вание МСК для восстановления сложных тканевых структур 
(костных и хрящевых, а также кожных покровов). Отдельны-
ми разрабатываемыми направлениями применения клеточных 
препаратов на основе МСК являются восстановление нервной 

ткани и тканей сердечной мышцы, однако применение в дан-
ной области осложняется труднодоступностью поврежденных 
тканей и инвазивными методами применения препаратов. Кро-
ме непосредственного восстановления/замещения, препараты 
на основе МСК, учитывая их иммуносупрессивные свойства 
и способность подавлять воспаление и отторжение трансплан-
тата, могут применяться при лечении реакции «трансплантат 
против хозяина».
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Биоэтические аспекты совершенствования производства 

антирабического иммуноглобулина в России

С. В. Генералов*, Е. Г. Абрамова, Ю. К. Гаврилова

Федеральное казенное учреждение здравоохранения
«Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб» 
Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека,
ул. Университетская, д. 46, Саратов, 410005, Российская Федерация

Основной целью работы явилась оценка исследований, направленных на развитие производства анти-
рабического иммуноглобулина, с точки зрения биоэтических принципов: обеспечение права пациента 
на получение качественной фармацевтической помощи и соответствия концепции 3R. При этом следо-
вание биоэтическим принципам должно способствовать совершенствованию технологии производства 
и повышению качества лекарственного средства, что особенно актуально в отношении препарата ан-
тирабического иммуноглобулина вследствие его высокой востребованности. В статье проведен анализ 
современных тенденций по исключению животных в технологии производства антирабического имму-
ноглобулина. Показаны основные современные направления получения сывороточных препаратов для 
постэкспозиционной профилактики бешенства. На примере препарата гетерологичного антирабическо-
го иммуноглобулина обоснована необходимость совершенствования контроля качества лекарственных 
средств путем следования принципам 3R. Показан потенциал применения клеточных культур при опреде-
лении специфической активности антирабического иммуноглобулина. Определены задачи по разработке 
и применению методов контроля содержания пирогенных примесей без использования животных в соот-
ветствии с актуальными фармакопейными документами. Проведена оценка возможности и целесообраз-
ности исключения показателя «Аномальная токсичность» в отношении гетерологичного антирабического 
иммуноглобулина в соответствии с современными международными тенденциями. Определены зада-
чи совершенствования российского производства гетерологичного антирабического иммуноглобулина, 
направленные на улучшение качества обеспечения антирабической помощи, включающие увеличение 
объемов производства для обеспечения доступности препарата пациентам, снижение реактогенности 
препарата за счет получения рабического антигена с применением культуральных технологий, а также 
разработку и внедрение методов in vitro для проведения контрольных исследований качества препарата 
по показателям «Специфическая активность», «Пирогенность», «Аномальная токсичность».
Ключевые слова: антирабический иммуноглобулин; бешенство; биоэтика; принципы 3R; методы in vitro
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Bioethical Aspects of Improving the Production 

of Rabies Immunoglobulin in Russia

S. V. Generalov*, E. G. Abramova, Yu. K. Gavrilova

Russian Anti-Plague Research Institute “Microbe”,
46 Universitetskaya St., Saratov 410005, Russian Federation

The main objective of the present research was to review the studies that look into ways of improving production 
of anti-rabies immunoglobulin in terms of bioethical principles: ensuring patients’ right to receive quality 
pharmaceutical care, and compliance with the 3R principles. At the same time, compliance with bioethical 
principles should contribute to the improvement of production technology and the product quality, which is 
especially important for antirabies immunoglobulin due to the existing high demand for it. The paper analyses 
the current trends in avoidance of animal use in the production of rabies immunoglobulin. It summarises 
the main methods of production of serum products for post-exposure prophylaxis of rabies. The example of 
heterologous rabies immunoglobulin is used to substantiate the need to improve quality control of drugs by 
following the 3R principles. The paper highlights the potential use of cell cultures for determination of rabies 
immunoglobulin specific activity. The authors formulated the objectives that include development and use of 
pyrogen detection methods which do not involve animal use and are consistent with the current pharmacopoeial 
standards. They assessed the possibility and feasibility of removing Abnormal Toxicity Test for heterologous 
rabies immunoglobulin in accordance with the current international trends. The formulated objectives imply 
optimisation of production of heterologous rabies immunoglobulin in Russia in order to improve the quality 
of antirabies measures. The objectives include higher production volumes to ensure the availability of the 
product to patients, reduction of the product reactogenicity by using cell-culture technologies for obtaining 
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rabies antigen, as well as development and implementation of in vitro test methods for product quality control 
in terms of Specific activity, Pyrogenicity, and Abnormal toxicity.
Key words: rabies immunoglobulin; rabies; bioethics; 3R principles; in vitro methods
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Значение проблемы совершенствования производства 
препаратов для постэкспозиционной профилактики бешен-
ства сложно переоценить в силу количества людей, которым 
необходима антирабическая помощь. В мире ежегодно 15 млн 
человек получают постэкспозиционное антирабическое лече-
ние, в России этот показатель составляет от 200 до 400 тыс. 
человек [1]. Для оказания антирабической помощи применяют 
антирабическую вакцину и, в случаях множественных укусов 
или укусов опасной локализации, антирабический иммуногло-
булин. В России для этой цели используют, как правило, анти-
рабический иммуноглобулин, получаемый из сыворотки крови 
лошади. Введение антирабического иммуноглобулина необ-
ходимо для обеспечения нейтрализации вируса бешенства до 
формирования иммунного ответа на действие вакцины.

Развитие технологии производства антирабического имму-
ноглобулина, как и других лекарственных препаратов, нераз-
рывно связано с принципами биоэтики, поскольку конечной 
целью в системе «пациент — медицинский персонал — про-
изводитель лекарственного препарата — лекарственный пре-
парат» главным является обеспечение прав гражданина на 
получение квалифицированной, доступной и своевременной 
фармацевтической помощи [2]. Основные биоэтические прин-
ципы были сформулированы Гиппократом: забота о пользе 
больного, оказание помощи, непричинение вреда, проявление 
справедливости и уважения к пациенту.

Таким образом, основными задачами развития технологии 
производства гетерологичного антирабического иммуноглобу-
лина являются повышение его эффективности и безопасности, 
а также его доступности для пациентов посредством увели-
чения объемов выпуска препарата. Вместе с тем существует 
проблема обоснованного и рационального использования 
животных в производственном цикле, который предполагает 
их использование в значительном количестве. Ежегодная по-
требность в животных на этапах производства и контроля анти-
рабического иммуноглобулина составляет более 100 лошадей 
(средний срок эксплуатации — 5 лет), свыше 3500 кроликов, 
более 3000 белых мышей и около 20 морских свинок.

В середине XX века учеными W. M. S. Russell и R. L. Burch1 
предложены основы гуманного использования животных, из-
вестные как концепция 3R [3]. Базовыми принципами концеп-
ции являются замена животных альтернативными моделями 
(Replacement), уменьшение числа животных в эксперименте 
(Reduction), улучшение условий обращения с животными 
(Refinement).

При этом, на наш взгляд, следование концепции 3R при ис-
пользовании животных в технологии получения иммунобиоло-
гического препарата должно не усугублять, а способствовать 
решению проблемы получения безопасного лекарственного 
средства с высокой терапевтической активностью.

Цель работы — оценка основных направлений развития 
российского производства антирабического иммуноглобулина 
с точки зрения биоэтических принципов: обеспечение права 
пациента на получение качественной фармацевтической помо-

щи и соответствия концепции 3R. При этом основное внимание 
обращено на совершенствование технологии получения пре-
парата антирабического иммуноглобулина и системы контроля 
качества.

Пути совершенствования технологий получения 

антирабического иммуноглобулина и альтернативных 

ему препаратов

В России на сегодняшний день единственным произ-
водителем антирабического иммуноглобулина является 
ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора. Серийный вы-
пуск препарата начат с 2004 г. [4]. Препарат получают из сы-
воротки крови лошадей, которых иммунизируют материалом, 
приготовленным на основе мозговой суспензии примирован-
ных вирусом бешенства кроликов.

Современные методы очистки, применяемые при произ-
водстве препарата, позволяют снизить процент нежелатель-
ных реакций у пациентов [4]. Тем не менее проблема реакто-
генности гетерологичного антирабического иммуноглобулина 
обус лавливает развитие ряда направлений совершенствования 
технологии получения сывороточных препаратов для профи-
лактики бешенства.

Очевидным решением является разработка технологии 
производства гомологичного препарата антирабического 
иммуноглобулина, который считается более безопасным по 
сравнению с гетерологичным препаратом. Однако недостат-
ком гомологичного препарата является его высокая стои-
мость, связанная с поиском доноров человеческой сыворот-
ки крови, небольшими объемами производимого препарата, 
а также необходимостью проведения контрольных испытаний 
на вирусные заболевания, такие как ВИЧ, вирусные гепатиты 
и др. [5].

Не менее эффективным путем снижения реактогенности 
является получение F(ab’)2-фрагментов гетерологичного анти-
рабического иммуноглобулина. Практический опыт подтвер-
дил эффективность применения подобных препаратов [6], 
в настоящее время их производство внедрено в нескольких 
странах. В России также предложены технологические схемы 
получения препарата на основе F(ab’)2-фрагментов антираби-
ческого иммуноглобулина [7, 8]. Экспериментально доказано 
практически полное отсутствие анафилактогенных свойств по-
добного препарата [9].

Следующим направлением совершенствования качества 
гетерологичного антирабического иммуноглобулина явля-
ется применение рабического антигена на основе культу-
рального вируса для иммунизации животных-продуцентов. 
К преимущес твам указанного направления следует отнести 
возможность получения более активного и в аллергическом 
отношении безо пасного препарата антирабического имму-
ноглобулина, исключение трудоемких процессов работы 
с животными и приготовления вируссодержащей мозговой 
суспензии, упрощение процедуры иммунизации продуцентов 

1 Russell WMS, Burch RL. The principles of humane experimental technique. London: Methuen; 1959. https://caat.jhsph.edu/principles/the-principles-
of-humane-experimental-technique
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антирабичес кой сыворотки. Антирабическую сыворотку от 
лошадей с применением в качестве антигена культуральных 
вакцин получают в Индии, Таиланде [10, 11]. Для этих целей 
используют вакцины Rabipur® (Индия) из клеток куриных эм-
брионов и вакцину PVRV (Франция) на основе фиксированно-
го вируса бешенства, репродуцированного на перевиваемых 
клетках Vero. Применение клеток Vero и культурального ви-
руса бешенства экспериментально обосновано и для произ-
водства гетерологичного антирабичес кого иммуноглобулина 
в ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспот ребнадзора [4].

Существенным вопросом является исследование эффек-
тивности использования рекомбинантных и моноклональных 
антител для постэкспозиционной профилактики бешенства 
в качестве альтернативы антирабическому иммуноглобулину 
[12]. Применение указанных технологий подразумевает ис-
пользование клеток прокариот и эукариот в качестве систем 
для продукции вируснейтрализующих антител или их фрагмен-
тов вместо животных-продуцентов [13–17]. С 2018 г. препарат 
антирабических моноклональных антител впервые в мире стал 
доступен для практического применения [18]. Указанный пре-
парат получил название Rabishield® (Serum Institute of India Pvt. 
Ltd.). Особенностью его применения является низкая дозиров-
ка — 3,33 МЕ на 1 кг массы тела, в сравнении с дозировками 
гомологичного и гетерологичного препаратов антирабического 
иммуноглобулина, которые составляют 20 и 40 МЕ на 1 кг мас-
сы тела соответственно.

Совершенствование системы контроля препарата 
гетерологичного антирабического иммуноглобулина

Контроль биологических свойств препарата — специфи-
ческой активности, токсичности и пирогенности — предпо-
лагает использование большого количества животных: белых 
мышей, кроликов и морских свинок. Безусловно, использова-
ние животных как для контроля, так и для производства пре-
парата обуславливает необходимость следования принципу 
«Refinement», что подразумевает улучшение качества условий 
воспроизводства, содержания и кормления животных. Следо-
вание указанному принципу наиболее наглядно демонстрирует 
культуру производства и соответствующим образом влияет на 
результаты [19].

Основательным шагом в развитии системы контроля явля-
ются разработка и применение методов in vitro, на что также 
указывает комитет экспертов Всемирной организации здраво-
охранения (ВОЗ) по бешенству2. Отказ от практики использова-
ния лабораторных животных и переход на методы in vitro при 
определении указанных показателей качества являются основ-
ными факторами гармонизации российских и международных 
стандартов [20].

Для использования в производстве антирабического им-
муноглобулина разработаны и рекомендованы методы с ис-
пользованием ПЦР с гибридизационно-флуоресцентным 
учетом результатов для количественного определения 
фиксированного вируса бешенства в антигенном материале, 
предназначенном для иммунизации лошадей [21], а также 
различные варианты дот-иммуноанализа с применением 
диагностикумов на основе наночастиц коллоидных металлов 
для определения специфической активности иммунных сыво-
роток и антирабического иммуноглобулина [22].

Необходимо отметить, что клеточные культуры представ-
ляют собой живую модель для исследования и по этой при-

чине являются более адекватной заменой животным. При 
репродукции на клеточных культурах вирус бешенства в не-
которых случаях способен вызывать деструктивные изменения 
отдельных клеток и клеточного монослоя, обнаруживаемые 
методами световой микроскопии. Более ранние изменения 
ультраструктуры клеток, вызванные вирусом бешенства, мо-
гут быть обнаружены методами атомно-силовой микроскопии 
[23]. Для оценки титра антител в антирабических препаратах 
ВОЗ и Международное эпизоотическое бюро (МЭБ) рекомен-
дуют применять тест ингибиции фокусов флуоресценции 
(Rapid fluorescent focus inhibition test, RFFIT) и флуоресцент-
ный вируснейтрализующий тест (Fluorescent antibody virus 
neutralization, FAVN)3. К настоящему времени предложено нес-
колько модификаций указанных методов, различающихся, как 
правило, используемыми клеточной культурой и штаммом 
вируса бешенства [24–28]. Аналогичные методы разработаны 
и в ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора для контро-
ля титра антител в антирабических сыворотках [28]. Внедрение 
разработанных методов возможно после получения достаточ-
ного количества результатов, подтверждающих их корреляцию 
с таковыми, полученными при использовании традиционных 
методов. При этом целесообразным представляется первона-
чальное использование указанных методов при контроле про-
межуточных продуктов производства, а в случае успешного 
использования и на стадии контроля готового продукта.

Логическим продолжением развития методов, основанных 
на флуоресценции, является применение проточной цитомет-
рии, особенностью которой является возможность автомати-
ческого определения количества инфицированных клеток, что 
позволит значительно уменьшить количество субъективных 
ошибок при учете результатов [29].

Отдельного внимания, на наш взгляд, заслуживают имму-
ноферментные системы для выявления вируса бешенства и ан-
тител к нему. К настоящему времени разработано множество 
различных вариантов ИФА, исследователи приводят данные об 
эффективности его применения для оценки иммуногенности 
вакцин, эффективности иммунизации животных [30, 31]. Осо-
бенностью ИФА, в отличие от культуральных методов, является 
возможность работы с инактивированным вирусом бешенства, 
что повышает биологическую безопасность при проведении 
анализа.

Одним из показателей биологической безопасности анти-
рабического иммуноглобулина как препарата для паренте-
рального введения является его апирогенность. В России для 
определения пирогенных свойств антирабического иммуногло-
булина, получаемого из сыворотки крови лошади, используют 
кроликов согласно ОФС 1.2.4.0005.15 Пирогенность4. По мне-
нию ряда исследователей, испытания на кроликах не являются 
объективными, поскольку существуют различия в реакциях 
организма человека и кролика на определенные пирогены, 
а некоторые препараты вызывают у пациентов пирогенные ре-
акции, несмотря на прохождение испытания на пирогенность 
на кроликах [32, 33]. Согласно указанной фармакопейной 
статье предполагается повторное использование животных 
для определения пирогенности, что соответствует концепции 
3R. Более того, в Государственной фармакопее Российской 
Федерации предусмотрена принципиальная возможность ис-
пользования альтернативных методов определения пирогенов, 
таких как тест по определению бактериальных эндотоксинов 
с применением реактива, полученного из мечехвоста (Lumulus 

2 WHO Expert Consultation on Rabies: third report. WHO technical report series 982. WHO; 2018.
3 Там же.
4 Общая фармакопейная статья 1.2.4.0005.15 Пирогенность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
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Таблица 1. Основные направления и ожидаемые результаты совершенствования производства антирабического иммуно-
глобулина с точки зрения принципов биоэтики
Table 1. The main methods and expected results of improving the production of antirabies immunoglobulin in terms of bioethical 
principles

Направление развития производства
Method of improving production 

Результат в соответствии с правом 
человека на получение качественной 

фармацевтической помощи
Result in terms of patients’ rights 

to receive high-quality pharmaceutical care

Результат в соответствии 
с концепцией 3R

Result in terms of the 3R concept

Использование современных методов 
очистки при изготовлении препарата

The use of up-to-date methods of product 
purification

Снижение реактогенности
Reduced reactogenicity 

Уменьшение количества 
лабораторных животных 

вследствие снижения побочного 
действия

Reduction in the number 
of laboratory animals due to reduced 

adverse effects

Разработка технологии получения 
гомологичного антирабического 

иммуноглобулина
The development of a technology 

for the production of homologous rabies 
immunoglobulin

Снижение реактогенности, 
уменьшение дозировки препарата

Reduced reactogenicity, 
lower dosage of the product

Исключение из технологической 
схемы животных для получения 

иммунной сыворотки крови
Exclusion of animals 

from the process of production 
of immune blood serum

Разработка технологии получения 
гетерологичного антирабического 

иммуноглобулина на основе 
F(ab’)

2
-фрагментов

The development of a technology 
for the production of F(ab’)

2
-fragments-based 

heterologous rabies immunoglobulin

Снижение реактогенности; повышение 
специфической активности

Reduced reactogenicity;
higher specific activity

Уменьшение количества 
лабораторных животных 

вследствие снижения побочного 
действия

Reduction in the number 
of laboratory animals due to reduced 

adverse effects

Использование культурального 
рабического антигена для 
иммунизации продуцентов

The use of cell culture-based rabies 
antigen for immunisation of producer cells

Снижение реактогенности
Reduced reactogenicity

Исключение из технологической 
схемы животных для получения 

антигена
Exclusion of animals from 

the process of antigen production 

Разработка технологии получения 
антирабического препарата на основе 

рекомбинантных моноклональных 
антител

The development of the technology 
of production of a rabies product based 
on recombinant monoclonal antibodies

Получение препарата с улучшенными 
иммунобиологическими свойствами, 

снижение реактогенности, уменьшение 
дозировки препарата; увеличение объемов 

выпуска препарата
Production of a product with improved 
immunobiological properties, reduced 

reactogenicity, lower dosage of the product; 
higher production volumes

Исключение из технологической 
схемы животных для получения 

иммунной сыворотки крови
Exclusion of animals from 

the process of production of immune 
blood serum

Разработка и внедрение 
методов in vitro для контроля 

биологических свойств препарата
The development and implementation 

of in vitro methods for control 
of the product’s biological properties

Улучшение качества исследований; 
пролонгация срока годности препарата 

за счет сокращения времени 
на проведение контрольных исследований 

готового препарата
Improved quality of research; extension of the 
product shelf life by reducing the time required 

for quality control of the finished product

Замена лабораторных животных, 
используемых для проведения 

контрольных исследований, либо 
уменьшение их количества

Replacement or reduction of animal 
tests used in quality control

5 Общая фармакопейная статья 1.2.4.0006.15 Бактериальные эндотоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 
2018.

6 Общая фармакопейная статья 1.2.4.0016.18 Тест активации моноцитов. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 
2018.

7 European Pharmacopoeia 6th ed. 0723 Human rabies immunoglobulin.
8 Rabies immune globulin. USP 41-NF 36. 

polyphemus или Tachypleus tridentatus)5, а также определение 
пирогенных веществ различной природы с применением теста 
активации моноцитов6.

По сравнению с биологическим тестом на кроликах оба тес-
та, тест по определению бактериальных эндотоксинов и тест 
активации моноцитов, отличаются более высокой чувствитель-
ностью, специфичностью и правильностью, для проведения 
контроля достаточно небольшого количества образца. При 
этом тест активации моноцитов имеет некоторые преимущес-
тва в сравнении с тестом по определению бактериальных 
эндотоксинов. Во-первых, данный метод, так же как и метод 
определения пирогенности на кроликах, направлен на обнару-

жение широкого спектра пирогенных примесей, в том числе 
от микобактерий, грибов, вирусов, химических реагентов и пр. 
Во-вторых, с точки зрения биоэтики, использование теста ак-
тивации моноцитов в сравнении с тестом по определению бак-
териальных эндотоксинов представляется более корректным, 
поскольку существует угроза исчезновения вида L. polyphemus 
[34]. Решением данной проблемы может быть использование 
наборов для определения бактериальных эндотоксинов на ос-
нове рекомбинантного фактора С [35].

В фармакопеях Европы7 и США8 при анализе биоло-
гических свойств человеческого антирабического имму-
ноглобулина равнозначно допускается проведение теста 



93

Биоэтические аспекты совершенствования производства антирабического иммуноглобулина в России

Bioethical Aspects of Improving the Production of Rabies Immunoglobulin in Russia 

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2020, Т. 20, № 2

BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment.  2020, V. 20, No. 2

«Пирогенность» с использованием кроликов и определение 
бактериальных эндотоксинов и установлено значение по-
рогового содержания бактериальных эндотоксинов, равное 
5 МЕ/мл.

В отношении определения пирогенных примесей в пре-
парате антирабического иммуноглобулина из сыворотки кро-
ви лошади, производимого в России, данные о применении 
тестов активации моноцитов и по определению бактериаль-
ных эндотоксинов на сегодняшний день отсутствуют. По этой 
причине первоочередными задачами при внедрении методов 
in vitro для контроля содержания пирогенных примесей в пре-
парате гетерологичного антирабического иммуноглобулина яв-
ляются уточнение процедуры пробоподготовки и особенностей 
проведения реакции, а также определение пороговых значений 
указанных тестов.

Открытым остается вопрос проведения контрольных ис-
пытаний антирабического иммуноглобулина по показателю 
«Аномальная токсичность», осуществляемых на белых мышах 
и морских свинках в соответствии с ОФС 1.2.4.0004.159. Мно-
гие исследователи считают нецелесообразным проведение 
указанного теста при производстве фармацевтических препа-
ратов, в том числе вакцин и сывороток10 [36, 37]. Такое мнение 
связано с недостаточными возможностями указанного теста 
для выявления нежелательных реакций у пациента, а также ис-
ключением возможности попадания токсичных веществ в ле-
карственную субстанцию в условиях современного производ-
ства, отвечающего требованиям GMP [37]. Последний фактор 
является ключевым в отношении отказа от проведения теста 
по показателю «Аномальная токсичность». Необходимым ус-
ловием для принятия подобных решений должно быть полное 
соответствие производства рекомендациям ВОЗ в отношении 
требований GMP, при этом должен быть полностью исключен 
риск отклонений от регламентированного технологического 
режима [38] и проведены соответствующие эксперименты, до-
казывающие возможность исключения показателя «Аномаль-
ная токсичность» [39].

Наиболее очевидным решением вопроса исследования 
токсичных свойств сывороточных препаратов представляется 
замена животных клеточными культурами. Так, их применение 
позволило сравнить токсическое действие образцов нормаль-
ных и энтеровирусных сывороток, а также выделенного из них 
специфичного иммуноглобулина [40]. В составе препарата 
антирабического иммуноглобулина отсутствуют токсичные со-
единения, поэтому отказ от использования животных в этом 
случае согласуется с международным опытом проведения ис-
пытаний на токсичность [19].

Таким образом, в настоящее время существует широ-
кий спектр направлений по совершенствованию российского 
производства антирабического иммуноглобулина и качества 
получаемого препарата. Краткое описание направлений совер-
шенствования производства, представленное с точки зрения 
биоэтических принципов, приведено в таблице 1.

Заключение

Решение биоэтических вопросов тесно взаимосвязано 
с развитием производства лекарственных препаратов. Прин-
ципы биоэтики являются фундаментом для развития научных 
медицинских, фармацевтических и биотехнологических иссле-
дований, в том числе в области разработки технологии получе-

ния антирабических препаратов, совершенствования системы 
контроля качества.

Право пациента на получение качественной фармацевти-
ческой помощи напрямую обуславливает необходимость про-
ведения исследований, направленных на получение препарата 
антирабического иммуноглобулина с высокой специфической 
активностью и отсутствием нежелательных реакций при его 
введении. К таковым направлениям относятся поиск современ-
ных способов очистки при изготовлении препарата; получение 
антирабического иммуноглобулина из иммунной сыворотки 
крови человека; получение F(ab’)2-фрагментов антирабических 
антител; использование материала для иммунизации проду-
центов антирабической сыворотки, полученного на клеточной 
культуре; получение рекомбинантных моноклональных анти-
тел, специфичных к вирусу бешенства. Следование концепции 
3R прежде всего позволит привести систему контроля качества 
препарата в соответствие с требованиями международных 
фармакопей и нормативных документов. Сокращение обще-
го количества животных также положительно отразится на 
биологической безопасности производства антирабического 
иммуноглобулина за счет упрощения производственных мани-
пуляций.

При этом первоочередными задачами в развитии россий-
ского производства гетерологичного антирабического имму-
ноглобулина являются увеличение объемов производства для 
обеспечения его доступности пациентам, снижение реактоген-
ности за счет получения рабического антигена с применением 
культуральных технологий, а также разработка и внедрение 
методов in vitro для проведения контрольных исследований 
качества препарата.

Решение указанных задач требует тщательного изучения, 
поскольку внедрение в производство технологий in vitro не 
должно оказывать отрицательного влияния на качество кон-
трольных тестов и эффективность препарата.
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Нетуберкулезные микобактерии

М. В. Макарова*, Л. Д. Гунтупова
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«Московский научно-практический центр борьбы с туберкулезом 
Департамента здравоохранения города Москвы»,
ул. Стромынка, д. 10, Москва, 107014, Российская Федерация

К настоящему времени в мире резко возросло количество заболеваний, которые связывают с потенциаль-
но патогенными микроорганизмами рода Mycobacterium, но отличающимися по своим характеристикам от 
микобактерий туберкулеза. Такие бактерии принято называть атипичными или нетуберкулезными мико-
бактериями (НТМБ), а вызываемые ими заболевания — микобактериозами. НТМБ представлены более 
чем 20 видами широко распространенных в окружающей среде кислотоустойчивых микроорганизмов, не 
входящих в состав M. tuberculosis complex. Однако значение отдельных видов НТМБ в патологии челове-
ка неоднозначно. Цель работы — анализ современного состояния проблемы роста заболеваний, вызы-
ваемых нетуберкулезными микобактериями, основных направлений исследований по ранней диагностике 
микобактериозов, идентификации и изучению лекарственной чувствительности данных микроорганизмов. 
В статье приведены современные представления о видовых различиях НТМБ, их распространенности и па-
тогенности для человека и животных. Проведен анализ основных мероприятий, направленных на диагно-
стику и лечение заболеваний, вызываемых НТМБ. Приведены результаты исследования чувствительности/
устойчивости НТМБ к противотуберкулезным препаратам. Диагностика микобактериозов остается крайне 
затруднительной, в первую очередь из-за сходства клинико-рентгенологической картины с таковой при ту-
беркулезе. Выявление множественной и широкой лекарственной устойчивости НТМБ к большинству про-
тивотуберкулезных препаратов затрудняет лечение вызываемого ими заболевания. В связи с увеличением 
частоты и распространенности микобактериозов у людей во всем мире, трудностями дифференциальной 
диагностики, выявлением широкой лекарственной устойчивости НТМБ дальнейшее изучение различных 
аспектов данного заболевания является особенно важным и актуальным.
Ключевые слова: нетуберкулезные микобактерии; идентификация; микобактериоз; диагностика; лекар-
ственная чувствительность; лекарственная устойчивость
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There has been a sharp increase in the number of diseases associated with potentially pathogenic microorganisms 
of the genus Mycobacterium, which differ from Mycobacterium tuberculosis. These bacteria are known as atypical 
mycobacteria or nontuberculosis mycobacteria (NTM), and the diseases they cause are called mycobacteriosis. 
NTMs include more than 20 species of acid-resistant microorganisms that are widespread in the environment 
and that are not members of the M. tuberculosis complex. However, the role of certain types of NTMs in the 
pathogenesis of human diseases is rather ambiguous. The aim of the paper was to analyse the current rise in 
the incidence of NTM diseases, as well as the main areas of research on early diagnosis of mycobacteriosis and 
the detection and testing of drug susceptibility of these microorganisms. The paper summarises current views on 
NTM species differences, their prevalence and pathogenicity for humans and animals. The authors analysed the 
main efforts aimed at diagnosis and treatment of NTM diseases. The paper cites the results of the study of NTM 
susceptibility/resistance to anti-tuberculosis drugs. The diagnosis of mycobacteriosis remains extremely difficult, 
mainly because of the similarity of the clinico-radiological evidence with that of tuberculosis. Detection of NTM 
multiple and extensive drug resistance to the majority of anti-tuberculosis drugs complicates the treatment of the 
NTM disease. Further study of various aspects of NTM diseases is especially important given the increase in the 
incidence and prevalence of mycobacteriosis all over the world, challenging differential diagnosis, and detection 
of NTM extensive drug resistance.
Key words: nontuberculous mycobacteria; detection; mycobacteriosis; diagnosis; drug susceptibility; drug 
resistance
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К середине ХХ века в научной литературе были опублико-
ваны данные о поражениях у человека, сходных с туберкулез-
ными. Выделенные из патологического материала бактерии 
были отнесены, как и возбудитель туберкулеза, к роду Myco-
bacterium. Эти микобактерии, которые отличались по своим 
характеристикам от микобактерий туберкулеза (МБТ), в лите-
ратуре принято называть атипичными или нетуберкулезными 
микобактериями (НТМБ), а вызываемые ими заболевания — 
микобактериозами. НТМБ представлены более чем 20 вида-
ми широко распространенных в окружающей среде кислото-
устойчивых бактерий, не входящих в состав M. tuberculosis 
complex, но являющихся оппортунистическими патогенами 
диких и домашних животных, птиц и человека. Заболевания, 
вызываемые разными видами НТМБ, характеризует сходная 
с туберкулезом клинико-рентгенологическая картина пора-
жения легких, однако схема химиотерапии микобактериозов 
отличается от таковой при туберкулезе вследствие естествен-
ной резистентности НТМБ к противотуберкулезным препара-
там. В настоящее время известно более 150 видов/подвидов 
НТМБ, многие из которых могут вызывать патологию у чело-
века — микобактериоз [1–7].

Наличие хронических неспецифических заболеваний 
легких, нарушение местного и системного иммунитета у че-
ловека приводят к значительному увеличению показателя 
заболеваемости, связанной с НТМБ, в мире. Факторами, 
влияющими на частоту возникновения и выявления мико-
бактериоза, являются, с одной стороны, генетическая пред-
расположенность к возможному поражению микобактериями 
и с другой стороны — настороженность к данной патологии 
у специалистов и усовершенствование методов выделения 
и идентификации микобактерий, рост эпидемических пока-
зателей по ВИЧ-инфекции в последние десятилетия [2, 3, 5, 
8–11]. Увеличение доли легочных заболеваний, вызванных 
НТМБ, во многих странах сочетается со снижением заболева-
емости туберкулезом. Так, по данным S. Brode и соавт. [12], 
основанным на 22 исследованиях, проведенных в 16 геогра-
фических зонах четырех континентов, в 81% регионов имело 
место снижение числа пациентов с туберкулезом, а в 94% — 
увеличение патологии, вызываемой НТМБ. Аналогичные дан-
ные приводят J. Chien и соавт. [6], D. Pr evots и T. Marras  [13] 
и другие авторы.

Цель работы — анализ современного состояния про-
блемы роста заболеваний, вызываемых нетуберкулезны-
ми микобактериями, основных направлений исследований 
по ранней диагностике микобактериозов, идентификации 
и изу чению лекарственной чувствительности данных микро-
организмов.

Эпидемиология микобактериозов

В частоте патологии, вызываемой различными видами 
НТМБ, выявлены значительные различия в зависимости от ре-
гиона.

Основными возбудителями микобактериозов человека яв-
ляются НТМБ, принадлежащие к видам комплекса М. avium-in-
tracellulare complex (МАС), M. kansasii, M. abscessus, M. xenopi 
[1, 5, 7, 13–16].

При этом MAC чаще выделяют в Северной (44% среди всех 
НТМБ), чем в Южной Европе (31% от всех НТМБ), M. xenopi 
чаще встречается в Южной (21% от всех изолятов НТМБ), чем 
в Северной Европе (6%). M. kansasii являются второй по ча-

стоте причиной заболеваний легких в некоторых европейских 
странах, включая Великобританию [17].

В Великобритании, Греции и Нидерландах НТМБ обнару-
живаются приблизительно в 2,9, 7,0 и 6,3 случая на 100 тыс. 
населения, а распространенность микобактериоза легких — 
в 1,7, 0,7 и 1,4 случая на 100 тыс. населения соответственно 
[18–20].

В Германии частота обнаружения НТМБ при заболеваниях 
легких увеличилась с 2,3 до 3,3 случая на 100 тыс. населения 
(с 2008 по 2014 г.) [21].

В Онтарио (Канада) частота выделения НТМБ из респи-
раторных образцов (без учета наличия истинного заболева-
ния) в последние годы варьировала от 14,1 до 22,2 случая на 
100 тыс. населения в го д. Было обнаружено, что наиболее рас-
пространенными видами НТМБ, вызывающими заболевание 
легких, являлись MAC, cледующие по распространенности — 
M. xenopi и быстрорастущие микобактерии [22].

В штате Орегон (США) распространенность заболевания 
микобактериозом легких составила 8,6, а в других штатах — 
от 1,4 до 6,6 случая на 100 тыс. населения [7].

В Японии в 2005 г. распространенность заболеваний лег-
ких, вызванных НТМБ, составляла от 33 до 65 случаев на 
100 тыс. населения, причем в большинстве случаев это были 
МАС [23]. Ведущая роль MAC в легочной патологии наблюда-
лась также в большинстве других стран Восточной Азии [14].

Несмотря на приведенные данные, получение точной кар-
тины распространенности микобактериозов не представляется 
возможным в связи с тем, что эти инфекции не регистрируют-
ся в большинстве стран мира. В некоторых странах, где осно-
вой постановки диагноза туберкулеза является микроскопия, 
можно предположить, что у ряда пациентов, у которых диагно-
стирован туберкулез, особенно с лекарственной устойчивос-
тью возбудителя, в действительности может быть заболевание 
легких, вызванное НТМБ [24, 25].

Например, исследование, проведенное в Китае, показало, 
что в 3,4% образцов мокроты с положительным результатом 
микроскопии был получен рост НТМБ, и прежде всего MAC [26].

Частота обнаружения НТМБ в Москве за период с 2006 
по 2015 г. увеличилась с 2,5 до 10,6% от всех выделенных 
культур микобактерий. Наиболее часто встречающимися вида-
ми НТМБ в Московском регионе, как и в большинстве стран 
мира, являются среди медленнорастущих — MAC, M. kansasii, 
M. xenopi, а среди быстрорастущих — M. fortuitum, M. chelonae, 
M. abscessus [5].

Виды нетуберкулезных микобактерий

В отличие от строгих патогенов М. tuberculosis и M. leprae, 
НТМБ — это в основном свободноживущие природные сапро-
фиты, которые, как правило, не встречаются в неживой при-
роде. Наибольшее значение в клинической практике имеют 
виды МАС, M. kansasii, M. fortuitum, M. abscessus и M. chelonae, 
которые структурно и биохимически сходны с M. tuberculosis. 
Ранее НТМБ называли «атипичными», в настоящее время этот 
термин устарел, так как по всем признакам они являются ти-
пичными представителями рода Mycobacterium [6, 27, 28].

Новые виды НТМБ обнаруживают постоянно, их класси-
фикация и систематика продолжаются1. Определение новых 
видов в последние десятилетия основано в первую очередь на 
молекулярных методах изучения видоспецифических нуклео-
тидных последовательностей [29–31].

1 List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature. Genus Mycobacterium.
https://lpsn.dsmz.de/genus/mycobacterium
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Заболевания микобактериозами 

человека и животных

Принято считать, что микроорганизмы из аэрозолей, об-
разующихся над водой и почвой, могут играть важную роль 
в возникновении респираторных заболеваний2.

В то же время обосновано предположение о том, что по-
ступление в организм человека возбудителя с пищей и водой 
является причиной диссеминированных форм МАС-инфекции 
с выраженной клиникой со стороны желудочно-кишечного 
тракта. Этот же источник инфекции играет основную роль 
и у детей с микобактериальными цервикальными лимфадени-
тами. Прямое инфицирование НТМБ из воды и других природ-
ных источников происходит также у пациентов с повреждения-
ми кожи и мягких тканей [2, 5, 27, 28].

Несмотря на то что НТМБ широко распространены в окру-
жающей среде, заболевания, причиной которых они явля-
ются, — относительно редкое явление. Это свидетельствует 
о том, что основных механизмов защиты хозяина достаточно 
для предотвращения инфицирования НТМБ. Пациенты, у ко-
торых развивается микобактериоз, вероятно, имеют специфи-
ческие факторы восприимчивости, которые делают их уязви-
мыми для этих инфекций. Многие заболевания, связанные со 
структурным повреждением легких, такие как кистозный фиб-
роз, бронхоэктатическая болезнь, хроническая обструктивная 
болезнь легких, предшествующие туберкулез и пневмокониоз, 
были признаны предрасполагающими факторами к заболева-
ниям легких, вызванных НТМБ [2, 5, 32–34].

Иммуносупрессивный статус, связанный, например, 
с ВИЧ-инфекцией, трансплантацией или использованием им-
мунодепрессантов, и другие, в первую очередь генетически 
обус ловленные механизмы, способствуют развитию патоло-
гии, вызываемой НТМБ [34–37].

В отличие от туберкулеза, передача НТМБ от человека к че-
ловеку считается маловероятной, хотя данные об этом типе 
передачи были зарегистрированы для пациентов с кистозным 
фиброзом, инфицированных M. abscessus [2].

Диссеминированные поражения, вызванные НТМБ, разви-
ваются, как правило, у пациентов с нарушениями иммунитета, 
в первую очередь ВИЧ-инфицированных. Заболевания легких, 
лимфадениты, поражения кожи, подкожной клетчатки, костей 
и суставов свидетельствуют о том, что НТМБ могут являться 
этиологическим фактором самой разнообразной патологии 
человека [2, 4, 5, 9–11, 38].

В патологии, вызываемой разными видами НТМБ, МАС — 
это основные виды, вызывающие микобактериозы, особенно 
у ВИЧ-инфицированных лиц. МАС могут быть возбудителями 
поражения любых органов и тканей. В первую очередь это ка-
сается легочных микобактериозов и диссеминированных (ге-
нерализованных) поражений [1, 5, 13, 23].

Однако в настоящее время и другие виды НТМБ играют 
существенную роль (в большей или меньшей степени) в раз-
витии микобактериозов у человека.

Так, среди медленнорастущих НТМБ M. kansasii, реже 
M. xenopi, M. malmoense, M. scrofulaceum, M. haemophilum 
и ряд других являются этиологическими факторами заболева-
ний легких и других органов как у ВИЧ-инфицированных, так 
и у неинфицированных пациентов. M. marinum, М. ulcerans так-
же часто вызывают поражения кожи [2, 13, 17, 23, 39].

Быстрорастущие микобактерии комплекса M. abscessus / 
М. chelonae (особенно M. abscessus), реже M. fortuitum / M. pe-

regrinum вызывают самую различную патологию легких, костей 
и суставов, диссеминированные поражения и др. [16, 40, 41].

Описаны также микобактериозы, вызванные и другими ви-
дами НТМБ, что в первую очередь зависит от качества работы 
соответствующей лаборатории и настороженности врачей в от-
ношении данной патологии [2, 5].

Кроме человека НТМБ вызывают различную патологию 
у животных. НТМБ, вероятно, могут подвергаться «трансмис-
сии» между внешней средой, особями «дикой природы», до-
машним скотом и людьми [27, 28].

Диагностика микобактериозов

В отличие от М. tuberculosis, выделение НТМБ из патологи-
ческого материала не всегда свидетельствует об их безуслов-
ной этиологической значимости. Возможна случайная конта-
минация диагностического материала из окружающей среды 
или колонизация. Вместе с тем, поскольку результаты лечения 
также различаются в зависимости от вида НТМБ, точное опре-
деление их вида очень важно [1, 2, 42, 43].

Диагностика заболевания легких НТМБ требует от спе-
циалистов интеграции клинических, рентгенографических 
и микробиологических данных. Наиболее широко в мире ис-
пользуют диагностические критерии Американского тора-
кального общества и Американского общества инфекционных 
заболеваний. Главным критерием в постановке диагноза ми-
кобактериоза служит многократное выделение одного и того 
же вида НТМБ из диагностического материала при отсутствии 
МБТ и наличии клинико-рентгенологических симптомов забо-
левания. Также диагноз может быть поставлен при однократ-
ном выделении НТМБ из материала, полученного в стерильных 
условиях (операционный материал, абсцесс, спинномозговая 
жидкость). Симптомы микобактериоза неспецифичны и часто 
возникают в условиях ранее существовавшего заболевания 
легких [2].

Выделение MAC, M. abscessus, M. kansasii, M. malmoense, 
M. xenopi и М. szulgai из респираторных образцов указывает 
на относительно высокую вероятность истинного заболе-
вания легких, тогда как менее вирулентные виды, такие как 
М. gordonae, М. terrae и комплекс M. fortuitum, обычно являют-
ся контаминантами, а не возбудителями истинного заболева-
ния легких, вызванного НТМБ [1, 10, 42].

Во всех случаях выделения НТМБ вместе с МБТ приоритет 
при лечении отдается последним. Дифференциальная диагно-
стика микобактериоза и туберкулеза, в первую очередь с мно-
жественной и широкой лекарственной устойчивостью возбуди-
теля, является особенно сложной [2, 24, 25].

Следует подчеркнуть, что при всей необходимости ком-
плексной диагностики заболевания, вызванного НТМБ, клю-
чевую роль играет идентификация вида микобактерий (мик-
робиологическая, молекулярно-генетическая), разумеется, 
в сочетании с клинико-рентгенологическим исследованием 
[2, 5, 42, 44].

Лекарственная чувствительность 

нетуберкулезных микобактерий

Лечение микобактериоза является еще более сложным по 
сравнению с лечением туберкулеза. Показатель летальности 
при микобактериозах высокий [2, 45]. Особенности строения 
клеточной стенки (высокое содержание липидов, низкое со-
держание пуринов, широкий набор эффлюксных насосов) 

2 Зверев ВВ, Бойченко МН, Быков АС, Миронов АЮ, Несвижский ЮВ, Пашков ЕП. и др., ред. Медицинская микробиология, вирусология и им-
мунология. Учебник в 2-х томах. Т. 2. М.: ГЭОТАР-Медиа; 2010.
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и активность цитоплазматических ферментов НТМБ являются 
причиной их природной устойчивости к большинству противо-
туберкулезных (ПТП) и других антибактериальных препаратов 
(АБП) [2, 3, 46–48].

Приобретенная устойчивость обусловлена соответствую-
щими мутациями в геноме микобактерий, которые возникают 
во время воздействия на них АБП. Эта проблема для НТМБ, 
в отличие от M. tuberculosis, является малоизученной [3, 36, 
47]. Вместе с тем, определение лекарственной чувствительнос-
ти (ЛЧ) НТМБ является важным для назначения адекватной 
терапии. Однако данных литературы о профилях ЛЧ разных 
видов НТМБ существенно меньше, чем о ЛЧ M. tuberculosis 
[2, 3, 46, 47, 49]. Различие профилей ЛЧ разных видов НТМБ 
при отсутствии достоверных данных создает трудности при на-
значении антибактериальной терапии микобактериозов.

Применение результатов тестирования ЛЧ НТМБ в кли-
нической практике не всегда эффективно из-за частого рас-
хождения между чувствительностью in vitro и клиническими 
результатами in vivo. Наиболее широко при проведении тестов 
на ЛЧ используют метод серийных микроразведений в жидкой 
питательной среде согласно рекомендациям Института клини-
ческих и лабораторных стандартов3. Для медленнорастущих 
НТМБ установлены корреляции с клиническим ответом для 
макролидов и амикацина при заболеваниях легких, вызванных 
MAC, и для рифампина — M. kansasii. Устойчивость к макроли-
дам MAC обусловлена мутациями в гене 23S рРНК. Для быстро-
растущих НТМБ рекомендуется определение ЛЧ к амикацину, 
кларитромицину, имипенему, линезолиду, моксифлоксацину. 
Индуцируемая устойчивость к макролидам у быстрорастущих 
НТМБ обусловлена мутациями в гене erm, который присутству-
ет в большинстве штаммов M. abscessus4 [2, 3, 47].

В ГБУЗ «МНПЦ борьбы с туберкулезом ДЗМ» было про-
ведено исследование лекарственной чувствительности / ре-
зистентности к химиопрепаратам ряда НТМБ, наиболее часто 
вызывающих микобактериозы в Московском регионе. Среди 
медленнорастущих — это МАС, M. kansasii и M. xenopi, а среди 
быстрорастущих — M. chelonae complex (MCC) и M. fortuitum 
 complex (MFC) [49–51].

При сравнении показателей, характеризующих ЛЧ мед-
леннорастущих НТМБ, было установлено, что МАС достовер-
но чаще были более устойчивыми по сравнению с M. kansasii 
и M. xenopi к доксициклину, изониазиду, моксифлоксацину, 
рифампицину, стрептомицину, ципрофлоксацину, этионамиду. 
Все изученные виды сохраняли чувствительность к амикацину, 
кларитромицину, моксифлоксацину [50, 52].

При изучении ЛЧ быстрорастущих НТМБ было установ-
лено, что MFC были достоверно чаще, чем МСС устойчивы 
к имипинему, кларитромицину, тобрамицину, цефепиму 
и цефтриаксону. К доксициклину, миноциклину, моксифлок-
сацину, триметоприм/сульфаметоксазолу, ципрофлоксацину 
чаще были устойчивы штаммы МСС. Большинство штаммов 
MCC и MFC были чувствительны к амикацину, линезолиду и це-
фоксицину [50, 52].

Заключение

НТМБ представляют собой «новые» патогены, которые 
поражают как лиц с ослабленным иммунитетом, так и имму-
нокомпетентных. Частота и распространенность заболевания 
легких НТМБ во всем мире растет. Патология, вызываемая 
нетуберкулезными микобактериями, в настоящее время ста-

новится очень серьезной проблемой, так как в какой-то сте-
пени занимает «нишу», которую «освобождает» туберкулез. 
Самыми распространенными возбудителями легочной инфек-
ции (которая развивается чаще всего при заражении НТМБ) 
являются медленнорастущие микобактерии MAC и M. kansasii, 
а также быстрорастущие M. abscessus complex. Ситуацию ос-
ложняет то, что особую опасность НТМБ представляют для лиц 
с серьезными нарушениями иммунитета (в первую очередь 
ВИЧ-инфицированных).

Патология, вызываемая НТМБ, имеет черты сходства 
с туберкулезом. Для дифференциальной диагностики этих 
заболеваний необходимы надежные современные методы 
идентификации возбудителей и оценки их устойчивости к ан-
тибактериальным препаратам. Это чрезвычайно важно, так как 
во многих регионах мира данную патологию часто не отличают 
от туберкулеза, что неблагоприятно влияет на результаты ле-
чения.
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Вирус Мадариага

Т. Е. Сизикова, В. Н. Лебедев, С. В. Борисевич*

Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«48 Центральный научно-исследовательский институт»
Министерства обороны Российской Федерации,
ул. Октябрьская, д. 11, Сергиев Посад-6, Московская область,
141306, Российская Федерация

В последнее время происходит расширение ареала распространения заболевания, вызванного вирусом 
Мадариага. С учетом географического расположения эндемичных по заболеванию регионов, входящих 
в сферу туристического бизнеса, а также установленной возможности завозных случаев, нельзя исклю-
чить появления данного заболевания на территории России. Целью работы является анализ свойств ви-
руса Мадариага (род Alphavirus, комплекс вируса восточного энцефаломиелита лошадей) и некоторых 
эпидемиологических и эпизоотологических характеристик вызываемого им заболевания, характеризу-
ющегося диффузным воспалением головного и спинного мозга. По совокупности экологических и моле-
кулярно-генетических характеристик вирус Мадариага классифицирован в качестве отдельного вируса, 
входящего в комплекс вируса восточного энцефаломиелита лошадей. Доказано, что данный возбудитель 
может вызывать эпизоотические вспышки у лошадей, инфицировать другие виды млекопитающих (кры-
сы, летучие мыши), а также, возможно, птиц и рептилий. Показано, что резервуаром возбудителя явля-
ется короткохвостая тростниковая мышь Zygodontomys brevicauda. Описаны случаи заболеваний людей, 
установлен вероятный способ инфицирования человека — трансмиссивный, через укус инфицирован-
ных комаров. Комары родов Culex, Aedes, Psorophora являются векторами передачи возбудителя. Про-
веденные в Панаме серологические исследования выявили наличие антител к вирусу Мадариага у 2–5% 
обследованных, что свидетельствует о протекании, наряду с клинически выраженной, бессимптомной 
формы инфекции. Филогенетический анализ штаммов, выделенных от зараженных людей, показал, что 
штаммы относятся к III линии подтипа вируса восточного энцефаломиелита лошадей, распространенной 
в Центральной и Южной Америке. Приведены результаты оценки возможных факторов риска инфициро-
вания вирусом Мадариага в эндемичных районах с помощью информационного критерия Акаике. Группы 
риска в эндемичных районах составляют работники сельскохозяйственных ферм и рыбаки. Результаты 
исследований указывают на расширение ареала распространения возбудителя, при этом наибольшую 
эпидемическую опасность представляют штаммы, относящиеся к генетической линии III вируса восточ-
ного энцефаломиелита лошадей.
Ключевые слова: вирус Мадариага; восточный энцефаломиелит лошадей; резервуар инфекции; векто-
ры передачи инфекции
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Madariaga Virus

T. E. Sizikova, V. N. Lebedev, S. V. Borisevich*

48 Central Scientific Research Institute,
11 Oktyabr’skaya St., Sergiev Posad-6, Moscow Oblast
141306, Russian Federation

The area affected by the disease caused by Madariaga virus has been expanding recently. Given the geographic 
location of the endemic regions that overlap with tourist destinations, as well as the confirmed possibility of 
importing the disease, we cannot rule out the risk of appearance of this disease in Russia. The aim of the study 
was to analyse the properties of Madariaga virus (Alphavirus genus, eastern equine encephalomyelitis virus 
complex) and some epidemiological and epizootological characteristics of the virus-associated disease which 
manifests itself in diffuse inflammation of brain and spinal cord. Based on both ecological and molecular genetic 
characteristics of Madariaga virus, it is classified as an individual virus which is part of the eastern equine 
encephalomyelitis virus complex. There is evidence that this pathogen can cause epizootic outbreaks in horses, 
infect other types of mammals (rats, bats), as well as, potentially, birds and reptiles. The reservoir of infection 
is the short-tailed cane mouse (Zygodontomys brevicauda). Human cases have also been described, and the 
potential route of infection was identified as transmission via mosquito bites. Vectors of pathogen transmission 
are mosquitoes of the Culex, Aedes, and Psorophora genera. Serological studies carried out in Panama revealed 
the presence of antibodies to Madariaga virus in 2–5% of the examined patients, which indicates the existence 
of asymptomatic infection along with clinically apparent infection. Phylogenetic analysis of strains isolated from 
infected people showed that the strains belong to lineage III of the eastern equine encephalomyelitis virus subtype 
common in Central and South America. The paper summarises the results of assessment of potential risk factors 
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of Madariaga virus infection in endemic regions that was performed using the Akaike information criterion. Risk 
groups in endemic regions are represented by farm workers and fishermen. The results of the studies show that 
the area affected by the disease is expanding, and the strains that belong to genetic lineage III of the eastern 
equine encephalomyelitis virus pose the greatest epidemic risk.
Key words: Madariaga virus; eastern equine encephalomyelitis; reservoir of infection; vectors of infection 
transmission
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Вирус восточного энцефаломиелита лошадей (ВсЭЛ) от-
носится к семейству Togaviridae, poду Alphavirus. Экологиче-
ская группа арбовирусов образует одноименный антигенный 
комплекс, включающий в себя два различающихся между 
собой антигенных подтипа: более вирулентный для челове-
ка — североамериканский (уровень летальности среди забо-
левших достигает 50%) и менее вирулентный — южноамери-
канский [1].

Вызываемое вирусом ВсЭЛ одноименное заболевание — 
острая природно-очаговая трансмиссивная инфекция, харак-
теризующаяся диффузным воспалением головного и спинно-
го мозга, протекающая с высокой лихорадкой и выраженными 
многоочаговыми неврологическими симптомами [2].

Представители южноамериканского подтипа вируса ВсЭЛ 
в настоящее время рассматриваются в качестве штаммов но-
вого отдельного возбудителя, получившего название вирус 
Мадариага. Согласно предложенной классификации северо-
американский подтип вируса ВсЭЛ образует одну генети-
ческую линию комплекса ВсЭЛ (линия I), которая включает 
штаммы из Северной Америки [3]. Следовательно, комплекс 
вируса ВсЭЛ включает два отдельных возбудителя — вирус 
ВсЭЛ и вирус Мадариага.

Цель работы — анализ свойств вируса Мадариага (род Al-
phavirus, комплекс вируса восточного энцефаломиелита лоша-
дей) и некоторых эпидемиологических и эпизоотологических 
характеристик вызываемого им заболевания.

Южноамериканский подтип вируса ВсЭЛ, представителем 
которого является вирус Мадариага, разделен на линии II, III 
и IV. Данный возбудитель был выделен от животных и чело-
века в странах Южной и Центральной Америки, но не встре-
чался (до недавнего времени) в странах бассейна Карибского 
моря [1].

Вирус Мадариага вызывает эпизоотические вспышки 
у лошадей и может инфицировать различные виды млекопи-
тающих, включая крыс и летучих мышей, а также, возможно, 
птиц и рептилий [3–5]. Резервуаром возбудителя являются ко-
роткохвостые тростниковые мыши (Zygodontomys brevicauda). 
Доля серопозитивных животных составляет 8,7% [5].

В 2010 г. зарегистрировано ограниченное количество 
(13 случаев) заболеваний человека, причем все случаи с симп-
томами энцефалита выявлены во время вспышки в Дарьене 
(Панама) [3–5]. Характерной особенностью данной вспышки 
явилось то, что в ходе нее зарегистрирована одновременная 
циркуляция вирусов венесуэльского энцефаломиелита ло-
шадей (ВЭЛ) и Мадариага. Всего было выявлено 100 случаев 
заболевания с подозрением на инфицирование указанными 
вирусами, 19 человек были госпитализированы.

Результаты исследования, ранее проведенного в Перу, по-
казали, что, несмотря на многократные зарегистрированные 
случаи выделения вируса Мадариага от лошадей, не было 
выявлено ни одного случая выделения возбудителя от чело-
века [6]. Доля серопозитивных лиц была низкая [7]. При ис-
следовании вспышки заболевания лошадей, вызванного виру-

сом Мадариага в Панаме в 1973 г., установлено, что ни один 
из 1700 обследованных лиц, проживавших в районе, где прои-
зошла эпизоотия, не был серопозитивным по отношению к ви-
русу Мадариага [8]. Однако во время эпидемической вспышки, 
вызванной вирусом Мадариага в Панаме в 2010 г., уже были 
зарегистрированы несколько случаев выделения возбудителя 
от зараженных людей. В большинстве случаев у них были отме-
чены признаки энцефалита [1]. Проведенные в это время в Па-
наме серологические исследования выявили наличие антител 
к вирусу Мадариага у 2–5% обследованных, что свидетельству-
ет о протекании, наряду с клинически выраженной формой за-
болевания, бессимптомной инфекции [3–5]. Филогенетический 
анализ установил, что штаммы вируса Мадариага, выделенные 
во время вспышки 2010 г. в Панаме, были сходны с таковыми, 
выделенными там же от лошадей в 1984 и 1986 гг., и поэтому 
не могут рассматриваться как недавно завезенные штаммы [5].

Помимо проб, отобранных от людей, было проведено те-
стирование образцов крови мелких млекопитающих, собран-
ных в 42 географических районах Панамы [5]. Пробы были 
исследованы на наличие вируснейтрализующих антител (ВНА) 
к вирусу Мадариага. Кроме этого, тестированию были подверг-
нуты образцы сывороток крови местных птиц. Уровень виру-
семии определяли с помощью метода обратной транскрипции 
и полимеразной цепной реакции в режиме реального времени 
(ОТ-ПЦР РВ). Специфические антитела к вирусу Мадариага 
определяли с помощью иммуноферментного анализа и в ре-
акции нейтрализации.

Была исследована кровь 32 летучих мышей, относящихся 
к 16 различным видам, 556 грызунов (12 видов) и 20 опос-
сумов (4 вида). Наибольшая доля серопозитивных животных 
(8,3%) выявлена среди короткохвостых тростниковых мышей 
(Zygodontomys brevicauda), у одной крысы была выявлена 
вирусемия [4, 5]. Из 159 исследованных образцов сывороток 
крови птиц различных видов вирус Мадариага, как и возбуди-
тель ВЭЛ, выявлен не был. Среди исследованных 770 образцов 
сывороток крови человека 4,8% были серопозитивны по отно-
шению к вирусу Мадариага и 31,5% по отношению к вирусу 
ВЭЛ. Антитела к вирусу Мадариага в основном были выявлены 
среди работников сельскохозяйственных ферм и рыбаков.

Векторами передачи возбудителя являются комары родов 
Culex, Aedes и Psorophora. Комары Culex pedroi являются ос-
новным вектором передачи возбудителя в бассейне Амазонки, 
комары Culex taeniopus — в Панаме. Комары Psorophora albi-
genu и особенно Psorophora ferox являются весьма активными 
по отношению к человеку [1].

Комары Culex pedroi ранее не были выявлены в Гаити, одна-
ко там присутствуют другие виды комаров данного рода (Culex 
atratus, Culex carcinophilus, Culex erraticus, Culex pilosus), а также 
комары Psorophora ferox. Предполагается, что указанные виды 
комаров являлись основными векторами передачи вируса Ма-
дариага во время эпидемической вспышки в 2015 г. в Гаити [1].

A. Y. Vittor с соавт. [5] оценили возможные факторы риска 
инфицирования вирусом Мадариага для населения эндемич-
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ных регионов. Оценка возможности инфицирования вирусом 
Мадариага проведена с помощью информационного критерия 
Акаике (an information criterion, AIC) [5]. Данные, представлен-
ные в таблице 1, определяют вероятные группы риска в энде-
мичных регионах.

Различия по тяжести заболевания, отмеченные при анали-
зе вспышки в Панаме в 2010 г. и случаев заболевания в Гаити 
в 2015–2016 гг. [1], можно объяснить либо реальными разли-
чиями по патогенности для человека соответствующих штам-
мов, либо неодинаковой восприимчивостью населения Панамы 
и Гаити (возможно, за счет различного этнического состава).

Филогенетический анализ штаммов, выделенных от за-
раженных людей в Гаити, выявил, что штаммы относятся к III 
линии подтипа вируса ВсЭЛ, которая представляет изоляты 
из Центральной и Южной Америки. Время появления наи-
более позднего общего предка для этой сублинии — 1939 г. 
(I95: 1931–1948 гг.). В пределах данной линии новые изоляты 
из гаитянского кластера близки к изолятам, выделенным в Па-
наме. Время появления наиболее позднего общего предка для 
гаитянского кластера вируса Мадариага — декабрь 2013 г. 
(I95: октябрь 2012 — январь 2015 г.), что соответствует времени 
интродукции вируса на территорию Гаити (вероятно, из Пана-
мы). Оцениваемая скорость эволюции составляет 1,2×10–4 ну-
клеотидных замен в год, что согласуется с данными, ранее по-
лученными для вируса Мадариага [3].

Результаты многочисленных исследований свидетельству-
ют о широком распространении вируса Мадариага на терри-
тории Гаити [6]. Результаты секвенирования геномной РНК 
возбудителя показали, что все выделенные изоляты принад-
лежат к одному и тому же клайду, циркулировавшему в Панаме 
с октября 2012 по январь 2015 г. Полученные результаты сви-
детельствуют о проникновении вируса Мадариага из Панамы 
в Гаити, а также указывают на потенциальную возможность 
дальнейшего распространения возбудителя в страны Кариб-
ского бассейна или Северную Америку [9]. В 2007 г. в Европе 

был зарегистрирован первый случай завозного ВсЭЛ, закон-
чившийся гибелью заболевшего1.

Таким образом, вирус Мадариага является эндемичным 
для регионов, привлекательных в плане туристического биз-
неса. Нельзя исключить (по аналогии с лихорадкой Зика) по-
явления завозных случаев этого заболевания в России. Наи-
большую эпидемическую опасность представляют штаммы, 
относящиеся к генетической линии III подтипа вируса ВсЭЛ, 
распространенной в Центральной и Южной Америке.
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Таблица 1. Факторы риска инфицирования вирусом Мадариага для населения эндемичных регионов [5]
Table 1. Risk factors of Madariaga virus infection in the population of endemic regions [5]

Фактор риска
Risk factor

Характеристика показателя
Factor characteristics

Количество 
обследованных

Number of examined 
people

Доля серопозитив-
ных лиц, %

Proportion of sero-
positive people, %

Р

Контакт с лошадьми
Contacting horses

0–19 ч в нед.*

0–19 h a week* 775 4,4

0,041
более 20 ч в нед.

more than 20 h a week
19 21,1

Посещение ферм
Farming

нет*

no* 372 1,9

0,013
да
yes

396 7,5

Рыбная ловля
Fishing

0–9 ч в нед.*

0–9 h a week* 775 4,5

0,027
более 10 ч в нед.

more than 10 h a week
10 20,0

Наличие кустарника в радиу-
се 10 м от места проживания

Shrubs within a ten-meter radius 
from the place of residence

нет*

no* 542 1,3

0,003
да
yes

228 6,3

Примечание. Р — значимость различий для групп определенного фактора риска. 
*Вариант сравнения.
Note. Р—significance of differences for particular risk factor groups. 
*Variant of comparison.

1 Man in coma after mosquito bite. BBC News; 2007. http://news.bbc.co.uk/2/hi/uk_news/scotland/edinburgh_and_east/7033203.stm
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Молекулярно-генетическое исследование стабильности и подтверждение 

подлинности штамма Внуково-32, применяемого для производства 

вакцины антирабической культуральной концентрированной очищенной 

инактивированной сухой
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Бешенство — острая вирусная инфекция, вызываемая вирусом семейства Rhabdoviridae рода Lyssavirus 
и характеризующаяся симптомами поражения центральной нервной системы и абсолютной летальнос-
тью. Единственной возможностью предотвратить возникновение данного заболевания у людей являет-
ся вакцинопрофилактика. Одним из препаратов, используемых в этих целях, является вакцина антира-
бическая культуральная концентрированная очищенная инактивированная сухая, выпускаемая ФГБНУ 
«ФНЦИРИП им. М. П. Чумакова РАН». Цель работы: исследование структуры производственного, рабо-
чего посевного вируса бешенства штамма Внуково-32, используемого ФГБНУ «ФНЦИРИП им. М. П. Чу-
макова РАН» для производства антирабической вакцины, его генетической стабильности на этапах про-
изводства, изучение возможности применения молекулярно-генетических методов для подтверждения 
подлинности производственного штамма в готовой форме вакцины и изучение нуклеотидной последо-
вательности штамма CVS. Материалы и методы: производственный штамм вируса бешенства Внуко-
во-32, рабочие посевные вирусы, готовые серии вакцины антирабической, штамм CVS фиксированного 
вируса бешенства, используемый для оценки специфического иммунитета. Молекулярно-генетическое 
исследование проведено с использованием ОТ-ПЦР с последующей рестрикцией и секвенированием. 
Результаты: представлены результаты анализа нуклеотидных последовательностей фрагмента гена G, 
полученного из производственного штамма Внуково-32, серий рабочего посевного вируса и готовых се-
рий вакцины антирабической, изготовленных в 2012, 2018, 2019 г., штамма фиксированного вируса бе-
шенства CVS, используемого для оценки специфической активности вакцины. Показана возможность 
применения рестрикционного анализа для подтверждения подлинности штамма Внуково-32 на всех эта-
пах производства, включая готовую форму вакцины. Заключение: штаммы Внуково-32 и CVS, использу-
емые в ФГБНУ «ФНЦИРИП им. М. П. Чумакова РАН», являются вирусами бешенства. Анализ нуклеотид-
ной последовательности фрагмента гена G показал, что штамм Внуково-32 стабилен на разных этапах 
производства. Полученная нуклеотидная последовательность гена G штамма Внуково-32 депонирована 
в GenBank (номер MN116503). Показана возможность применения рестрикционного анализа для под-
тверждения подлинности штамма Внуково-32 вируса бешенства на всех этапах производства, включая 
готовую форму вакцины.
Ключевые слова: бешенство; ген G; генетическая стабильность; штамм Внуково-32; антирабическая 
вакцина
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Molecular Genetic Testing of Stability and Identification of Vnukovo-32 Strain Used 

for Production of the Cultural Concentrated Purified Inactivated Dry Rabies Vaccine

G. M. Ignatyev1,*, A. S. Oksanich2, L. P. Antonova1, T. G. Samartseva2, S. V. Mosolova1, K. M. Mefed1, L. V. Gmyl1, 
N. A. Netesova3
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8/1 Township of the Poliomyelitis Institute, Moskovsky cluster, Moscow 108819, Russian Federation
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Rabies is an acute viral disease caused by a virus of the Rhabdoviridae family of the Lyssavirus genus, which 
affects the central nervous system and is characterised by absolute mortality. Vaccination is the only way to 
prevent the disease in humans. One of the products used for vaccination is a cultural concentrated purified 
inactivated dry rabies vaccine produced by the Federal State Budgetary Institution of Science “Chumakov Federal 
Scientific Center for Research and Development of Immune-and-Biological Products of Russian Academy of 
Sciences” (hereinafter—Chumakov Center). The aim of the study was to examine the structure of the working 
virus seed of Vnukovo-32 strain used by the Chumakov Center for rabies vaccine production, to assess its genetic 
stability during production, to explore the possibility of using molecular genetic methods for identification of the 
production strain in the finished dosage form, and to study the nucleotide sequence of the CVS strain. Materials 
and methods: Vnukovo-32 rabies virus production strain, working virus seeds, finished batches of the rabies 
vaccine, CVS fixed rabies virus strain used in the assessment of specific immunity. The molecular genetic study 
was performed using RT-PCR followed by restriction and sequencing. Results: the paper presents the results of 
nucleotide sequence analysis of the G gene fragment obtained from the Vnukovo-32 production strain, batches 
of the working virus seed, and finished batches of the rabies vaccine produced in 2012, 2018, and 2019, and the 
CVS fixed rabies virus strain used in the assessment of the vaccine’s specific immunity. The study demonstrated 
that restriction analysis could be used for Vnukovo-32 strain identification at all production stages, including the 
finished dosage form. Conclusion: Vnukovo-32 and CVS strains used by the Chumakov Center are rabies viruses. 
Analysis of the nucleotide sequence of the G gene fragment showed that the Vnukovo-32 strain remains stable 
throughout different production stages. The obtained nucleotide sequence of gene G of the Vnukovo-32 strain was 
deposited in GenBank (accession number MN116503). The study demonstrated that restriction analysis could be 
used for Vnukovo-32 strain identification at all production stages, including the finished dosage form.
Key words: rabies; gene G; genetic stability; Vnukovo-32 strain; rabies vaccine
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Несмотря на повсеместное внедрение вакцин против 
бешенства в практику здравоохранения, во всем мире по-
прежнему от вируса погибает около 55 тыс. человек в год. Ос-
новная смертность приходится на страны Африки и Азии, где 
чаще всего умирают дети до 15 лет [1]. Причина такой ситуации 
в этих регионах кроется в отсутствии вакцинации от бешенства 
бродячих собак, которые являются основным переносчиком 
вируса. В то же время в этих странах имеется дефицит пре-
паратов, которые применяются для экстренной профилактики 
и лечения после укусов животных — таких как антирабический 
иммуноглобулин и вакцины, а также в доступности медицин-
ской помощи в отдаленных от городов населенных пунктах.

В настоящее время проблеме профилактики и лечения 
бешенства ВОЗ уделяет огромное внимание. Усилия уче-
ных направлены на разработку более эффективных вакцин, 
вызывающих стойкий и длительный иммунитет уже после 
первого введения, и на снижение стоимости таких препара-
тов. Разрабатывается ряд новых видов вакцин от бешенства 
с адъювантами второго поколения, такими как агонист толл-
подобного рецептора-3 (aTLR-3), состоящий из синтетической 
дцРНК, кодирующей аTLR-3, и полиинозин-полицитидиловой 

кислоты, стабилизированной канамицином и кальцием [2]. 
Рекомбинантные вакцины, состоящие из рекомбинантного 
гликопротеина вируса бешенства, получаемого в эукариотиче-
ских системах экспрессии белка, разрабатываются в Индии [3]. 
Применяют также генетическую модификацию вируса бешен-
ства для создания живых аттенуированных вакцин, используя 
удаление генов, кодирующих фосфопротеин [4] или матрикс-
ный белок [5], что приводит к отсутствию инфекции даже у им-
мунокомпрометированных мышей. Другой пример генетически 
модифицированного вируса — это введение в геном вируса 
второй нуклеотидной последовательности, кодирующей гли-
копротеин. Такой вирус имел более высокую патогенность 
по сравнению с диким вирусом, но после инактивации вызывал 
у мышей и собак более сильный и быстрый иммунный ответ 
после однократного введения, чем та же доза инактивирован-
ного дикого исходного вируса [6]. Среди вакцин для профи-
лактики бешенства у человека и животных можно выделить ге-
нетические (ДНК или РНК) вакцины, которые применяются как 
в чистом виде, так и в форме вирусных или бактериальных век-
торов [3]. Особое внимание в проводимых работах уделяется 
генетичес кой стабильности применяемых вакцинных штаммов 



109

Молекулярно-генетическое исследование стабильности и подтверждение подлинности штамма Внуково-32...

Molecular Genetic Testing of Stability and Identification of Vnukovo-32 Strain Used for Production...

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2020, Т. 20, № 2

BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment.  2020, V. 20, No. 2

Таблица 1. Виды вируса бешенства, включенные в род Lyssavirus, их первичные хозяева, распространение и соответствие 
филогруппам [8–10]
Table 1. Types of rabies viruses covered by the Lyssavirus genus, their primary hosts, habitats, and philogroups [8–10]

Принятые 
и предполагаемые 

виды
Established and 

assumed species

Выявленный первичный хозяин
Confirmed primary host

Регион распространения
Habitat

Филогруппа
Philogroup

Rabies virus (RABV)
Хищники и летучие мыши

Predators and bats

Везде, кроме Австралии 
и некоторых островов; летучие 

мыши — только в Америке
Everywhere except Australia 
and some islands; bats—only 

in America

I

Duvenhage virus (DUVV)
Насекомоядные летучие мыши 

(Eptesicus serotinus)
Insectivorous bats (Eptesicus serotinus)

Африка (суб-Сахара)
Africa (sub-Saharan) 

European bat lyssavirus, 
type 1 (EBLV-1)

Насекомоядные летучие мыши 
(Eptesicus serotinus)

Insectivorous bats (Eptesicus serotinus)

Большая часть Европы 
(от Испании до Украины)

Most of Europe (from Spain to 
Ukraine)

European bat lyssavirus, 
type 2 (EBLV-2)

Насекомоядные летучие мыши 
(Myotis daubentonii, M. dasycneme)

Insectivorous bats (Myotis daubentonii, 
M. dasycneme)

Северо-Западная Европа
Northwest Europe

Australian bat lyssavirus 
(ABLV)

Летучие мыши 
(Pteropus spp., Saccolaimus albiventris)

Bats (Pteropus spp., Saccolaimus albiventris)

Австралия
Australia

Irkut virus (IRKV)
Насекомоядные летучие мыши 

(Murina leucogaster)
Insectivorous bats (Murina leucogaster) 

Восточная Азия
Eastern Asia

Khujand virus (KHUV)
Насекомоядные летучие мыши 

(Myotis mystacinus)
Insectivorous bats (Myotis mystacinus) 

Центральная Азия
Central Asia

Aravan virus (ARAV)
Насекомоядные летучие мыши (Myotis blythi)

Insectivorous bats (Myotis blythi) 
Центральная Азия

Central Asia

Bokeloh bat lyssavirus 
(BBLV)

Насекомоядные летучие мыши 
(Myotis nattereri)

Insectivorous bats (Myotis nattereri)

Франция, Германия
France, Germany

Gannoruwa bat lyssavirus 
(GBLV)

Индийские летучие лисы (Pteropus medius)
Indian flying foxes (Pteropus medius)

Шри-Ланка
Sri Lanka

Lagos bat virus (LBV)
Летучие мыши 

(Pteropus spp., Saccolaimus albiventris)
Bats (Pteropus spp., Saccolaimus albiventris)

Африка (суб-Сахара)
Africa (sub-Saharan) 

II
Mokola virus

(MOKV)
Неизвестен

Unknown
Африка (суб-Сахара)
Africa (sub-Saharan) 

Shimoni bat virus
(SHIBV)

Насекомоядные летучие мыши 
(Hipposideros commersoni)

Insectivorous bats (Hipposideros commersoni)

Кения
Kenya

West Caucasian bat virus 
(WCBV) 

Насекомоядные летучие мыши 
(Miniopterus spp.)

Insectivorous bats (Miniopterus spp.)

Юго-Восточная Европа
South-Eastern Europe

Не опреде-
лена

Not deter-
mined

Ikoma lyssavirus
(IKOV)

Неизвестен
Unknown

Танзания
Tanzania

Lleida bat lyssavirus 
(LLEBV)

Обыкновенный длиннокрыл 
(Miniopterus schreibersii)

Bent-winged bat (Miniopterus schreibersii)

Испания, Франция
Spain, France

Kotalahti bat lyssavirus 
(KBLV)

Ночница Брандта (Myotis brandtii)
Brandt’s bat (Myotis brandtii)

Финляндия
Finland

Не имеет 
таксономиче-
ского статуса
No taxonomic 

status

Taiwan bat lyssavirus 
(TWBLV)

Восточный нетопырь (Pipistrellus abramus)
Japanese house bat (Pipistrellus abramus)

Тайвань
Taiwan

Не имеет 
таксономиче-
ского статуса
No taxonomic 

status
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вируса (генетических конструкций) в процессе их размножения 
(репликации) и длительного культивирования.

Вирус бешенства относится к роду Lyssavirus семейства 
Rhabdoviridae. Геном вируса представляет собой несегменти-
рованную одноцепочечную РНК отрицательной полярности 
длиной около 12 тыс. нуклеотидов, кодирующую пять белков: 
нуклеопротеин (N), фосфопротеин (P), матриксный белок (M), 
гликопротеин (G) и РНК-зависимую РНК-полимеразу (L) [3].

Род Lyssavirus содержит 16 видов вируса бешенства, 
13 из которых распределены по 2 филогруппам (табл. 1). Кро-
ме того, выделены два изолята вируса бешенства, которые 
на момент подготовки статьи не имеют таксономического ста-
туса — Taiwan bat lyssavirus (TWBLV) [7] и Kotalahti bat lyssavi-
rus (KBLV) [8]. Первый обнаружен у двух восточных нетопырей 
(Pipistrellus abramus) в Тайване, второй — у ночницы Брандта 
(Myotis brandtii) в Финляндии. Все вирусы бешенства исходно 
были обнаружены у летучих мышей за исключением Mokola 
lyssavirus (MOKV) и Ikoma lyssavirus (IKOV), первичные хозяева 
которых пока не выявлены.

Подавляющее большинство случаев заболевания бешен-
ством как человека, так и животных вызывается вирусами, 
относящимися к виду Rabies virus (RABV). Вирусы остальных 
видов либо обнаруживались лишь эпизодически у больных 
людей и наземных животных, либо найдены только у летучих 
мышей. Штаммы вирусов — SAD-Bern, SAD-B19, ERA, SAG, 
SAG2, Flury, Pitman Moore, — используемые для производства 
вакцин, также относятся к виду Rabies virus (RABV) [11].

Как и для других РНК-вирусов, геному вируса бешенства 
свойственна высокая эволюционная изменчивость. Это связа-
но с тем, что вирусная РНК-полимераза не обладает коррек-
тирующей 3’-5’-экзонуклеазной активностью, что приводит 
к повышенному уровню возникновения нуклеотидных замен 
при репликации вирусного генома. Небольшие различия в ну-
клеотидных последовательностях отдельных представителей 
одного штамма могут быть обнаружены как для вирусов, вы-
деленных из одного зараженного организма, так и выделенных 
из одного образца вакцины [11]. Частота возникновения спон-
танных однонуклеотидных замен в случае вируса бешенства 
особенно высока в последовательности гена G (21,9×10–4 му-
таций на основание). Для сравнения, в последовательности 
гена N эта частота значительно ниже — (2,9–3,7)×10–4. Вероят-
но, повышенный уровень изменчивости гена G, кодирующего 
основной антиген, важен для вируса бешенства, помогая ему 
быстрее адаптироваться к различным хозяевам [12]. Таким об-
разом, последовательность гена белка гликопротеина является 
высоковариабельной и может использоваться для контроля 
генетической стабильности. Кроме этого, белок гликопротеи-
на содержит иммуногенные эпитопы, которые обеспечивают 
формирование иммунитета [13]. Нуклеотидная структура дан-
ных эпитопов известна [14], поэтому контроль генетической 
стабильности одновременно позволяет контролировать ста-
бильность (сохранность, наличие) иммуногенных эпитопов.

Цель работы — исследование структуры производствен-
ного, рабочего посевного вируса бешенства штамма Внуко-
во-32, используемого ФГБНУ «ФНЦИРИП им. М. П. Чумакова 
РАН» для производства антирабической вакцины, его генети-

ческой стабильности на этапах производства, изучение воз-
можности применения молекулярно-генетических методов 
для подтверждения подлинности производственного штамма 
в готовой форме вакцины и изучение нуклеотидной последо-
вательности штамма CVS.

Материалы и методы

В исследовании были использованы производственный 
штамм Внуково-32, рабочие посевные вирусы № 26 и 28 (с раз-
ным количеством пассажей) и готовые серии вакцины анти-
рабической 521, 962, 018 (серии были приготовлены в 2012, 
2018, 2019 г.), штамм фиксированного вируса бешенства CVS, 
используемый для оценки специфической активности. Выде-
ление вирусной РНК из указанных образцов, структура прай-
меров, использованных для реакции обратной транскрипции 
и полимеразной цепной реакции (ОТ-ПЦР), проведение реак-
ции обратной транскрипции (ОТ), ПЦР описаны в приведенных 
ниже пунктах 1–4 соответственно. Анализ каждого из образцов 
проводился в трех повторах.

1. Подбор праймеров

Для определения вариабельных и консервативных участ-
ков генома вируса бешенства был проведен анализ первичной 
структуры полноразмерных последовательностей штаммов 
вирусов бешенства, представленных в GenBank. Это позволило 
произвести выбор нуклеотидных маркеров для подтверждения 
подлинности вакцинного штамма Внуково-32. На основании по-
лученных данных проведен выбор области для амплификации 
и подбор праймеров. Расчеты проводили с использованием 
программного обеспечения Vector NTI Advance 11.0 (Invitrogen 
Corporation). Структура использованных в работе праймеров 
и их характеристика приведены в таблице 2.

При компьютерном анализе последовательности подо-
бранных олигонуклеотидов они не образовывали стабильных 
вторичных структур в виде шпилек и термодинамически ста-
бильных гомо- и гетеродимеров. Синтез праймеров был про-
веден в компании Синтол (Россия).

2. Выделение РНК и ОТ-ПЦР

Из 100 мкл препарата, содержащего штамм вируса бешен-
ства Внуково-32 или штамм фиксированного вируса бешенства 
CVS, с помощью комплекта реагентов «МАГНО-сорб» (Ампли-
Сенс®, ИнтерЛабСервис) выделяли РНК согласно инструкции 
производителя.

Для получения кДНК с использованием праймера RabF 
(табл. 2) и набора реагентов для ОТ (Синтол, Россия) на мат-
рице вирусной РНК проводили реакцию ОТ. На первом этапе 
смешивали 2 мкл праймера RabF (10 пкмоль/мкл) с 6 мкл 
выделенной РНК и прогревали смесь при 95 °C 5 мин. Далее 
охлаждали пробирки при комнатной температуре 2 мин и до-
бавляли 22 мкл смеси для ОТ (9 мкл деионизированной воды, 
12 мкл 2,5-кратного буферного раствора для ОТ, 1 мкл MMLV-
ревертазы) и инкубировали при 42 °C 30 мин. Для инактивации 
ревертазы смесь прогревали при 95 °C в течение 5 мин.

ПЦР на кДНК, полученной после ОТ, проводили в объ-
еме 25 мкл с использованием праймеров RabF и RabR. ПЦР-
смесь получали смешиванием по 1 мкл праймеров RabF 

Таблица 2. Структура праймеров
Table 2. Primer structure

Праймер
Primer

Структура
Structure

Длина, п.н.
Length, bp

Расчетная температура отжига, °С
Estimated annealing temperature, °С

RabF 5’ GGTAGTGGAGGACGAAGGATGC 3’ 22 58,4

RabR 5’ CGCAAGTCTCACTCCCTTTGGA 3’ 22 60,1
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(10 пкмоль/мкл), RabR (10 пкмоль/мкл), 10 мкл универсаль-
ной 2,5-кратной реакционной смеси для ПЦР (Синтол, Россия) 
и 8 мкл деионизированной воды с последующим добавлением 
5 мкл кДНК. Амплификацию проводили по следующей про-
грамме: 95 °C — 1 мин 30 с; 40 циклов: 95 °C — 20 с, 55 °C — 
15 с, 72 °C — 45 с; финальная элонгация 72 °C — 10 мин.

3. Секвенирование

Секвенирование ПЦР-продуктов с расчетной длиной 
539 п.н. проводили на автоматическом секвенаторе Genetic 
Ana lyzer 3500 (ABI, США) с использованием праймеров, ис-
пользовавшихся для амплификации. Последовательность каж-
дого фрагмента была расшифрована с прямого и обратного 
праймера, полученные первичные структуры проверены на от-
сутствие разночтений и полиморфизмов и объединены в про-
грамме Vector NTI 9.1 с помощью функции Contig Assembler.

4. Проведение ПДРФ 1

В реакцию рестрикции брали по 5 мкл смеси ПЦР после ам-
плификации. Реакцию проводили эндонуклеазой рестрикции 
PvuII (ООО «СибЭнзим», Россия) в объеме 20 мкл в течение 1 ч 
согласно инструкции производителя. Продукты гидролиза раз-
деляли с помощью электрофореза в 2% агарозном геле с до-
бавлением бромистого этидия и визуализировали в УФ-свете.

Результаты и обсуждение

Определение нуклеотидной последовательности 
фрагмента гена G из представленных образцов

Штамм Внуково-32. В результате исследования при ампли-
фикации РНК, выделенной из всех указанных образцов, вклю-
чающих производственный штамм, рабочие посевные вирусы 
(№ 26, 28), готовые серии вакцины, были получены фрагменты 
с расчетной длиной 539 п.н. Нуклеотидная последовательность 
фрагментов всех образцов была идентична и представлена 
на рисунке 1.

Результаты секвенирования кДНК производственно-
го штамма Внуково-32 представлены в GenBank (номер 
MN116503). В результате проведенного множественного вы-
равнивания фрагментов гена G вируса бешенства штамма Вну-
ково-32 (производственный штамм, рабочий посевной вирус, 
готовые серии вакцины) и ряда известных вакцинных штаммов 
(ERA, ERA-VC, SAG-2, SAD-B19, SAD-Bern) было показано от-
сутствие отличий в нуклеотидной последовательности штамма 
Внуково-32, полученной как из производственного штамма, 
рабочего посевного вируса, так и из готовых серий вакцины, 
выпущенных в разные годы. Это позволяет предполагать ге-
нетическую стабильность штамма Внуково-32, как минимум 
по изучаемому фрагменту, на разных этапах производства 
вакцины.

1 ПДРФ — полиморфизм длин рестрикционных фрагментов.

На основании полученных данных была составлена таб-
лица 3, отображающая выявленные нуклеотидные различия 
в штаммах вируса бешенства (группа SAD).

Проведенный анализ показывает, что вакцинный штамм 
Внуково-32, используемый для производства, отличается 
от близких к нему штаммов, что позволяет проводить его 
идентификацию, исходя из нуклеотидного состава выбран-
ной части генома. Анализ последовательностей штамма 
Внуково-32 и других вакцинных штаммов показал, что ген 
белка G штамма Внуково-32 содержит сайт рестрикции PvuII — 
CAGCTG. ДНК других штаммов не имеют такого сайта. В связи 
с этим появляется возможность подтверждения подлинности 
штамма Внуково-32 на всех этапах производства и в готовой 
форме вакцины с использованием молекулярно-генетичес-
ких методов. Использование указанной рестриктазы позво-
ляет гидролизовать амплифицированный фрагмент 539 п.н. 
с образованием двух фрагментов 276 и 263 п.н. В случае ис-
пользования ПЦР-продукта, полученного на кДНК штамма 
Внуково-32, в агарозном геле результат гидролиза будет вы-
глядеть одной выраженной полосой. В случае других штаммов 
(в нашем случае штамм CVS) реакция не пройдет, и фрагмент 
останется той же длины — 539 п.н. Результаты проведенного 
ПДРФ-анализа представлены на рисунке 2. При проведении 
гидролиза рестриктазой PvuII ПЦР-продукта, полученного 
на кДНК штамма CVS, в связи с отсутствием указанного сайта 
рестрикции у данного штамма реакция не прошла, в то время 
как у образцов, полученных на кДНК штамма Внуково-32, от-
мечается расщепление амплифицированного фрагмента с об-
разованием 2 фрагментов примерно равной длины, в резуль-
тате чего они визуализируются в виде одной полосы в районе 
260–270 п.н.

Штамм CVS. В результате исследования при амплификации 
РНК, выделенной из 10% мозговой суспензии штамма фикси-
рованного вируса бешенства CVS, получен фрагмент с расчет-
ной длиной 539 п.н. Нуклеотидная последовательность штам-
ма CVS представлена на рисунке 3.

Анализ нуклеотидной последовательности фиксированно-
го вируса бешенства штамма CVS свидетельствует о том, что 
она полностью гомологична нуклеотидным последователь-
ностям штаммов CVS, представленных в открытом доступе 
в GenBank. В базе данных GenBank представлены последова-
тельности штаммов CVS, используемых разными исследова-
тельскими группами.

По своей нуклеотидной последовательности штамм 
CVS вируса бешенства, используемый в ФГБНУ «ФНЦИРИП 
им. М. П. Чумакова РАН» для контроля специфической актив-
ности, гомологичен последовательностям штаммов CVS, ис-
пользуемых в мире, и не содержит сайт рестрикции PvuII, ха-
рактерный для штамма Внуково-32.

GGTAGTGGAGGACGAAGGATGCACCAACCTGTCAGGGTTCTCCTACATGGAACTTAAAGTTGGATACATCTTAGCCA
TAAAAATGAACGGGTTCACTTGCACAGGCGTTGTGACGGAGGCTGAAAACTACACTAACTTCGTTGGTTATGTCACA
ACCACGTTCAAAAGAAAGCATTTCCGCCCAACACCAGATGCATGTAGAGCCGCGTACAACTGGAAGATGGCCGGTG
ACCCCAGATATGAAGAGTCTCTACACAATCCGTACCCTGACTACAAGCTGGCTTCGAACTGTAAAAACCACCAAGGAG
TCTCTCGTTATCATATCTCCAAGTGTAGCAGATTTGGACCCATATGACAGATCCCTTCACTCGAGGGTCTTCCCTAGC
GGGAAGTGCTCAGGAGTAGCGGTGTCTTCTACCTACTGCTCCACTAACCACGATTACACCATTTGGATGCCCGAGAA
TCCGAGACTAGGGAAGTCTTGTGACATTTTTACCAATAGTAGAGGGAAGAGAGCATCCAAAGGGAGTGAGACTTGCG

Рис. 1. Нуклеотидная последовательность штамма Внуково-32. Фрагмент соответствует позициям 3458–3996 генома 
вируса бешенства. CAGCTG сайт рестрикции PvuII.
Fig. 1. The nucleotide sequence of the Vnukovo-32 strain. The fragment corresponds to positions 3458–3996 of the rabies virus 
genome. PvuII restriction site, CAGCTG.
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Таблица 3. Различающиеся нуклеотиды в изучаемом фрагменте гена G штамма Внуково-32, других вакцинных производ-
ных штаммов SAD и референсного штамма вируса бешенства RABV ref
Table 3. Differing nucleotides in the studied G gene fragment of the Vnukovo-32 strain, other vaccine derivatives of the SAD strain, 
and the RABV ref rabies virus reference strain

Штамм / Позиция
в геноме

Strain / Position in the genome

Vnuk
32

РПВ ГСВ ERA ERA-VC SAG-2 SAD-B19 SAD-Bern RABV ref

3528 C C C T T T T T C

3539 A A A A A G G A A

3731 A A A C C C C C C

3732 G G G G G G G G A

3795 T T T A A A A A A

3839 A A A A A A A A G

3847 G G G G G G G G T

3918 A A A A A A A G A

3932 A A A A A A A G A

Число отличий от Vnuk 32
Number of differences 

from the Vnukovo-32 strain
– – – 3 3 4 4 5 5

Примечание. Серым фоном выделены нуклеотиды, отличающиеся от таковых в последовательности Внуково-32; позиции нуклеотидов даны 
по геномной последовательности референсного штамма вируса бешенства (RABV ref GenBank NC 001542). Vnuk 32 — производственный штамм 
Внуково-32 (GenBank MN116503); РПВ — рабочий посевной вирус; ГСВ — готовые серии вакцины антирабической 521, 962, 018. 
«–» отличия не выявлены.
Note. Nucleotides that differ from those in the Vnukovo-32 sequence are highlighted in grey; nucleotide positions are given according to the genomic 
sequence of the rabies virus reference strain (RABV ref GenBank NC 001542). Vnuk32—production strain Vnukovo-32 (GenBank MN116503); РПВ—
working virus seed; ГСВ—finished batches of the rabies vaccine 521, 962, 018. 
– no differences identified.

 

539 п.н.
539 bp 

276+263 п.н.
276+263 bp 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов гидролиза рестриктазой PvuII ампликонов фрагмента гена G, полученных из 
различных образцов штаммов вируса бешенства. Дорожка 1 — М, маркер длин фрагментов ДНК (SE 100bp, НПО 
«СибЭнзим», М15); дорожки 2, 3 — штамм CVS: 2 — продукт амплификации до рестрикции PvuII, 3 — результат гидролиза 
PvuII; дорожки 4–9 — штамм Внуково-32; дорожки 4–5 — производственный штамм; 6–7 — серия вакцины 561; 8–9 — серия 
вакцины 962; 4, 6 и 8 — продукты амплификации до рестрикции PvuII; 5, 7 и 9 — результаты гидролиза PvuII.
Рис. 2. Electropherogram of the products of PvuII hydrolysis of the G gene fragment amplicons obtained from different samples 
of rabies virus strains. Lane 1—M, marker of DNA fragment length (SE 100 bp, Research, Development and Production Facility 
“SibEnzyme”, М15); Lanes 2, 3—CVS strain: 2—amplification product before PvuII restriction, 3—result of hydrolysis by PvuII; Lanes 
4–9—Vnukovo-32 strain; Lanes 4–5—production strain; Lanes 6–7—vaccine batch 561; Lanes 8–9—vaccine batch 962; Lanes 4, 6, 
and 8—amplification product before PvuII restriction; Lanes 5, 7, and 9—results of hydrolysis by PvuII.

GGTAGTGGAGGACGAAGGATGCACCAACCTGTCCGAGTTCTCCTACATGGAACTCAAAGTGGGATACATCTCAGCCATCAAAGTGAAC-
GGGTTCACTTGCACAGGTGTTGTGACAGAGGCAGAGACCTACACCAACTTTGTTGGTTATGTCACAACCACATTCAAGAGAAAGCATTT
CCGCCCCACCCCAGACGCATGTAGAGCCGCGTATAACTGGAAGATGGCCGGTGACCCCAGATATGAAGAGTCCCTACACAATCCATACCC
CGACTACCACTGGCTTCGAACTGTAAGAACCACCAAAGAGTCCCTCATTATCATATCCCCAAGTGTGACAGATTTGGACCCATATGACAA
ATCCCTTCACTCAAGGGTCTTCCCTGGCGGAAAATGCTCAGGAATAACGGTGTCCTCTACCTACTGCTCAACTAACCATGATTACACCATT
TGGATGCCCGAGAATCCGAGACCAAGGACACCTTGTGACATTTTTACCAATAGCAGAGGGAAGAGAGCATCCAAAGGGAGTGAGACTTGCG

Рис. 3. Нуклеотидная последовательность штамма CVS. Фрагмент соответствует позициям 3458–3996 генома вируса 
бешенства (GenBank NC001542).
Fig. 3. The nucleotide sequence of the CVS strain. The fragment corresponds to positions 3458–3996 of the rabies virus genome 
(GenBank NC001542).
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Сравнение аминокислотных последовательностей, 
кодируемых фрагментом гена G, соответствующего 
позициям 3458–3996 генома вируса бешенства. 
Возможное влияние аминокислотных замен 
на антигенные свойства белка G

Для определения изменений в первичной структуре бел-
ка G, вызванных заменами нуклеотидов в изучаемом фрагмен-
те гена белка G, было проведено множественное выравнива-
ние аминокислотных последовательностей, кодируемых этим 
фрагментом в выбранной группе геномов штаммов вируса 
бешенства (рис. 4).

Первичная структура участка белка G вируса бешенства 
штамма Внуково-32 содержит 3 аминокислотные замены 
по сравнению с консенсусными (наиболее часто встречающи-
мися) аминокислотными остатками для вирусов всей группы 
SAD. Из них наиболее значимой является замена, приводящая 
к резкому изменению полярности аминокислотных остатков — 
D→V (позиция 113 в данном выравнивании).

Изучению антигенных свойств белка G вируса бешенства 
посвящены исследования, в которых были выявлены короткие 
участки этого белка, являющиеся антигенными детерминантами 
(эпитопами) для известных моноклональных антител к вирусу бе-
шенства [14]. Полученные данные представлены в работе X. Liu 
с соавт. [6]. Обнаруженные к настоящему времени основные 
антигенные участки белка G вируса показаны на рисунке 5 [14].

Сравнение этих данных с выравниванием, приведенным 
на рисунке 4, показывает, что часть белка G, кодируемая изуча-
емым фрагментом 539 п.н., содержит два эпитопа (GCTNLSGFS 
и KRA; выделены на рис. 4 серым цветом фона). Эти после-
довательности белка G не содержат изменений ни у одного 
из рассмотренных штаммов. Таким образом, по имеющимся 
данным, белок G из штамма Внуково-32 содержит как мини-
мум два неизмененных эпитопных участка, способных участво-
вать в выработке иммунного ответа у вакцинируемых. Все три 
наблюдаемые замены аминокислотных остатков расположены 
между двумя антигенными участками и, вероятно, не оказы-

Рис. 4. Множественное выравнивание части белка G ряда штаммов группы SAD, кодируемых фрагментом вирусной РНК 
длиной 539 п.н. Черным фоном выделены аминокислотные остатки, отличающиеся от консенсусных, серым фоном — 
известные эпитопные участки белка G, расположенные на этом участке. Из рассмотрения удалены последовательности для 
штаммов ERA-VC и SAG-2, полностью совпадающие с последовательностями для штаммов ERA и SAD-B19 соответственно.
Fig. 4. Multiple alignment of a portion of protein G of a number of SAD strains encoded by a viral RNA fragment, 539 bp in length. 
The amino acid residues that differ from consensus amino acids residues are highlighted in black, known epitope regions of protein G 
located in this area are highlighted in grey. The sequences of ERA-VC and SAG-2 strains that coincide completely with the sequences 
of ERA and SAD-B19 strains, respectively, were excluded from the analysis.

Рис. 5. Схематическое представление белка G вируса бешенства и расположение выявленных в нем эпитопных участков. 
Синим цветом указаны аминокислоты, соответствующие эпитопным участкам. Координаты участков приведены для 
зрелого белка (без учета участка сигнального пептида) (по N. A. Kuzmina [14] с изменениями).
Fig. 5. Schematic representation of the rabies virus protein G and location of identified epitope regions. The amino acids corresponding 
to the epitope regions are printed in blue. The coordinates of the regions are given for the mature protein (excluding the signal peptide 
region) (adapted from N. A. Kuzmina [14]).
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вают существенного влияния на пространственную структуру 
белка и изменение его экспонируемых частей. К сожалению, 
трехмерная структура белка G вируса бешенства до сих пор 
не уст ановлена, что не дает возможности определить экспо-
нируемые части белка и положение в нем части, кодируемой 
фрагментом 539 п.н., более точно.

Выводы

1. Структура РНК вируса бешенства штаммов Внуково-32, 
CVS, кодирующая часть фрагмента белка G, соответствует ана-
логичному фрагменту РНК вируса бешенства.

2. Структура РНК штамма вируса бешенства Внуково-32, 
используемого в ФГБНУ «ФНЦИРИП им. М. П. Чумакова РАН», 
длиной 539 п.н., кодирующая фрагмент белка G, является ста-
бильной на этапах производства.

3. В изученной части нуклеотидной последовательности 
штамм вируса бешенства CVS гомологичен нуклеотидным по-
следовательностям штаммов вируса бешенства CVS, использу-
емых в других странах.

4. Показана возможность применения рестрикционно-
го анализа для подтверждения подлинности штамма Внуко-
во-32 вируса бешенства на всех этапах производства, включая 
готовую форму вакцины.

Вклад авторов. Г. М. Игнатьев — идея и дизайн иссле-
дования, анализ и интерпретация результатов исследования; 
А. С. Оксанич — дизайн исследования, расчет праймеров, 
проведение секвенирования, анализ результатов исследо-
вания; Л. П. Антонова — проведение полимеразной цепной 
реакции, написание и доработка текста; Т. Г. Самарцева — 
проведение полимеразной цепной реакции, секвенирование; 
С. В. Мосолова — подготовка образцов штаммов вируса 
бешенства; К. М. Мефед — выделение РНК из образцов 
готовой формы вакцины, анализ результатов исследования; 
Л. В. Гмыль — обсуждение дизайна исследования, срав-
нение аминокислотных последовательностей, кодируемых 
фрагментом гена G, анализ результатов исследования; 
Н. А. Нетесова — дизайн исследования, проведение анализа 
первичной структуры полноразмерных последовательностей 
штаммов вирусов бешенства, выбор нуклеотидных маркеров.

Authors’ contributions. Georgy M. Ignatyev—elaboration 
of the study idea and design, analysis and interpretation of the 
results; Aleksey S. Oksanich—elaboration of the study design, 
calculation of primers, performing sequencing, analysis of the 
results; Liliya P. Antonova—performing polymerase chain re-
action, writing and editing of the text; Tatyana G. Samartseva—
performing polymerase chain reaction and sequencing; Svetla-
na V. Mosolova—preparation of the samples of the rabies virus 
strains; Kirill M. Mefed—isolation of RNA from the finished do-
sage form of the vaccine, analysis of the study results; Larisa V. 
Gmyl—discussion of the study design, comparison of the amino 
acid sequences encoded by the G gene fragment, analysis of 
the study results; Nina A. Netesova—elaboration of the study 
design, analysis of the primary structure of full-length sequences 
of the rabies virus strains, selection of nucleotide markers.

Благодарности. Исследование проводилось без спон-
сорской поддержки.

Acknowledgements. The study was performed without ex-
ternal funding.

Конфликт интересов. Г. М. Игнатьев является чле-
ном редакционной коллегии журнала «БИОпрепараты. 
Профилактика, диагностика, лечение».

Conflict of interest. Georgy M. Ignatyev is a member of the 
Editorial Board of the BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, 
Treatment.

Литература/References

1. Hampson K, Coudeville L, Lembo T, Sambo M, Kieffer A, 
Attlan M, et al. Estimating the global burden of endemic 
canine rabies. PLoS Negl Trop Dis. 2015;9(4):e0003709. 

 https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0003709
2. Zhang Y, Zhang S, Li W, Hu Y, Zhao J, Liu F, et al. A novel 

rabies vaccine based on toll-like receptor 3 (TLR3) agonist 
PIKA adjuvant exhibiting excellent safety and efficacy in 
animal studies. Virology. 2016;489:165–72. 

 https://doi.org/10.1016/j.virol.2015.10.029
3. Ertl HCJ. New rabies vaccines for use in humans. Vaccines. 

2019;7(2):54. https://doi.org/10.3390/vaccines7020054
4. Morimoto K, Shoji Y, Inoue S. Characterization of P gene-

deficient rabies virus: propagation, pathogenicity and 
antigenicity. Virus Res. 2005;111(1):61–7. 

 https://doi.org/10.1016/j.virusres.2005.03.011
5. Ito N, Sugiyama M, Yamada K, Shimizu K, Takayama-Ito M, 

Hosokawa J, et al. Characterization of M gene-deficient 
rabies virus with advantages of effective immunization 
and safety as a vaccine strain. Microbiol Immunol. 
2005;49(11):971–9. 

 https://doi.org/10.1111/j.1348-0421.2005.tb03692.x
6. Liu X, Yang Y, Sun Z, Chen J, Ai J, Dun C, et al. A recombinant 

rabies virus encoding two copies of the glycoprotein gene 
confers protection in dogs against a virulent challenge. 
PLoS One. 2014;9(2):e87105. 

 https://doi.org/10.1371/journal.pone.0087105
7. Hu SC, Hsu CL, Lee MS, Tu YC, Chang JC, Wu CH, et al. 

Lyssavirus in Japanese Pipistrelle, Taiwan. Emerg Infect Dis. 
2018;24(4):782–5. https://doi.org/10.3201/eid2404.171696

8. Nokireki T, Tammiranta N, Kokkonen UM, Kantala T, Gadd T. 
Tentative novel lyssavirus in a bat in Finland. Transbound 
Emerg Dis. 2018;65(3):593–6. 

 https://doi.org/10.1111/tbed.12833
9. Amarasinghe GK,·Ayllón MA, Bào Y, Basler CF, Bavari S, 

Blasdell KR, et al. Taxonomy of the order Mononegavirales: 
update 2019. Arch Virol. 2019;164(7):1967–80. 

 https://doi.org/10.1007/s00705-019-04247-4
10. Picard-Meyer E, Beven V, Hirchaud E, Guillaume C, 

Larcher G, Robardet E, et al. Lleida Bat Lyssavirus isolation in 
Miniopterus schreibersii in France. Zoonoses Public Health. 
2019;66(2):254–8. https://doi.org/10.1111/zph.12535

11. Geue L, Schares S, Schnick C, Kliemt J, Beckert A, 
Freuling C, et al. Genetic characterisation of attenuated 
SAD rabies virus strains used for oral vaccination of wildlife. 
Vaccine. 2008;26(26):3227–35. 

 https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2008.04.007
12. Kissi B, Badrane H, Audry L, Lavenu A, Tordo N, 

Brahimi M, et al. Dynamics of rabies virus quasispecies 
during serial passages in heterologous hosts. J Gen Virol. 
1999;80(8):2041–50. 

 https://doi.org/10.1099/0022-1317-80-8-2041
13. Dietzgen RG, Kondo H, Goodin MM, Kurath G, Vasilakis N. 

The family Rhabdoviridae: mono- and bipartite negative-
sense RNA viruses with diverse genome organization and 
common evolutionary origins. Virus Res. 2017;227:158–70. 

 https://doi.org/10.1016/j.virusres.2016.10.010
14. Kuzmina NA, Kuzmin IV, Ellison JA, Rupprecht CE. 

Conservation of binding epitopes for monoclonal antibodies 
on the rabies virus glycoprotein. J Antivir Antiretrovir. 
2013;5(2):037–43.



115

Молекулярно-генетическое исследование стабильности и подтверждение подлинности штамма Внуково-32...

Molecular Genetic Testing of Stability and Identification of Vnukovo-32 Strain Used for Production...

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2020, Т. 20, № 2

BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment.  2020, V. 20, No. 2

Об авторах / Authors
Игнатьев Георгий Михайлович, д-р мед. наук, проф. Georgy M. Ignatyev, Dr. Sci. (Med.), Professor. ORCID: 
https://orcid.org/0000-0002-9731-3681

Оксанич Алексей Сергеевич, канд. биол. наук. Aleksey S. Oksanich, Cand. Sci. (Biol.). ORCID: https://orcid.org/0000-0002-
8600-7347

Антонова Лилия Петровна. Liliya P. Antonova. ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1221-1134

Самарцева Татьяна Геннадьевна. Tatyana G. Samartseva. ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3264-6722

Мосолова Светлана Владимировна. Svetlana V. Mosolova. ORCID: https://orcid.org/0000-0002-9177-9712

Мефед Кирилл Михайлович, канд. биол. наук. Kirill M. Mefed, Cand. Sci. (Biol.). ORCID: https://orcid.org/0000-0002-7335-1982

Гмыль Лариса Вениаминовна. Larisa V. Gmyl. ORCID: https://orcid.org/0000-0003-1494-411X

Нетесова Нина Александровна , д-р биол. наук. Nina A. Netesova, Dr. Sci. (Biol.). ORCID: https://orcid.org/0000-0002-9896-
5403

Поступила 26.03.2020
После доработки 25.05.2020
Принята к публикации 27.05.2020

Received 26 March 2020
Revised 25 May 2020
Accepted 27 May 2020



116 БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2020, Т. 20, № 2

BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2020, V. 20, No. 2

УДК 604:615.273.2:606 ШИФР СПЕЦИАЛЬНОСТЬ
 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2020-20-2-116-125 03.01.06 Биотехнология (в том числе бионанотехнологии)

Характеризация субстанции рекомбинантного эритропоэтина человека, 

полученной на основе штамма клеток яичника китайского хомячка 

CHOpE — продуцента эритропоэтина

И. Ф. Радаева*, В. А. Терновой, А. О. Семенцова, Н. Б. Думченко, Е. А. Нечаева

Федеральное бюджетное учреждение науки 
«Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор» 
Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека,
р.п. Кольцово, Новосибирская область, 630559, Российская Федерация

Разработка и внедрение в клиническую практику препаратов рекомбинантного эритропоэтина чело-
века (рчЭПО) продолжают оставаться актуальными в настоящее время. Для получения разрешения 
на проведение клинических исследований таблетированной формы рчЭПО для перорального приме-
нения проведены дополнительные исследования для подтверждения пригодности штамма-продуцента 
CHOpE для производства рчЭПО и соответствия характеристик субстанции требованиям, предъявляе-
мым к ЭПО. Цель работы: характеризация субстанции рчЭПО, полученной на основе клеток штамма 
продуцента СНОрЕ, в соответствии с требованиями, предъявляемыми к ЭПО. Материалы и методы: 
субстанцию рчЭПО получали при культивировании штамма клеток яичника китайского хомячка CHOpE. 
Экспрессирующую конструкцию штамма-продуцента оценивали с помощью методов определения нукле-
отидной и аминокислотной последовательностей. Секвенирование нуклеотидной последовательности, 
кодирующей ген ЭПО человека, проводили по методу Сэнгера. Аминокислотную последовательность С- 
и N-концов молекулы рчЭПО определяли методом Эдмана. Копийность гена ЭПО в клетках СНОрЕ опре-
деляли методом полимеразной цепной реакции в реальном времени. Свойства субстанции рчЭПО изуча-
ли в соответствии с требованиями, предъявляемыми к ЭПО. Подлинность субстанции рчЭПО определяли 
с помощью методов изоэлектрического фокусирования, пептидного картирования и электрофореза в по-
лиакриламидном геле. Для определения соотношения изоформного состава использовали метод капил-
лярного электрофореза. Для выявления примесей димеров и высокомолекулярных родственных веществ 
в субстанции применяли метод высокоэффективной жидкостной хроматографии высокого давления. Со-
держание белка и остаточных нуклеиновых кислот определяли спектрофотометрическим методом. Кон-
центрацию субстанции рчЭПО оценивали методом иммуноферментного анализа. Результаты: подтверж-
дена генетическая стабильность штамма-продуцента СHOpE, доказана идентичность аминокислотной 
последовательности N- и С-концов молекулы рчЭПО природному ЭПО. На основе штамма-продуцента 
СHOpE получена субстанция рчЭПО, которая является гомогенной и не содержит примесей олигомерных 
форм ЭПО. Димеры и высокомолекулярные родственные вещества составляют менее 0,5%. Молекуляр-
ная масса рчЭПО находится в диапазоне значений от 32 до 38 кДа, изоэлектрическая точка — от 2,8 до 
4,15. Идентифицированы пики изоформ 1–8, изоформный состав субстанции рчЭПО соответствует ЭПО. 
Установлено, что в 1 моль субстанции содержится 13,75 моль сиаловых кислот. Выводы: подтверждена 
пригодность штамма-продуцента СНОрЕ для производства рчЭПО. Полученная субстанция рчЭПО соот-
ветствует требованиям, предъявляемым к ЭПО.
Ключевые слова: продуцент эритропоэтина; штамм клеток СHOpE; нуклеотидная последовательность; 
молекулярная масса; подлинность; пептидное картирование; димеры; сиаловые кислоты
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Characterisation of Recombinant Human Erythropoietin Obtained from 

CHOpE—Erythropoietin Producing Strain of Chinese Hamster Ovary Cells

I. F. Radaeva*, V. A. Ternovoy, A. O. Sementsova, N. B. Dumchenko, E. A. Nechaeva

State Research Centre of Virology and Biotechnology “Vector”,
Koltsovo, Novosibirsk Oblast 630559, Russian Federation

Development and implementation in clinical practice of recombinant human erythropoietins (rhEPOs) remain 
a priority task today. Additional studies were performed in order to obtain clinical trial authorisation for rhEPO tab-
lets for oral use. The studies were aimed to demonstrate the suitability of the erythropoietin producer strain based 
on Chinese hamster ovary cells (CHOpE) for the production of rhEPO, and the compliance of the substance cha-
racteristics with the requirements for erythropoietin (EPO). The aim of the study was to characterise the rhEPO 
substance obtained from the CHOpE strain cells in accordance with the requirements for EPO. Materials and 
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methods: the rhEPO substance was obtained by culturing the strain of Chinese hamster ovary cells—CHOpE. 
The expression construct of the producer strain was evaluated using methods for determination of nucleotide and 
amino acid sequences. The Sanger method was used to perform sequencing of the nucleotide sequence encod-
ing the human EPO gene. The amino acid sequences of the rhEPO molecule C- and N-termini were determined by 
the Edman method. The copy number of the EPO gene in CHOpE cells was determined by real-time polymerase 
chain reaction. The properties of the rhEPO substance were evaluated in accordance with the requirements for 
EPO. Isoelectric focusing, peptide mapping, and polyacrylamide gel electrophoresis were used for identification 
of the rhEPO substance. The ratio of isoform composition was determined by capillary electrophoresis. Dimer im-
purities and high molecular weight related substances were determined by high-pressure liquid chromatography. 
The content of protein and residual nucleic acids was determined by spectrophotometry. The concentration of the 
rhEPO substance was assessed by enzyme immunoassay. The results of the study confirmed genetic stabil-
ity of the CHOpE producer strain and demonstrated identity of N- and C-terminal amino acid sequences of the 
rhEPO molecule to those of the natural EPO. The CHOpE producer strain was used to obtain a rhEPO substance 
which is homogenous and does not contain impurities of EPO oligomeric forms. Dimers and high molecular weight 
related substances account for less than 0.5%. The rhEPO molecular weight ranges from 32 to 38 kDa, and the 
isoelectric point is within 2.8—4.15. The study identified the peaks of isoforms 1–8, the isoform composition of the 
rhEPO substance corresponds to that of EPO. It was determined that 1 mol of the substance contains 13.75 mols 
of sialic acids. Conclusions: the study confirmed the suitability of the CHOpE producer strain for the production 
of rhEPO. The obtained rhEPO substance meets requirements for EPO.
Key words: erythropoietin producer; CHOpE cell strain; nucleotide sequence; molecular weight; identification; 
peptide mapping; dimers; sialic acids
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Разработка и внедрение в клиническую практику пре-
паратов рекомбинантного эритропоэтина человека (рчЭПО) 
продолжают оставаться актуальными в настоящее время. 
Эритропоэтин (ЭПО) — гормон, контролирующий и регули-
рующий эритропоэз. ЭПО широко применяется в клиничес-
кой практике при заболеваниях, сопровождающихся анеми-
ей [1–4]. В настоящее время существуют препараты рчЭПО 
в виде инъекционных форм для подкожного и внутривенного 
введения. Создание новой формы рчЭПО для перорального 
применения позволит решить ряд проблем, связанных с на-
значением и контролем приема препарата. Поскольку пе-
роральная форма легко дозируется, это поможет избежать 
передозировки гормона при лечении и не потребует привле-
чения квалифицированного медицинского персонала, паци-
ент самостоятельно сможет принимать препарат. Перораль-
ная форма препарата позволит предотвратить как быструю 
инактивацию, так и резкое одномоментное повышение кон-
центрации гормона в крови, а также снизить количество по-
бочных эффектов.

В ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора был скон-
струирован штамм-продуцент рчЭПО [5]. Штамм клеток 
СНОрЕ депонирован в специализированную коллекцию 
перевиваемых соматических клеток позвоночных Россий-
ской коллекции клеточных культур (ИНЦ РАН) под номером 
ВСКК/П/626Д. Культура клеток не содержала посторонних 
агентов, являлась онкогенно безопасной, сохраняла стабиль-
ность биологических свойств в течение 20 последовательных 
пассажей. Созданы и заложены на хранение при температуре 
жидкого азота посевные и рабочие банки клеток СНОрЕ. Бан-
ки аттестованы в соответствии с национальными1 и междуна-
родными2 требованиями Всемирной организации здравоох-
ранения. Запаса клеток в банках достаточно для того, чтобы 
обеспечить в течение нескольких лет производство рчЭПО 
стандартным клеточным материалом [6].

На основе использования штамма-продуцента СНОрЕ разра-
ботана технология получения лиофилизированной субстанции 
рчЭПО [7]. Субстанция использовалась для создания таблетиро-
ванной формы препарата, не имеющей мировых аналогов [8]. 
Таблетированная форма рчЭПО обладает выраженным стиму-
лирующим действием на эритропоэз. Количественные харак-
теристики эритропоэз-стимулирующих свойств инъекционной 
и таблетированной форм были сопоставимы. В ходе проведения 
доклинических исследований при однократном и повторном ис-
пользовании препарата на лабораторных животных не наблюда-
лись какие-либо токсические реакции, переносимость таблети-
рованной формы рчЭПО была удовлетворительной [9].

При разработке таблетированной формы рчЭПО ряд 
свойств препарата остался неизученным. Поэтому при прове-
дении доклинических исследований и подготовке документов 
для представления в Минздрав России с целью получения раз-
решения на проведение клинических исследований нами были 
проведены дополнительные исследования для подтверждения 
пригодности штамма-продуцента СНОрЕ для производства 
рчЭПО, а также субстанции рчЭПО требованиям, предъявляе-
мым к ЭПО.

Цель работы — характеризация субстанции рчЭПО, полу-
ченной на основе штамма-продуцента СНОрЕ, в соответствии 
с требованиями, предъявляемыми к ЭПО.

Материалы и методы

Клетки СНОрЕ культивировали в стационарных условиях 
при температуре 37 °С в питательной среде Игла МЕМ (ФГБНУ 
«ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН», Россия) с добавлением 5% 
эмбриональной телячьей сыворотки (Gibco, США), гипоксантина 
в концентрации 100 мкМ, аминоптерина — 20 мкМ и тимиди-
на — 100 мкМ (Sigma-Aldrich, США). В качестве накопительной 
среды использовали 98% питательной среды Игла МЕМ и 2% 

1 Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств (иммунобиологические лекарственные препараты). Ч. 2. 
М.: Гриф и К; 2012.

2 Recommendations for the evaluation of animal cell cultures as substrates for the manufacture of biological medicinal products and for the characteriza-
tion of cell banks (WHO/BS/10.2132). WHO; 2010.
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FetalClone II (HyClone, США). Каждые 3–4 сут проводили сбор 
культуральной жидкости (КЖ), содержащей рчЭПО. КЖ филь-
тровали через ацетатцеллюлозные мембраны с размерами пор 
0,45 и 0,22 мкм (Merck Millipore, США) на установке УСФ-273 
(НПП «Технофильтр», Россия). Далее КЖ концентрировали, ис-
пользуя разделительный ультрафильтрационный аппарат на по-
лых волокнах АР–0,2н (НПП «Биотехпрогресс», Россия).

Выделение и очистку субстанции рчЭПО из концентрата 
КЖ проводили с использованием хроматографической си-
стемы AKTA Purifier (GE Healthcare, США). Очистка включа-
ла следующие стадии: хроматографию на иммуносорбенте 
РС/ED7-Sepharose FF (ООО «Протеиновый контур», Россия), 
сорбенте Q Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, США) и гель-
фильтрацию на Sephacryl S-200 SF (GE Healthcare, США). Суб-
станцию рчЭПО пропускали через фильтры с размером пор 
0,22 мкм (ТРР, Швейцария) [7].

Секвенирование нуклеотидной последовательности фраг-
мента гена, кодирующего синтез ЭПО человека, интегрирован-
ного в ДНК клеток, проводили с помощью генетического ана-
лизатора 3130 DNA Analyzer (Applied Biosystems, Inc., США) по 
методу Сэнгера [10]. Для секвенирования использовали олиго-
нуклеотиды (ООО «Биосинтез», Россия):

F527 AATGTCCTGCCTGGCTGTGG
R696 TCCCTGAAGCCCTGAGCGTG
R1837 TCATCTGTCCCCTTGTCCTGC
F1643 TTGCTAAGACTGTCCGTATCCTTCCC

Аминокислотную последовательность С- и N-концов мо-
лекулы рчЭПО определяли на автоматическом газофазном 
секвенаторе PPSQ-31A (Shimadzu, Япония). Методом обращен-
но-фазовой жидкостной хроматографии идентифицировали 
фенилтиогидантоины аминокислот, полученные в каждом цик-
ле секвенирования3.

Стабильность штамма-продуцента СНОрЕ подтверждали 
сравнением кодирующей части гена ЭПО с референсной по-
следовательностью гена ЭПО человека после секвенирования 
фрагмента 1310 п.н. до и после культивирования клеток в те-
чение 10 последовательных пассажей.

Копийность гена ЭПО в клетках СНОрЕ исследовали методом 
полимеразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ). 
При помощи набора для выделения РНК/ДНК (НПФ «Литех», 
Россия) из 1×106 клеток выделяли ДНК. Для постановки ПЦР 
использовали амплификатор CFX96 (Bio-Rad, США), праймеры 
и флуоресцентно-меченый зонд (ООО «Биосинтез», Россия): 

F527 AATGTCCTGCCTGGCTGTGG
R696 TCCCTGAAGCCCTGAGCGTG
Proba FAM-TATCACCTTCCCCAGCACATTCCACAGA-BHQ1

В качестве положительного контрольного образца при-
меняли рекомбинантную плазмиду pCR2.1-EP, содержащую 
вставку, идентичную участку гена, кодирующего ЭПО (ФБУН 
ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора, Россия). Отрицательным 
контролем служил ТЕ(×1)-буфер.

Для определения аналитической чувствительности системы 
«праймеры—зонд» из растворов положительных контрольных 

образцов готовили последовательные 10-кратные разведения. 
Определение концентрации ДНК в разведениях осуществляли 
при помощи коммерческого набора Quant-iT™ dsDNA Assay 
Kit, high sensitivity (Invitrogen™, США) и флуориметра QUBIT 
(Invitrogen™, США). Количество ДНК-матриц, детектируемое 
с применением праймеров и зондов, после оптимизации усло-
вий проведения реакции выражали в геномных эквивалентах 
в реакционной смеси. Электрофоретическую детекцию про-
дуктов амплификации проводили в 2% агарозном геле, ис-
пользовали системы видеодокументирования Molecular Imager® 
Gel Doc™ XR System (Bio-Rad, США). После проведения ПЦР 
полученные фрагменты ДНК очищали, используя набор QIAEX 
II Gel Extraction Kit (Qiagen®, США), клонировали в плазмиду 
pCR2.1-EP. Определение нуклеотидных последовательностей 
проводили на автоматическом секвенаторе ABI Genetic 3130 XL 
(Applied Biosystems, Inc., США). Нуклеотидные последовательно-
сти гена ЭПО были взяты из базы данных GenBank [07q21/EPO] 
и проанализированы с использованием NCBI Mega BLAST.

Статистическую обработку полученного материала прово-
дили с использованием пакета программ Statistica 6.0 (StatSoft, 
США). Множественное выравнивание нуклеотидных после-
довательностей проводили при помощи приложения AlignX 
программного пакета Vector NTI 11 (Informax, США). В работе 
было использовано лицензионное программное обеспече-
ние Microsoft Office Professional 2007 Win32, Vector NTI Suite 
11, Lasergene 9 и BioEdit 7.1.3.0. Физико-химические свойства 
полученной субстанции рчЭПО определяли в соответствии 
с Европейской фармакопеей и Государственной фармакопеей 
Российской Федерации (ГФ РФ)4.

Электрофорез в полиакриламидном геле (ПААГ) и при-
готовление геля проводили в соответствии с методикой, 
изложенной в ГФ РФ XIV издания5. В качестве маркеров мо-
лекулярной массы использовали набор низкомолекуляр-
ных стандартных белков 94,0; 66,0; 45,0; 30,0; 20,1; 14,4 кДа 
(Amersham Bioscience, Швеция). Контролем служил стандарт 
ЭПО [R030] (ООО «Протеиновый контур», Россия).

Для проведения изоэлектрофокусирования использовали 
аппарат Multiphor™ II в комплекте с аппаратом для охлаждения 
и циркуляции жидкости, источник питания (Amersham Вiosciences, 
Швеция), готовые гели (GE Healthcare, США). Для создания гради-
ента рН в геле применяли амфолиты (рН 3,0–10,0) (Sigma-Aldrich, 
США) и амфолиты (рН 3,0–5,0) (Bio-Rad, США), для калибровки 
геля — рI маркеры (рН 2,8–3,5–3,75–4,15–4,55–5,2–5,85–6,55) 
(GE Healthcare, США). Гель окрашивали 0,1% раствором кумасси 
бриллиантовый голубой (МР Biochemicals, Канада). В качестве 
контроля использовали Международный стандартный образец 
эритропоэтина (МСО ЭПО) BRP E1515000 (Sigma-Aldrich, США).

Пептидное картирование с использованием высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) проводили на 
хроматографе высокого давления Breeze Waters (Waters, США) 
с детектором поглощения в УФ-диапазоне при длине волны 
214 нм, применяли колонку Symmetry 300 C4 (Waters, США)6.

Разделение изоформ рчЭПО проводили методом капил-
лярного электрофореза7. В качестве контроля использовали 
МСО ЭПО. Расчет процентного содержания изоформ проводи-
ли при помощи системы капиллярного электрофореза PA 800 
plus (Beckman Coulter, США).

3 Erythropoietin Concentrated Solution. European Pharmacopoeia 7.0.
4 Erythropoietin Concentrated Solution. European Pharmacopoeia 7.0.
Общая фармакопейная статья 1.7.1.0016.18 Эритропоэтины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
5 Общая фармакопейная статья 1.2.1.0023.15 Электрофорез в полиакриламидном геле. Государственная фармакопея Российской Федерации. 

XIV изд. Т. 1; 2018.
6 Erythropoietin Concentrated Solution. European Pharmacopoeia 7.0.
7 Там же.
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Для выявления примесей димеров и высокомолекулярных 
родственных веществ в рчЭПО использовали метод ВЭЖХ. Хро-
матографию осуществляли на хроматографе высокого давления 
Breeze Waters (США) с детектором поглощения в УФ-диапазоне 
при длине волны 214 нм, применяли колонку Protein-Pak 125 
(Waters, США), заполненную силикагелем гидрофильным для 
хроматографии, пригодным для фракционирования глобулярных 
белков с относительной молекулярной массой от 2 до 80 0008.

Оценку сиаловых кислот проводили по методике, из-
ложенной в Европейской фармакопее9. Для построения 
калибровочной кривой применяли стандартный раствор 
N-ацетилнейраминовой кислоты (Sigma-Aldrich, США). Исполь-
зуя калибровочную кривую, определяли содержание сиаловых 
кислот в рчЭПО, рассчитывали среднее количество молей си-
аловых кислот на 1 моль ЭПО, допуская, что относительная 
молекулярная масса ЭПО равна 30 600, а относительная моле-
кулярная масса N-ацетилнейраминовой кислоты — 309.

Спектрофотометрическим методом определяли содержа-
ние остаточных нуклеиновых кислот10 в субстанции. Раствором 
сравнения служил буферный раствор, идентичный буферному 
раствору анализируемой пробы.

Концентрацию рчЭПО определяли методом иммунофер-
ментного анализа с использованием набора реагентов PRoCon 
EPO2 (ООО «Протеиновый контур», Россия) и коммерческого 
набора реагентов Эритропоэтин-ИФА-Бест (Вектор-Бест, Рос-
сия). Диапазон измеряемых концентраций — 0–6,6 МЕ/мл, чув-
ствительность анализа — 0,01 МЕ/мл.

Результаты и обсуждение

Культура клеток CHOpE состояла из субстратзависимых 
эпителиоподобных клеток. Клетки обеспечивали синтез и се-
крецию в культуральную жидкость (КЖ) рчЭПО [5].

Экспрессирующую конструкцию штамма-продуцента 
оценивали с помощью методов исследования нуклеотидной 
и аминокислотной последовательностей.

Секвенирование фрагмента гена ЭПО, интегрированного 
в ДНК клеток CHOpE (рис. 1), подтвердило полное соответ-
ствие структуре гена [07q21/EPO] ЭПО [11].

При определении аминокислотной последовательности N- 
и С-концов молекулы рчЭПО было показано, что N-концевая 
последовательность соответствует аминокислотам Ala-Pro-
Pro-Arg-Leu-Ile-Cys-Asp-Ser-Arg, C-концевая последователь-
ность — Thr-Gly-Glu-Ala-Cys-Arg-Thr-Gly-Asp-Arg. Установлен-
ная аминокислотная последовательность N- и С-концов рчЭПО 
идентична последовательности природного ЭПО [10].

Стабильность продукции культуры клеток является фак-
тором, отражающим стабильность амплифицированного со-
стояния гена. Результаты исследований, подтверждающие 
стабильность штамма-продуцента СHOpE, были получены на 
основании сравнения кодирующей части гена ЭПО до и после 
культивирования клеток CHOpE в течение 10 последователь-
ных пассажей. Нуклеотидная последовательность части гена 
ЭПО не содержала нуклеотидных замен (рис. 2).

В стабильных культурах клеток амплифицированные по-
следовательности сохраняются в виде копий, интегрирован-
ных в хромосомы. Поскольку амплифицированный участок 
хромосомы имеет, как правило, большие размеры, его можно 
выявить при окрашивании хромосом, так как при этом образу-
ются легкоразличимые гомогенно окрашенные районы. Ранее 
было показано, что кариотип культуры клеток CHOpE стабилен, 
соответствует виду и представляет собой производное от ка-
риотипа китайского хомячка, маркерная хромосома содержит 
HSR гомогенно окрашенные участки, которые появляются в ре-
зультате генной амплификации и ассоциируются с амплифика-
цией встроенного гена и соответственно с усилением синтеза 
рекомбинантного белка [12, 13].

Генетическую стабильность штамма-продуцента CHOpE 
подтверждали исследованиями копийности гена. В резуль-
тате проведенных исследований было установлено, что 

GGTCACCCGGCGCGCCCCAGGTCGCTGAGGGACCCCGGCCAGGCGCGGAGACGGTGAGTACTCGCGGGCTGGGCGCTCCCGCCGCCCGGGTCC
CTGTTTGTAGCGCCCCGGCTATTGGCCAGGAGGTGGCTGGGTTCAAGGACCGGCGACCCCCGGAAGGGGGAGGGGGGTGGGGCAGCCTCCACGT
GCCAGCGGGGACTCTTGGGGATGGCAAAAACCTGACCTGTGAAGGGGACACAGTTTGGGGGTTAGGTTTGGGGGTTCTGCTGTGCCAGTGGAGA
GGAAGCTGATAAGCTGATATGGAGCCACCACTTATCTGCCAGAGGGGAAGCCTCTGTCACACCAGGATTCGGAGAAGTGGATGCTGGTAGCTGGG
GGTGGGGTGTGCACACGGCAGCAGAGGCCAGGGAGGCAGCACCTGAGTGCTTGCATGGTTGGGGACAGGAAGGACAGAGACGTGGGGATGAAG
GAAGCTGTCCTTCCACAGCCACCCTTCTCCCACTCTCAGCCTGGCTATCTGTTCTAGAATGTCCTGCCTGGCTGTGGCTTCGCTGTCGCTCCCTCT
GGGCCTCCCAGTCCTGGGCGCCCCACCACGCCTCACCGAGTCCTGGAGAGGTACCTCTTGGAGGCCAAGGAGGCCGAGAATATCACCTTCCCCA
GCACATTCCACAGAACTCACGCTCAGGGCTTCAGGGAACTCCAGGAACCTGGCACTTGGTTTGGGGTGGAGTTGGGAAGCTAGACACTGCCAGA
ATAAGTCTGGTGGCCCCAAACCATACCTGGAAACTAGGCAAGGAGCAATCCTACGGCCTGTGGGCCAGGGCCAGGCCTTCAGGGACCCTTCACTC
CCGCATTTCAGACGGGCTGTGCTGAACACTGCAGCTTGAATGAGAATATCACACCAAAGTTAATTTCTATGCCTGGAAGAGGATGGAGGTGAGTTC
CTTTTTCCTTTCTTTTGGAGAATCTCATTTGCGAGCCTGATTTTGGATGAAAGGGAGGGAAAGGTAAAATGGAGCAGCAGAGATGAGGCTGCCTGG
GCGCAGAGGCAATCCCAGGCTGAGATGGCCGAGATGGGAGAATTGCTTGAGCCCTGGAGTCCTAGGCAGCATAGTGAGATCCCCCATCTCTACAA
ACATTTAAAAAAATTAGTGGTGCATGGTGGTAGTCCCAGATATTTGGAAGGCTGAGGCGGGAGGACCAGGAATTTGAGGCTGCAGTGAGCTGTGA
TCACACCACTGCACTCCAGCGAGTGAGGCCCTGTCTCAAAAAAGAAAAGAAAAAAGAAAAATAATGAGGGTACATTCATTATTCATTCACTCACTC
ACTCACTCATTCATTCATTCATTCTCTTATTGCATACCTTCTGTTTGCTCAGCTTGGTGCTTGGGGCTGCTGAGGAGAGGGTGACATGGGTCAGCTG
ACTCCCAGAGTCCACTCCCTGTAGGTCCCGTAGAAGTCTGGCAGGGCCTGGCCCTGCTGTCGGAAGCTGTCCTGCGGTGTTGGTCAACTCTTCCC
AGCCGTGGGAGCCCCTGCAGCTGCATGTGGATGTGGCCTTCGCAGCCTCACCACTCTGCTTCGGGCTCTGGGAGCCCAGGTGGACACTTCTGCTT
GCCCTTTCTGTAAGAAGGGGAGAAGGGTCTTGCTAAGACTGTCCGTATCCTTCCCTTTCTGTGGCACTGCAGCGACCTCCTGTTTTCAAGGAAGCC
ATCTCCCCTCCAGATGCGGCCTCAGCTGCTCCACTCCGAACGACACTTTCCGCAAACTCTTCCGAGTCTACTCCAATTTCCTCCGGGGAAATACAC
AGGGGAGGCCTGCAGGACAAGGGGACAGATGACCAGGTGTGTCCATCCACCACCTCCCTCACCAACATTGCTTGTGCCACACCCTCCCCCGCCAC
CGTCGAGGGGCTCTCAGCTCAGCCAGCCTGTCCCATGGACACTCCAGTGCATCTCAGGGGCCAGAGGAACTGTGGAGAGAGCAACTCTGAGATCT

Рис. 1. Нуклеотидная последовательность, кодирующая ЭПО человека, в ДНК клеток CHOрЕ.
Fig. 1. The nucleotide sequence encoding human EPO integrated into the DNA of CHOpE cells.

8 Там же.
9 Там же.
10 Общая фармакопейная статья 1.2.1.1.0003.15 Спектрофотометрия в ультрафиолетовой и видимой областях. Государственная фармакопея 

Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
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Рис. 2. Сравнение нуклеотидной последовательности части гена ЭПО до и после культивирования клеток CHOpE в течение 
10 пассажей с референсной последовательностью гена ЭПО человека.
Fig. 2. Comparison of the nucleotide sequence of a fragment of the EPO gene before and after culturing CHOpE cells for 10 passages 
with the reference sequence of the human EPO gene.
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Рис. 3. Электрофореграмма субстанции рчЭПО (электро-
форез в ПААГ в невосстанавливающих условиях в присут-
ствии додецилсульфата натрия). (1) набор низкомолекуляр-
ных стандартных белков; (2) стандарт ЭПО; (3) рчЭПО.
Fig. 3. Electropherogram of the rhEPO substance (Sodium dode-
cyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis under non-reducing 
conditions). (1) set of low molecular weight reference proteins; 
(2) EPO reference standard; (3) rhEPO.

Рис. 4. Изоэлектрофореграмма субстанции рчЭПО. (1) на-
бор рI маркеров; (2) МСО ЭПО; (3) рчЭПО. Анодный раст-
вор — 0,1 М раствор серной кислоты, катодный раствор — 
0,1 М раствор натрия гидроокиси.
Fig. 4. Isoelectropherogram of the rhEPO substance. (1) set of pI 
markers; (2) EPO IRS; (3) rhEPO. 0.1 M sulfuric acid and 0.1 M 
sodium hydroxide were used as anodic and cathodic solutions, 
respectively.

в разведении 1:100 концентрация ДНК составила 0,18 пг/мл, 
или 972 молекулы. Таким образом, на 1000 клеток CHOpE 
приходится 972 копии гена ЭПО, или в среднем одна копия 
на клетку, что соответствует высокой генетической стабиль-
ности клеток.

По разработанной нами технологии была получена суб-
станция рчЭПО [7]. Известно, что физико-химические характе-
ристики ЭПО определяют такие его свойства, как стабильность, 
активность, фармакокинетические и фармакодинамические 
характеристики, которые в конечном счете влияют на про-
филь безопасности и эффективности его применения [14]. 
Физико-химические свойства субстанции рчЭПО оценивали 
в соответствии с требованиями, изложенными в Европейской 
фармакопее11.

По результатам проведенного гель-электрофореза суб-
станция рчЭПО гомогенна, представлена на электрофоре-
грамме одной ярко выраженной широкой полосой, что свиде-
тельствует об отсутствии примесей олигомерных форм ЭПО. 
Содержание мономера рчЭПО — не менее 95%. Молекулярная 
масса субстанции рчЭПО составляет 32–38 кДа, стандарт ЭПО 
(ООО «Протеиновый контур», Россия) имеет молекулярную 
массу 33–40 кДа (рис. 3). Молекулярная масса природного ЭПО 
составляет приблизительно 30,6 кДа, у коммерческих препара-
тов рчЭПО диапазон значений колеблется между 32 и 45 кДа.

Результаты изоэлектрического фокусирования представ-
лены на рисунке 4. Субстанция рчЭПО содержит 4–5 основных 
полос в интервале значений рН от 2,8 до 4,15, что характерно 
для природного ЭПО.

При проведении специфической реакции расщепления 
трипсином полипептидной цепи ЭПО по остаткам аргинина 
и лизина профили хроматограмм гидролизатов субстанции 
рчЭПО и МСО ЭПО по количеству пиков и по времени удержи-
вания должны принципиально совпадать, что и было доказано 
в результате проведенных исследований (рис. 5, 6).

Таким образом, в результате проведенных эксперимен-
тов была подтверждена подлинность полученной субстанции 
рчЭПО.

Дальнейшие исследования состояли в определении со-
отношения изоформного состава субстанции рчЭПО. ЭПО яв-
ляется гетерогенным гликопротеином, его углеводная часть 
может меняться за счет нескольких вариантов гликозилиро-
вания, что и определяет наличие различных изоформ рчЭПО 
и соответственно различных качественных и количественных 
характеристик рчЭПО. Результаты анализа, полученные при 
разделении изоформ рчЭПО с помощью капиллярного элек-
трофореза, представлены на рисунке 7. Базовая линия ста-
бильна, с незначительным дрейфом. Показано, что на электро-
фореграмме определяется характерное расположение хорошо 
разделившихся пиков, идентифицированы пики изоформ 1–8. 
Изоформный состав рчЭПО соответствует изоформному со-
ставу МСО ЭПО.

Качественное и количественное распределение пиков изо-
форм рчЭПО совпало с распределением пиков МСО ЭПО. Со-
держание изоформ рчЭПО также соответствует требованиям, 
предъявляемым к ЭПО (табл. 1).

Согласно требованиям Европейской фармакопеи димеры 
и высокомолекулярные родственные вещества рчЭПО должны 
элюироваться перед появлением пика ЭПО, при этом общая 
площадь пиков, элюированных до основного пика, должна 
составлять не более 2% от общей площади всех пиков13. Про-

11 Erythropoietin Concentrated Solution. European Pharmacopoeia 7.0.
12 Там же.
13 Там же.
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фили элюции, полученные в результате гель-фильтрации суб-
станции рчЭПО, представлены на рисунке 8.

Показано, что субстанция рчЭПО имеет чистоту 98–99%. 
Димеры и высокомолекулярные родственные вещества со-
ставляют менее 0,5%. Получение рчЭПО на основе перевива-
емой культуры клеток должно быть основано на технологии, 
обеспечивающей высокую степень очистки от клеточных ком-
понентов. Одним из критериев чистоты рчЭПО является от-
сутствие посторонних примесей, в частности остаточной ДНК 
клеток CHOpE. Установлено, что отношение оптической плот-
ности растворов для субстанции рчЭПО составляет 1,51–1,62 
при критерии приемлемости более 1,5.

Особая роль в биологической активности ЭПО принад-
лежит сиаловым кислотам, которые являются терминаль-
ными остатками в олигосахариде, связанными в качестве 
простетической группы с полипептидной цепью молекулы 
ЭПО, и обуславливают кислотные свойства гликопротеида. 
Количество сиаловых остатков в молекулах ЭПО неодно-
родно и может достигать 14, что составляет около 17% от 
всех углеводных компонентов в составе ЭПО [15, 16]. Ко-
личественное содержание сиаловых кислот (в пересчете на 
N-ацетилнейраминовую кислоту) на 1 моль ЭПО должно со-
ставлять не менее 10 моль/1 моль. В результате проведенных 
исследований было установлено, что содержание сиаловых 
кислот в 1 моль субстанции рчЭПО соответствует требовани-
ям, предъявляемым к ЭПО (табл. 2).

Концентрация рчЭПО в субстанции, определяемая ме-
тодом иммуноферментного анализа, составляла 115 000 ± 
25 000 МЕ/мл.

Рис. 7. Электрофореграмма субстанции рчЭПО. (А) МСО 
ЭПО, (B–D) рчЭПО. Буферный раствор: 0,01 М раствор три-
цина, 0,01 М раствор натрия хлорида, 0,01 М раствор натрия 
ацетата, 7 М раствор мочевины, 2,5 мМ раствор путресцина. 
Детектирование: длина волны 214 нм. Длина капилляра — 
70 см, объем пробы — 50 мкл, температура — 35 °С.
Fig. 7. Electropherogram of rhEPO. (A) EPO IRS, (B–D) rhEPO. 
Buffer solution: 0.01 M tricine, 0.01 M sodium chloride, 0.01 M so-
dium acetate, 7 M urea, 2.5 mM putrescine. Detection at 214 nm. 
Capillary, 70 cm; injection volume, 50 μL, temperature, 35 °C.

Рис. 5. Хроматограмма гидролизата субстанции рчЭПО. 
Детектирование: длина волны — 214 нм, объем пробы — 
50 мкл, температура колонки — 25 °С.
Fig. 5. Chromatogram of the rhEPO hydrolysate. Detection: wave-

length, 214 nm; injection volume, 50 μL; column temperature, 25 °C.

Рис. 6. Хроматограмма гидролизата МСО ЭПО. Детектирова-
ние: длина волны — 214 нм, объем пробы — 50 мкл, темпера-
тура колонки — 25 °С.
Fig. 6. Chromatogram of the EPO IRS hydrolysate. Detection: 
wavelength, 214 nm; injection volume, 50 μL; column tempera-
ture, 25 °C.
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Рис. 8. Хроматограмма субстанции рчЭПО. Нагрузка на колонку — 20–30 мкг белка. Подвижная фаза — фосфатно-
солевой буферный раствор (рН 7,2). Скорость потока — 0,5 мл/мин. Детектирование: длина волны 214 нм, длительность 
хроматографирования не менее 1 ч.
Fig. 8. Сhromatogram of rhEPO. Column load, 20–30 μg of protein. Mobile phase: phosphate-buffered saline, pH 7.2. Flow rate, 
0.5 mL/min. Detection: wavelength, 214 nm; run time, not less than 1 hour.

Таблица 1. Содержание изоформ субстанции рчЭПО
Table 1. The content of rhEPO isoforms

Изоформы
Isoforms

Содержание
рчЭПО, %

Content of rhEPO, %

Содержание
МСО ЭПО, %

Content of EPO IRS, %

Требования Европейской фармакопеи12, 
содержание ЭПО, %

Requirements of the European Pharmacopoeia12, 
EPO content, %

1
Не более 5

Not more than 5
Не более 5

Not more than 5
0–15

2
Не более 5

Not more than 5
Не более 5

Not more than 5
0–15

3 9–10 10–12 1–20

4 15–20 15–20 10–35

5 10–15 10–15 15–40

6 30–33 34–35 10–35

7 20–23 23–25 5–25

8
Не более 5

Not more than 5
Не более 5

Not more than 5
0–15

Таблица 2. Определение сиаловых кислот в субстанции рчЭПО
Table 2. Determination of sialic acids in rhEPO

Наименова-
ние пробы

Sample

Концентрация раствора
N-ацетилнейраминовой 

кислоты, мкг/мл
N-acetylneuraminic acid 
solution concentration, 

μg/mL

Оптическая 
плотность 

(OD
580

)
Absorbance 

(OD
580

)

Содержание 
сиаловых 

кислот, мкг
Sialic acid 

content, μg

Среднее значе-
ние содержа-
ния сиаловых 

кислот, мкг
Mean sialic acid 

content, μg

Количество молей сиа-
ловых кислот на 1 моль 

рчЭПО и МСО ЭПО
Moles of sialic acid 
per mole of rhEPO 

and EPO IRS 

рчЭПО
rhEPO

300

0,038 4,2

4,1

13,75

0,036 4,0

0,038 4,2

150

0,021 2,1

2,20,023 2,3

0,021 2,1

МСО ЭПО
EPO IRS

300

0,030 3,2

3,5

11,2

0,033 3,5

0,034 3,7

150

0,018 1,9

1,80,017 1,8

0,015 1,6
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Заключение

В результате исследований охарактеризована субстанция 
рчЭПО, полученная на основе штамма-продуцента СНОрЕ, 
в соответствии с требованиями, предъявляемыми к ЭПО. Под-
тверждена генетическая стабильность штамма-продуцента 
СHOpE, доказана идентичность аминокислотной последова-
тельности ЭПО. На основе штамма-продуцента получена суб-
станция рчЭПО. Проведены исследования физико-химических 
свойств субстанции. Показано, что субстанция рчЭПО гомоген-
на и не содержит примесей олигомерных форм ЭПО, димеры 
и высокомолекулярные родственные вещества составляют 
менее 0,5%, молекулярная масса находится в узком диапазо-
не от 32 до 38 кДа. Изоэлектрическая точка — от 2,8 до 4,15. 
Идентифицированы пики изоформ 1–8, изоформный состав 
субстанции рчЭПО соответствует изоформному составу ЭПО. 
В 1 моль субстанции рчЭПО содержится 13,75 моль сиаловых 
кислот. Концентрация рчЭПО составляет 115 000 МЕ/мл.
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Перспективы совершенствования экспертизы качества вакцины 

бруцеллезной живой по показателю «Специфическая активность»

И. В. Касина*, С. А. Алексеева, Т. И. Немировская

Федеральное государственное бюджетное учреждение
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации,
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

Профилактическая иммунизация против бруцеллеза входит в Национальный календарь прививок по эпи-
демическим показаниям. Для иммунизации людей применяется живая вакцина, представляющая со-
бой лиофилизированную взвесь вакцинного штамма Brucella abortus 19 BА в стабилизирующей среде. 
В статье представлены результаты анализа качества 9 серий вакцины бруцеллезной живой, поступив-
ших в Испытательный центр экспертизы качества МИБП ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России для оцен-
ки соответствия препарата нормативным требованиям, а также анализ паспортных данных предприя-
тия-производителя на эти серии. Необходимость проведения объективной экспертизы качества вакцины 
бруцеллезной, а также актуальность ее совершенствования не вызывают сомнений. Цель работы: оцен-
ка перспективы совершенствования экспертизы качества вакцины бруцеллезной живой по показателю 
«Специфическая активность» (концентрация микробных клеток, количество живых микробных клеток, ко-
личество накожных доз). Материалы и методы: специфическую активность (концентрацию микробных 
клеток, количество живых микробных клеток) определяли визуальным и микробиологическим методами 
на образцах ОСО 42-28-396-2018 вакцины бруцеллезной серии 6 и на бактериальной взвеси вакцинного 
штамма Brucella abortus 19 BА, полученного из АО «НПО «Микроген» в 2016 г. Количество накожных доз 
в вакцине бруцеллезной определяли расчетным методом. Статистическая обработка результатов была 
выполнена с помощью программы Microsoft Excel. Результаты: установлено несоответствие коэффи-
циента концентрации бруцелл 1,7×109 м.к./мл по ОСО мутности бактериальных взвесей 10 МЕ факти-
ческим данным, полученным в результате проведенных исследований. Предварительный коэффициент 
концентрации бруцеллезного микроба по ОСО мутности бактериальных взвесей 10 МЕ может достигать 
3,0×109 м.к./мл. Выводы: полученные результаты могут послужить основанием для внесения изменения 
в паспорт и инструкцию по применению ОСО мутности бактериальных взвесей 10 МЕ по коэффициенту 
концентрации бруцеллезного микроба и в требования нормативной документации на вакцину бруцеллез-
ную по показателю качества «Специфическая активность» (концентрация микробных клеток, количество 
живых микробных клеток, количество накожных доз). Для внесения соответствующих изменений по кон-
центрации бруцелл, эквивалентной 10 МЕ, в паспорт и инструкцию по применению на ОСО мутности бак-
териальных взвесей (ОСО 42-28-85П) необходимо провести дополнительные испытания на других видах 
бруцелл.
Ключевые слова: вакцина бруцеллезная живая; вакцинный штамм Brucella abortus; специфическая ак-
тивность; концентрация микробных клеток; количество живых микробных клеток; колониеобразующая 
единица (КОЕ); количество накожных доз; отраслевой стандартный образец (ОСО)
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Prospects for Improving Quality Evaluation of the Live Brucellosis Vaccine in Terms 

of Specific Activity

I. V. Kasina*, S. A. Alekseeva, T. I. Nemirovskaya

Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products,
8/2 Petrovsky Blvd, Moscow 127051, Russian Federation

Prophylactic immunisation against brucellosis is part of the National Immunisation Schedule for Epidemic Set-
tings. The immunisation is performed with a live vaccine—a lyophilized suspension of the Brucella abortus strain 
19 BА in a stabilizing medium. The paper presents the results of quality evaluation of 9 batches of live brucellosis 
vaccine that were submitted to the Testing Centre for Evaluation of Medicinal Immunobiological Products’ Qua-
lity of the Federal State Budgetary Institution “Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products” of 
the Ministry of Health of the Russian Federation for assessment of the product’s compliance with the established 
specifications. The paper also presents the results of evaluation of the passport information provided by the manu-
facturer for these batches. There is no doubt about the need for objective quality evaluation of brucellosis vaccines 
as well as about the significance of its improvement. The aim of study was to assess the prospects for improving 

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ / ORIGINAL ARTICLES



127

Перспективы совершенствования экспертизы качества вакцины бруцеллезной живой по показателю...

Prospects for Improving Quality Evaluation of the Live Brucellosis Vaccine in Terms of Specific Activity

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2020, Т. 20, № 2

BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment.  2020, V. 20, No. 2

quality evaluation of live brucellosis vaccines in terms of Specific activity (concentration of microbial cells, number 
of living microbial cells, number of cutaneous doses). Materials and methods: specific activity (concentration of 
microbial cells and number of living microbial cells) was determined by visual and microbiological methods using 
the industrial reference standard of brucellosis vaccine OSO 42-28-396-2018, batch 6 and the bacterial suspen-
sion of the Brucella abortus strain 19 BА acquired from the joint stock company Scientific and Production As-
sociation “Microgen” in 2016. The number of cutaneous doses in the brusellosis vaccine was determined by the 
calculation method. Statistical processing of the results was performed using Microsoft Excel. Results: there was 
a mismatch between the brucella concentration coefficient of 1.7×109 microbial cells/mL determined by compari-
son with the industrial reference standard of bacterial suspension turbidity, 10 IU and the actual concentration of 
microbial cells obtained in the study. According to preliminary results, the brucella concentration coefficient cor-
responding to the industrial reference standard of bacterial suspension turbidity, 10 IU can reach 3.0×109 mic-
robial cells/mL. Conclusions: the obtained results can serve as a basis for amending the data on the brucella 
concentration coefficient in the Passport and the Instructions for use of the industrial reference standard of bacte-
rial suspension turbidity, 10 IU, as well as the Specific activity section (concentration of microbial cells, number 
of living microbial cells, number of cutaneous doses) of the established specifications for the brucellosis vaccine. 
Before amending the information on the brucella concentration corresponding to 10 IU in the Passport and the In-
structions for use of the reference standard of bacterial suspension turbidity (OSO 42-28-85P), additional studies 
should be performed with other types of brucella.
Key words: live brucellosis vaccine; Brucella abortus vaccine strain; specific activity; concentration of microbial 
cells; number of living microbial cells; colony forming unit (CFU); number of cutaneous doses; industrial reference 
standard
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Эпидемическая обстановка по бруцеллезу на территории 
некоторых субъектов Российской Федерации продолжает 
оставаться неблагополучной и определяется наличием заболе-
ваний среди мелкого и крупного рогатого скота, являющихся 
основными источниками инфекции для людей [1–3]. В много-
летней динамике заболеваемость впервые выявленным бру-
целлезом среди людей в Российской Федерации за последние 
40 лет стабильно составляет 0,2–0,7% на 100 тыс. населения. 
Например, в 2018 г. в Российской Федерации зарегистрирован 
291 случай бруцеллеза у людей, а в 2019 г. — 397 случаев, что 
сопоставимо со средними многолетними значениями. Наибо-
лее неблагополучными территориями по бруцеллезу являются 
Северо-Кавказский, Южный и Сибирский федеральные окру-
га1. Профилактическая иммунизация против бруцеллеза вхо-
дит в Национальный календарь профилактических прививок 
по эпидемическим показаниям и проводится в соответствии 
с действующими нормативными актами в области иммунопро-
филактики. Вакцинация проводится в очагах козье-овечьего 
типа следующим лицам, достигшим 18 лет: животноводам, 
ветеринарным работникам, зоотехникам, а также работникам 
бактериологических лабораторий, работающим с живыми 
культурами. Для иммунизации людей против бруцеллеза при-
меняется живая вакцина, представляющая собой лиофилизи-
рованную взвесь вакцинного штамма Brucella abortus 19 BА 
в стабилизирующей среде2 [4, 5]. Необходимость проведения 
объективной экспертизы качества вакцины бруцеллезной, 
а также актуальность ее совершенствования не вызывают со-
мнений [6, 7].

Контроль качества вакцины бруцеллезной проводится с це-
лью подтверждения соответствия показателей качества требо-
ваниям нормативной документации (НД)3. Вакцина исследуется 

по физико-химическим показателям, таким как «рН», «Потеря 
в массе при высушивании», «Средняя масса и однородность 
по массе»; биологическим показателям — «Специфическая 
безопасность», «Иммуногенность» и микробиологическим по-
казателям — «Подлинность», «Отсутствие посторонних мик-
роорганизмов и грибов», «Специфическая активность» (кон-
центрация микробных клеток, количество живых микробных 
клеток, количество накожных доз), «Термостабильность».

Цель работы — оценка перспективы совершенствования экс-
пертизы качества вакцины бруцеллезной живой по показателю 
«Специфическая активность» (концентрация микробных клеток, 
количество живых микробных клеток, количество накожных доз).

Для достижения цели были поставлены следующие задачи:
- анализ результатов испытаний образцов вакцины бру-

целлезной живой по показателям качества «Специфическая 
активность» с целью определения в вакцине общей концентра-
ции, процента живых микробных клеток вакцинного штамма 
B. abortus 19-BА, а также количества накожных доз;

- определение оптимальной концентрации вакцинного 
штамма B. abortus 19 BА в приготовленных микробных взвесях 
и в вакцине бруцеллезной, эквивалентной 10 МЕ ОСО мутности 
бактериальных взвесей (ОСО 42-28-85П) соответствующего 
года выпуска.

Материалы и методы

Материалы

- ОСО вакцины бруцеллезной живой (ОСО 42-28-396-
2018), серия 6;

- производственный вакцинный штамм B. abortus 19 ВА (дата 
лиофилизации — декабрь 2015 г.). Передан АО «НПО «Микроген» 

1 Государственный доклад «О состоянии санитарно-эпидемиологического благополучия населения в Российской Федерации в 2018 году». 
Роспотребнадзор; 2019. https://www.rospotrebnadzor.ru/upload/iblock/798/gosudarstvennyy-doklad-o-sostoyanii-sanitarno_epidemiologicheskogo-
blagopoluchiya-naseleniya-v-rossiyskoy-federatsii-v-2018-godu.pdf 

2 СП 3.1.7.2613-10 Профилактика бруцеллеза (утв. Постановлением Главного государственного санитарного врача Российской Федерации от 
26.04.2010 № 39).

3 Нормативная документация Р N003612/01-251217 Вакцина бруцеллезная живая, лиофилизат для приготовления суспензии для подкожного 
введения и накожного скарификационного нанесения.

Фармакопейная статья 3.3.1.0011.15 Вакцина бруцеллезная живая, лиофилизат для приготовления суспензии для подкожного введения и на-
кожного скарификационного нанесения. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.
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в Государственную коллекцию патогенных микроорганизмов 
III–IV групп ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России в 2016 г.;

- ОСО мутности бактериальных взвесей 10 МЕ (ОСО 42-28-
85П) соответствующего года выпуска;

- мясо-пептонный агар (МПА) с 0,5% глюкозы (pH 7,4) ла-
бораторного приготовления;

- питательная среда для выделения и культивирования 
бруцелл сухая (Эритрит агар) серии МК040218, производства 
филиала АО «НПО «Микроген» в г. Махачкале НПО «Питатель-
ные среды» по ТУ 9398-046-14237183-07 (регистрационное 
удостоверение № ФСР 2008/02098). Используемые питатель-
ные среды предусмотрены требованиями НД.

Все препараты применены в течение срока их годности.
В проведенном исследовании использованы результаты 

испытаний образцов серий бруцеллезной вакцины, поступив-
ших в ИЦЭК МИБП для оценки соответствия препарата норма-
тивным требованиям, и паспортные данные предприятия-про-
изводителя на эти серии.

Методы

Специфическую активность (концентрацию микробных 
клеток) определяли визуальным методом по ОСО мутности 
бактериальных взвесей 10 МЕ (ОСО 42-28-85П) соответствую-
щего года выпуска. Общую концентрацию (ОК) бруцелл рас-
считывали по формуле (1), указанной в НД и в Государственной 
фармакопее Российской Федерации XIV изд.4 с использовани-
ем коэффициента концентрации бруцелл:

ОК = (0,1 + n)×10×1,7×109, (1)

где ОК — общая концентрация микробных клеток в 1 мл 
(м.к./мл); 0,1 — объем растворенной вакцины, мл; n — объем 
0,9% раствора натрия хлорида, взятый для разведения пробы до 
ОСО мутности бактериальных взвесей 10 МЕ, мл; 10 — постоян-
ная величина (пересчет в 1 мл вакцины); 1,7×109 — концентра-
ция микробных клеток в 1 мл для бруцелл, эквивалентная 10 МЕ.

Специфическую активность (количество живых микроб-
ных клеток) определяли микробиологическим методом (посев 
на питательные среды).

Тестируемые образцы, в которых определяли концентра-
цию микробных клеток, десятикратно разводили в 0,9% рас-
творе натрия хлорида до концентрации 10-8 (условно посевная 
доза составляет десятки микробных клеток) и 10-9 (условно по-
севная доза составляет единицы микробных клеток) и высева-
ли по 0,1 мл на 3 чашки Петри с питательным агаром. Посевы 
инкубировали в течение 5 сут при температуре (37 ± 1) °С.

По окончании инкубации подсчитывали количество вырос-
ших колоний и вычисляли среднее количество для каждого раз-
ведения. Определяли среднее арифметическое из 2 разведений, 
рассчитывали количество живых бруцелл, содержащихся в 1 мл 
вакцины. Процентное содержание живых микробных клеток5 
вычисляли для каждого образца вакцины, принимая за 100% 
число микробных клеток, исходя из показателя общей концен-
трации микробных клеток для данного образца по формуле (2):

Процентное содержание живых м.к. =
БК

×100%, (2)
ОК

где БК — количество живых микробных клеток в 1 мл; ОК — 
общая концентрация микробных клеток.

Количество накожных доз определяли расчетным мето-
дом: полученное количество живых микробных клеток в ам-
пуле делится на 1010 (количество живых микробных клеток 
в одной дозе)6.

Приготовление микробной взвеси вакцинного штамма 
B. abortus 19 ВА проводили по ОСО мутности бактериальных 
взвесей 10 МЕ разными операторами и в разное время.

Для получения суспензии B. abortus 19 ВА в количестве ус-
ловно 100 и 10 м.к. готовили бактериальную взвесь штамма по 
ОСО мутности бактериальных взвесей 10 МЕ. Так как коэффи-
циент концентрации бруцелл по ОСО мутности 10 МЕ составля-
ет 1,7×109 м.к./мл, взвесь предварительно разводили в 0,9% 
растворе натрия хлорида до концентрации 1,0×109 м.к./мл 
в 1,7 раза (1 + 0,7). Затем проводили десятикратные разведе-
ния до 10-6 (1000 м.к.) и 10-7 (100 м.к.) и высевали по 0,1 мл на 
3 чашки Петри с питательным агаром (посевная доза составила 
условно 100 и 10 м.к.).

Исследование бактериальной взвеси вакцинного штамма 
B. abortus 19 ВА по определению в ней количества живых мик-
робных клеток в различных концентрациях проводили микро-
биологическим методом (метод посева на питательные среды) 
разными операторами в разное время. Для получения суспен-
зии B. abortus 19 ВА в количестве 100 и 10 м.к. из разведений 
с шагом 0,5 (1,5; 2; 2,5; 3; 3,5) готовили взвесь штамма по ОСО 
мутности бактериальных взвесей 10 МЕ и соответственно раз-
водили (1 + 0,5; 1 + 1; 1 + 1,5; 1 + 2; 1 + 2,5). Затем проводили 
десятикратные разведения до условных 1000 и 100 м.к. и вы-
севали на чашки Петри с питательным агаром (посевная доза 
условно составила 100 и 10 м.к.).

Проведен статистический анализ с использованием одно-
факторного дисперсионного анализа для группы разведений 
и с помощью критерия Стьюдента для попарного сравнения 
разведений. С помощью программы Microsoft Excel проведен 
дисперсионный анализ статистической значимости отличий 
исследованных разведений.

Результаты и обсуждение

Показатель качества «Специфическая активность» вакци-
ны бруцеллезной живой, как и для ряда других живых бактери-
альных вакцин, оценивается по общей концентрации и количес-
тву живых микробных клеток производственного вакцинного 
штамма. По результатам оценки качества данного показателя, 
то есть по фактическому содержанию живых микробных кле-
ток, определяется количество прививочных доз в ампуле.

Общая концентрация микробных клеток в живой бру-
целлезной вакцине, содержащей как живые, так и неживые 
микробные клетки, определяется визуально по ОСО мутности 
бактериальных взвесей 10 МЕ и затем рассчитывается по фор-
муле с использованием коэффициента концентрации бруцелл 
(1,7×109 м.к./мл). В соответствии с НД в вакцине должно со-
держаться от 4×1010 до 10×1010 м.к./мл, при этом содержание 
живых микробных клеток должно составлять не менее 60%.

Нами проведен анализ результатов испытаний 9 серий 
вакцины бруцеллезной живой разных лет выпуска (с 2012 по 
2020 г.) по паспортным данным предприятия-производителя 
и в Испытательном центре экспертизы качества МИБП (ИЦЭК 
МИБП) ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России по показателям 
качества «Специфическая активность» (концентрация микроб-

4 Общая фармакопейная статья 1.7.2.0008.15 Определение концентрации микробных клеток. Государственная фармакопея Российской Феде-
рации. XIV изд. Т. 2; 2018. 

5 Фармакопейная статья 3.3.1.0011.15 Вакцина бруцеллезная живая, лиофилизат для приготовления суспензии для подкожного введения и на-
кожного скарификационного нанесения. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.

6 Там же.
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ных клеток, количество живых микробных клеток, количество 
накожных доз).

При контроле вакцины бруцеллезной живой на предпри-
ятии-производителе общая концентрация микробных клеток 
в 1 мл по всем сериям составила (7,1 ± 0,8)×1010, из них коли-
чество живых микробных клеток — (9,3 ± 1,1)×1010, т. е. услов-
но высевали 71 и 7 микробных клеток, а фактически выросло 
на питательной среде — 93 и 9 КОЕ (табл. 1). Соответственно 
согласно расчету количество живых микробных клеток в вак-
цине составило 132 ± 19% от общей концентрации. Также из 
анализа результатов испытаний бруцеллезной вакцины в ИЦЭК 
МИБП (табл. 1) следует, что общая концентрация микробных 
клеток в 1 мл составила (7,2 ± 0,6)×1010, из них количество 
живых микробных клеток — (7,8 ± 1,1)×1010, т. е. посевные 
дозы по расчетному количеству содержали 72 и 7 микробных 
клеток, а фактически выросло на питательной среде — 78 
и 8 КОЕ. В процентном содержании количество КОЕ составило 
110 ± 18% от общей концентрации.

Анализ результатов испытаний вакцины на предприятии-
производителе и в ИЦЭК МИБП показал, что полученное при 
посеве количество живых микробных клеток в образцах вак-
цины достигало 100% или значительно превышало общую 
концентрацию микробных клеток, определенную по ОСО мут-
ности 10 МЕ. Результаты противоречат как математическим, 
так и биологическим принципам.

Важно отметить, что количество прививочных доз в вак-
цине, а также иммунизирующая доза для лабораторных жи-
вотных при испытании по показателю «Иммуногенность» 
определяется из фактического содержания живых микробных 
клеток в ампуле. В связи с этим установленное количество при-
вивочных доз в вакцине всегда соответствовало требованиям 
НД (табл. 1) и было в пределах от 4 до 10 доз в ампуле.

При испытании жизнеспособности вакцины проводится кон-
троль чувствительности используемых питательных сред. При 
посеве 10 м.к. из взвеси штамма B. abortus 19 ВА, приготовлен-
ной по ОСО мутности 10 МЕ, должен наблюдаться рост единич-
ных колоний. В результате контроля чувствительности питатель-
ных сред (табл. 2) было выявлено несоответствие количества 
выросших колоний вакцинного штамма из посевной дозы. При 
посеве условно 10 м.к. штамма B. abortus 19 ВА наблюдался рост 
на плотной питательной среде в количестве 19 ± 3 КОЕ.

Таким образом, из анализа результатов экспертизы качества 
вакцины и контроля чувствительности питательных сред следует, 
что, по нашим предварительным данным, коэффициент концен-
трации бруцелл не соответствует заявленной в инструкции по при-
менению на ОСО мутности 10 МЕ концентрации 1,7×109 м.к./мл.

Для подтверждения полученных результатов нами были 
проведены дополнительные исследования посевов бактериаль-
ной взвеси вакцинного штамма, приготовленной по ОСО мут-
ности 10 МЕ, разными операторами и в разное время (табл. 3). 
Установлено, что фактический рост бруцелл значительно превы-
шал расчетную посевную дозу. Так, при посеве условно 10 м.к. 
на плотной питательной среде было выявлено 19 ± 5 КОЕ, при 
посеве 100 м.к. — 172 ± 34 КОЕ. Полученные результаты под-
твердили несоответствие коэффициента концентрации бруцелл 
по ОСО мутности 10 МЕ значению 1,7×109 м.к./мл.

Результаты исследований стали основанием для 
определения оптимальной концентрации бруцелл, соответ-
ствующей ОСО мутности 10 МЕ. Для этого были проведены по-
севы вакцинного штамма B. abortus 19 ВА в количестве услов-
ных 100 м.к. из бактериальной взвеси, приготовленной по ОСО 
мутности и разведенной в 1,5; 2; 2,5; 3 и 3,5 раза (с шагом 0,5). 
Наиболее близким к посевной дозе 100 м.к. установлено значе-
ние 91 ± 22 КОЕ (табл. 4), которое соответствует предваритель-

ному разведению в 2,5 раза (1 + 1,5). Однако бактериальная 
взвесь содержит как живые, так и неживые микробные клетки. 
Поэтому концентрация микробной взвеси бруцелл, оптимально 
соответствующая количеству живых микробных клеток из по-
севной дозы, была получена при разведении микробной взвеси 
в 3 раза. При посеве вакцинного штамма B. abortus 19 ВА из 
бактериальной взвеси, содержащей условно 100 м.к., наблю-
дался рост, соответствующий значению 65 ± 13 КОЕ.

Для выбора разведения, которое могло бы служить пред-
полагаемым коэффициентом концентрации бруцелл, соот-
ветствующего ОСО мутности 10 МЕ, провели оценку стати-
стической значимости различий средних значений выросших 
колоний. Статистический анализ был проведен с использова-
нием однофакторного дисперсионного анализа для группы 
разведений и с помощью критерия Стьюдента для попарного 
сравнения разведений (табл. 4, 5). Проведенный с помощью 
программы Microsoft Excel дисперсионный анализ статистиче-
ской значимости отличий исследованных разведений показал, 
что для групп разведений в 1,5, 2 и 2,5 раза различия полу-
ченных средних значений КОЕ (143 ± 32; 116 ± 23; 91 ± 22) ста-
тистически незначимы (р = 0,057), так как значение критерия 
Fрасч, равное 3,98, меньше, чем Fкр, равное 4,26. Далее провели 
попарный анализ разведения 3 в сравнении с разведениями 
1,5; 2; 2,5 и 3,5, а также разведения 3,5 с разведениями 1,5; 
2; 2,5 и 3 (табл. 4, 5). Различия средних значений КОЕ (65 ± 13 
и 44 ± 10), полученных при высеве из разведений 2,5 и 3 соот-
ветственно, оказались статистически незначимы. Статистичес-
ки значимо отличается от остального среднего значения 44 ± 
10 КОЕ, полученного при посеве разведения в 3,5 раза.

Таким образом, необходимое разведение может находить-
ся в диапазоне от 1,5- до 3-кратного первоначального разве-
дения. Дальнейшие исследования проводили с максимальным 
первоначальным разведением в 3 раза.

Для подтверждения предполагаемого коэффициента концен-
трации бруцелл по ОСО мутности 10 МЕ 3×109 м.к./мл нами были 
проведены дополнительные посевы штамма B. abortus 19 ВА 
в количестве условно 10 и 100 м.к. из бактериальной взвеси, 
приготовленной по ОСО мутности 10 МЕ и разведенной в 3 раза, 
разными операторами и в разные дни (табл. 6). При посеве услов-
ных 10 м.к. вакцинного штамма наблюдался рост на питательной 
среде в количестве 8 ± 2 КОЕ, а при посеве 100 м.к. — 80 ± 17 КОЕ.

Поскольку метод определения концентрации микробных 
клеток визуальный, зависит от индивидуальных особенностей 
оператора, соответственно и результаты несколько разнятся. 
Тем не менее анализ полученных результатов показал, что 
количество выросших колоний, выявленных каждым операто-
ром, не превышают посевную дозу.

Также для подтверждения предварительной оптимальной 
концентрации бруцелл по ОСО мутности 10 МЕ, эквивалентной 
3×109 м.к./мл, были проведены посевы 20 образцов ОСО вак-
цины бруцеллезной живой (табл. 7).

При сравнительном посеве условных 10 и 100 м.к. из 
бактериальной взвеси вакцины, приготовленной по ОСО 
мутности 10 МЕ и эквивалентной концентрации бруцелл 
1,7×109 м.к./мл, выросло на питательной среде соответ-
ственно 13 ± 4 и 118 ± 29 КОЕ вакцинного штамма. Из взве-
си, приготовленной по ОСО мутности 10 МЕ и эквивалентной 
предполагаемой нами концентрации бруцелл 3×109 м.к./мл, 
в среднем выявлен рост, соответствующий значениям 7 ± 2 
и 72 ± 11 КОЕ. Данные результаты показали, что оптимальное 
соотношение выросших колоний от посевной дозы получе-
но из взвеси, эквивалентной по ОСО мутности 10 МЕ с ко-
эффициентом бруцелл 3×109 м.к./мл. Таким образом, наши 
предварительные результаты показывают, что концентрация 
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Таблица 1. Результаты испытания вакцины бруцеллезной живой по показателю «Специфическая активность» (общая кон-
центрация микробных клеток, количество живых микробных клеток, количество накожных доз) на производстве (данные 
паспорта) и в ИЦЭК МИБП ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России с 2012 по 2020 г.
Table 1. Results of specific activity testing (total concentration of microbial cells, number of living microbial cells, number of cutane-
ous doses) of the live brucellosis vaccine during production (passport information) and by the Testing Centre for Evaluation of Medici-
nal Immunobiological Pro ducts’ Quality of the Federal State Budgetary Institution “Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal 
Products” of the Ministry of Health of the Russian Federation (TCEMIPQ) from 2012 to 2020

Период 
испытания

Time 
period

Место испытания
Facility

Общая концентрация 
м.к./мл по ОСО мутности бак-

териальных взвесей 10 МЕ
Total concentration, micro-

bial cells/mL, according to the 
reference standard of bacterial 

suspension turbidity, 10 IU

Количество живых 
микробных клеток

Number of living 
microbial cells

Процент 
живых 

микробных 
клеток
Percent 
of living 

microbial 
cells

Коли-
чество 

накожных 
доз

Number 
of cutane-
ous doses

2012

Производство
(данные паспорта)

Production (passport data)
7,2×1010 9,9×1010 137 10

ИЦЭК МИБП
TCEMIPQ

8,1×1010 7,9×1010 98 8

2013 

Производство
(данные паспорта)

Production (passport data)
7,6×1010 10,4×1010 137 10

ИЦЭК МИБП
TCEMIPQ

7,6×1010 7,4×1010 98 7

2015

Производство
(данные паспорта)

Production (passport data)
7,4×1010 7,0×1010 95 7

ИЦЭК МИБП
TCEMIPQ

7,2×1010 7,0×1010 98 7

2016

Производство
(данные паспорта)

Production (passport data)
8,0×1010 9,1×1010 113 9

ИЦЭК МИБП
TCEMIPQ

8,0×1010 8,0×1010 100 8

2016 

Производство
(данные паспорта)

Production (passport data)
8,0×1010 9,0×1010 112 9

ИЦЭК МИБП
TCEMIPQ

6,8×1010 9,3×1010 144 9

2017

Производство
(данные паспорта)

Production (passport data)
5,5×1010 8,3×1010 151 8

ИЦЭК МИБП
TCEMIPQ

6,6×1010 7,5×1010 113 8

2018 

Производство
(данные паспорта)

Production (passport data)
7,0×1010 10,0×1010 143 10

ИЦЭК МИБП
TCEMIPQ

7,0×1010 6,4×1010 91 6

2019 

Производство
(данные паспорта)

Production (passport data)
6,4×1010 9,8×1010 153 10

ИЦЭК МИБП
TCEMIPQ

6,7×1010 7,4×1010 111 7

2020

Производство
(данные паспорта)

Production (passport data)
6,9×1010 10,2×1010 148 10

ИЦЭК МИБП
TCEMIPQ

7,0×1010 9,7×1010 139 10

Х
ср

 ± S

Производство
(данные паспорта)

Production (passport 
data)

(7,1 ± 0,8)×1010 (9,3 ± 1,1)×1010 132 ± 19 9 ± 1

ИЦЭК МИБП
TCEMIPQ

(7,2 ± 0,6)×1010 (7,8 ± 1,1)×1010 110 ± 18 8 ± 1
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Таблица 2. Чувствительность питательных сред при посеве взвеси вакцинного штамма B. abortus 19 BА, приготовленной 
по ОСО мутности бактериальных взвесей 10 МЕ, эквивалентной 1,7×109 м.к./мл
Table 2. Sensitivity of the culture media following the seeding of the B. abortus 19 BA suspension prepared based on the industrial 
reference standard of bacterial suspension turbidity, 10 IU, with the concentration equivalent to 1.7×109 microbial cells/mL

Период испытания
Time period

Количество выросших колоний штамма B. abortus 19 BА
при посеве ~10 м.к.

Number of colonies grown from the B. abortus 19 BА strain following the seeding 
of ~10 microbial cells

Чашка Петри 1
Petri dish 1

Чашка Петри 2
Petri dish 2

Чашка Петри 3
Petri dish 3

Х
ср

 ± S

2012 15 19 21 18 ± 3

2013 15 19 17 17 ± 2

2015 17 23 20 20 ± 3

2016 19 20 17 19 ± 2

2016 13 15 16 15 ± 2

2017 16 17 21 18 ± 3

2018 22 30 25 26 ± 4

2019 18 15 19 17 ± 2

2020 17 23 23 21 ± 3

Х
ср

 ± S 19 ± 3

Таблица 3. Результаты испытаний при посеве 10 и 100 м.к. вакцинного штамма B. abortus 19 BА из взвеси, приготовленной 
по ОСО мутности бактериальных взвесей 10 МЕ, эквивалентной концентрации 1,7×109 м.к./мл (КОЕ)
Table 3. Results of testing following the seeding of 10 and 100 microbial cells of the B. abortus 19 BA suspension prepared based 
on the industrial reference standard of bacterial suspension turbidity, 10 IU, with the concentration equivalent to 1.7×109 microbial 
cells/mL (CFU)

Номер 
испытания

Test number

Оператор
Operator

Среднее количество выросших КОЕ при посеве B. abortus 19 BА
Mean number of CFUs grown following the seeding of B. abortus 19 BА

~10 м.к.
~10 microbial cells

~100 м.к.
~100 microbial cells

1 

1 16 172

2 13 149

3 17 180

4 18 181

2 

1 22 230

2 26 234

3 25 245 

3 

1 16 170

2 14 124 

3 12 142 

4 

1 19 197 

2 22 149

3 26 150 

5

1 21 174 

2 21 152 

3 32 139 

6 

1 20 166 

2 14 177 

3 15 134 

Х
ср

 ± S 19 ± 5 172 ± 34

бруцелл по ОСО мутности 10 МЕ может достигать значения 
3×109 м.к./мл.

Если допустить, что коэффициент концентрации бруцелл 
по ОСО мутности эквивалентен значению 3×109 м.к./мл, то 
соответственно потребуется пересчет общей концентрации 
микробных клеток (ОК) в вакцине по формуле (3): 

ОК = (0,1 + n)×10×3,0×109, (3)

где ОК — общая концентрация микробных клеток в 1 мл 
(м.к./мл); 0,1 — объем растворенной вакцины, мл; n — объем 
0,9% раствора натрия хлорида, взятый для разведения пробы 
до ОСО мутности бактериальных взвесей 10 МЕ, мл; 10 — по-
стоянная величина (пересчет в 1 мл вакцины); 3,0×109 — ко-
эффициент концентрации микробных клеток для бруцелл по 
ОСО мутности бактериальных взвесей 10 МЕ.
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Таблица 4. Результаты испытаний при посеве 100 м.к. вакцинного штамма B. abortus 19 BА в серии разведений (КОЕ)
Table 4. Test results following the seeding of 100 microbial cells of the B. abortus 19 BA vaccine strain in a series of dilutions (CFU)

Номер 
испытания

Test 
number

Оператор
Operator

Среднее количество выросших КОЕ B. abortus 19 BА при посеве ~100 м.к.
Mean number of CFUs grown following the seeding of ~100 microbial cells 

of B. abortus 19 BА

1 + 0,5 1 + 1 1 + 1,5 1 + 2 1 + 2,5

1 

1 139 121 91 71 55

2 115 85 61 54 48

3 129 116 96 53 32

2 1 189 140 115 81 41

Х
ср

 ± S 143 ± 32 116 ± 23 91 ± 22 65 ± 13 44 ± 10

Таблица 5. Результаты статистического анализа количества выросших КОЕ вакцинного штамма B. abortus 19 BА при посе-
ве 100 м.к. в серии разведений с помощью критерия Стьюдента
Table 5. Results of the Student’s t-test statistical analysis of the number of CFUs grown following the seeding of 100 microbial cells 
of the B. abortus 19 BA vaccine strain in a series of dilutions 

Разведение
Dilution

Статистические показатели при разведении
Statistics for dilutions

3 3,5 

t
кр

t
critical

t
эксп

t
experimental

р

Вывод о статистиче-
ской значимости /

незначимости
различий

Conclusion on the 
statistical significance 

of the difference

t
кр

t
critical

t
эксп

t
experimental

Вывод о статистиче-
ской значимости /

незначимости
различий

Conclusion on the 
statistical significance 

of the difference

1,5

2, 447

4,37 0,007
значимо
significant

5,88 0,002
значимо
significant

2 3,84 0,012
значимо
significant

5,80 0,002
значимо
significant

2,5 1,98 0,104
незначимо
insignificant

3,84 0,012
значимо
significant

3
не определяли
not determined

2,51 0,054
значимо
significant

3,5 2,51 0,054
значимо
significant

не определяли
not determined

Примечание. tкр — критическое (табличное) значение t-критерия Стьюдента при уровне значимости α = 0,05; tэксп — значение t-критерия Стью-
дента, рассчитанное по экспериментальным данным; р — вероятность.
Note. t

critical
—critical (tabular) value of the Student’s t-test at the significance level α = 0.05; t

experimental
—Student’s t-test value calculated 

for the experimental data; р—probability.

Таблица 6. Результаты испытаний при посеве 10 и 100 м.к. из взвеси вакцинного штамма B. abortus 19 ВА, приготовленной 
по ОСО мутности бактериальных взвесей 10 МЕ, эквивалентной концентрации 3,0×109 м.к./мл (КОЕ)
Table 6. Results of testing following the seeding of 10 and 100 microbial cells of the B. abortus 19 BA suspension prepared based 
on the industrial reference standard of bacterial suspension turbidity, 10 IU, with the concentration equivalent to 3.0×109 microbial 
cells/mL (CFU)

Номер испытания
Test number

Оператор
Operator

Среднее количество выросших КОЕ из взвеси B. abortus 19 ВА 
с концентрацией 3,0×109 м.к./мл по ОСО мутности 10 МЕ

Mean number of CFUs grown following the seeding of the B. abortus 19 BА 
suspension with the concentration of 3.0×109 microbial cells/mL according 

to the industrial reference standard of turbidity, 10 IU

~10 м.к.
~10 microbial cells

~100 м.к.
~100 microbial cells

1 

1 10 94 

2 9 52 

3 6 50 

2 

1 10 84 

2 9 80 

3 8 85 

3 

1 10 92 

2 6 93 

3 8 89 

Х
ср

 ± S 8 ± 2 80 ± 17
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Таблица 7. Результаты испытаний при посеве ОСО вакцины бруцеллезной живой серии 6 (КОЕ)
Table 7. Results of testing following the seeding of the industrial reference standard of live brucellosis vaccine, batch 6 (CFU) 

Номер 
образца
Sample 
number

Среднее количество выросших КОЕ из взвеси 
вакцины бруцеллезной по ОСО мутности 10 МЕ, 

эквивалентной концентрации
1,7×109 м.к./мл

Mean number of CFUs grown from the brucellosis 
vaccine suspension with the concentration 

equivalent to 1.7×109 microbial cells/mL according to 
the industrial reference standard of turbidity, 10 IU 

Среднее количество выросших КОЕ из взвеси 
вакцины бруцеллезной по ОСО мутности 10 МЕ, 

эквивалентной предположительной концентрации
3,0×109 м.к./мл

Mean number of CFUs grown from the brucellosis 
vaccine suspension with the concentration equivalent 

to 3.0×109 microbial cells/mL according to the 
industrial reference standard of turbidity, 10 IU 

~10 м.к.
~10 microbial cells

~100 м.к.
~100 microbial cells

~10 м.к.
~10 microbial cells

~100 м.к.
~100 microbial cells

1 9 94 7 64

2 15 153 9 89

3 5 88 4 64

4 12 115 11 75

5 10 75 3 73

6 10 124 3 74

7 12 98 8 84

8 9 126 6 61

9 26 187 8 91

10 9 76 5 49

11 17 121 10 79

12 12 113 7 71

13 14 131 9 82

14 14 130 7 64

15 14 166 10 83

16 12 112 8 70

17 18 152 6 78

18 9 97 5 66

19 16 103 6 59

20 9 102 4 64

Х
ср

 ± S 13 ± 4 118 ± 29 7 ± 2 72 ± 11

При пересчете результатов испытаний 9 серий вакцины 
бруцеллезной по показателю «Специфическая активность» 
(общая концентрация и количество живых микробных клеток) 
на предприятии-производителе и в ИЦЭК МИБП установлено, 
что общая концентрация микробных клеток в вакцине состав-
ляет (12,6 ± 1,5)×1010 и (12,7 ± 1,0)×1010 м.к./мл. Соответствен-
но и количество живых микробных клеток в вакцине составит 
75 ± 12% на производстве и 65 ± 11% в ИЦЭК МИБП, что яв-
ляется оптимальным соотношением общей концентрации 
микробных клеток и живых микробных клеток для данного по-
казателя в живых бактериальных вакцинах (табл. 8).

В связи с этим считаем возможным внесение изменений 
в требования к показателю качества «Специфическая актив-
ность» (концентрация микробных клеток) вакцины бруцеллез-
ной живой в следующей редакции: концентрация микробных 
клеток должна составлять (12 ± 5)×1010 м.к./мл (в соответ-
ствии с НД (7 ± 3)×1010 м.к./мл).

Также есть основания к изменению требований к показате-
лю качества вакцины «Специфическая активность» (количес-
тво живых микробных клеток): количество живых микробных 
клеток должно составлять не менее 40% от общей концентра-
ции (в соответствии с НД — не менее 60%). Данное требование 
коррелирует с требованиями к данному показателю для других 

живых вакцин против особо опасных инфекционных заболе-
ваний. Например, в вакцине чумной живой должно быть не 
менее 25% живых микробных клеток от общей концентрации7, 
в живых вакцинах туляремийной8 и сибиреязвенной9 — не ме-
нее 40%.

В связи с увеличением общей концентрации микробных 
клеток в вакцине бруцеллезной живой соответственно изме-
нится и требование к показателю «Специфическая активность» 
(количество накожных доз): в ампуле с вакциной должно 
быть от 7 до 17 накожных доз (в соответствии с НД — от 4 
до 10). Установленное экспериментально количество накож-
ных доз на предприятии-производителе и в ИЦЭК МИБП (9 ± 1 
и 8 ± 1 соответственно) попадает в диапазон предлагаемых 
требований от 7 до 17 (табл. 8).

Таким образом, по нашим предварительным данным кон-
центрация бруцелл по ОСО мутности бактериальных взвесей 
10 МЕ не соответствует значению 1,7×109 м.к./мл. Возможная 
причина выявленного несоответствия состоит в морфологиче-
ских особенностях микроорганизма — бруцеллы представля-
ют собой мелкие коккобациллы или короткие палочки, кото-
рые располагаются беспорядочно и образуют скопления10, что 
значительно затрудняет их подсчет в камере Горяева. Поэтому 
рекомендуемое в Государственной фармакопее Российской 

7 Фармакопейная статья 3.3.1.0022.15 Вакцина чумная живая, лиофилизат для приготовления суспензии для инъекций, накожного скарифика-
ционного нанесения и ингаляций. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.

8 Фармакопейная статья 3.3.1.0019.15 Вакцина туляремийная живая, лиофилизат для приготовления суспензии для внутрикожного введения 
и накожного скарификационного нанесения. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.

9 Фармакопейная статья 3.3.1.0016.15 Вакцина сибиреязвенная живая, лиофилизат для приготовления суспензии для подкожного введения и 
накожного скарификационного нанесения. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.
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Федерации XIV изд. определение концентрации бактериальной 
взвеси в камере Горяева с помощью микроскопа при увеличе-
нии ×40 не позволяет достаточно точно подсчитать единичные 
клетки бруцелл11 [8].

ОСО мутности бактериальных взвесей используется не толь-
ко для определения общей концентрации микробных клеток 
в бруцеллезной вакцине, но и при контроле чувствительности 
питательных сред для культивирования и выделения бруцеллез-
ного микроба и диагностических препаратов, а также при раз-
ведении взвеси вирулентного штамма при испытании иммуно-
генности вакцины. Несоответствие коэффициента концентрации 
бруцеллезного микроба ОСО мутности в таких испытаниях может 
привести как к ложноположительным, так и ложноотрицатель-
ным результатам. В связи с этим для внесения соответствующих 
изменений в НД на вакцину бруцеллезную, а также в паспорт 
и инструкцию по применению на ОСО мутности бактериальных 
взвесей 10 МЕ (ОСО 42-28-85П) по коэффициенту концентрации 
бруцелл необходимо провести ряд дополнительных испытаний, 
в том числе и на других видах бруцелл.

Заключение

При анализе полученных результатов испытания вакцины 
бруцеллезной по показателю «Специфическая активность» 
(концентрация микробных клеток, количество живых микроб-
ных клеток, количество накожных доз) и вакцинного штамма 
B. abortus 19-ВА установлено следующее.

1. Коэффициент концентрации бруцелл в бактериальной 
взвеси по ОСО мутности бактериальных взвесей 10 МЕ не со-
ответствует значению 1,7×109 м.к./мл и требует уточнения.

2. Согласно предварительным результатам коэффициент 
концентрации бруцеллезного микроба по ОСО мутности бактери-
альных взвесей 10 МЕ может достигать значения 3,0×109 м.к./мл.

3. Полученные результаты служат основанием для прове-
дения дополнительных исследований, в том числе с использо-
ванием других видов бруцелл, с целью уточнения коэффици-

ента концентрации бруцеллезного микроба для внесения его 
в дальнейшем в паспорт и инструкцию по применению на ОСО 
мутности бактериальных взвесей 10 МЕ.

4. Полученные в дальнейших исследованиях значения ко-
эффициента концентрации бруцелл по ОСО мутности бактери-
альных взвесей 10 МЕ послужат основанием для внесений из-
менений в требования нормативной документации на вакцину 
бруцеллезную живую по показателю качества «Специфическая 
активность» (концентрация микробных клеток, количество жи-
вых микробных клеток, количество накожных доз).
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Таблица 8. Результаты испытания вакцины бруцеллезной живой по показателю «Специфическая активность» на производ-
стве (данные паспорта) и в ИЦЭК МИБП ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России в период с 2012 по 2020 г.
Table 8. Results of specific activity testing of the live brucellosis vaccine during production (passport information) and by the 
TCEMIPQ from 2012 to 2020

Период 
испытаний
Time period

Концентрация м.к./мл по ОСО 
мутности 10 МЕ

Concentration, microbial cells/mL 
according to the industrial reference 

standard of turbidity, 10 IU

Процент живых м.к.
Percent of living microbial cells

Количество доз в ампуле
Number of doses per ampoule

Производство
(данные паспорта)

Production 
(passport data)

ИЦЭК
МИБП

TCEMIPQ

Производство
(данные паспорта)

Production 
(passport data)

ИЦЭК
МИБП

TCEMIPQ

Производство
(данные паспорта)

Production 
(passport data)

ИЦЭК
МИБП

TCEMIPQ

2012 12,7×1010 14,3×1010 78 55 10 8

2013 13,4×1010 13,4×1010 78 78 10 10

2015 13,1×1010 12,7×1010 53 55 7 7

2016 14,1×1010 14,1×1010 65 57 9 8

2016 14,1×1010 12,0×1010 64 77 9 9

2017 9,7×1010 11,6×1010 85 65 8 8

2018 12,3×1010 12,3×1010 81 52 10 6

2019 11,3×1010 11,8×1010 87 63 10 7

2020 12,1×1010 12,3×1010 84 79 10 10

Х
ср

 ± S (12,6 ± 1,5)×1010 (12,7 ± 1,0)×1010 75 ± 12 65 ± 11 9 ± 1 8 ± 1

10 Поздеев ОК. Медицинская микробиология. М.: ГЭОТАР-Медиа; 2004.
11 Общая фармакопейная статья 1.7.2.0008.15 Определение концентрации микробных клеток. Государственная фармакопея Российской Феде-

рации. XIV изд. Т. 2; 2018.
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Мая Сергеевна Воробьева

(к 85-летию со дня рождения)

Maya Sergeevna Vorobieva

(on the 85th Anniversary)

13 июня 2020 г. исполнилось 85 лет со дня рождения доктора 
медицинских наук, профессора Маи Сергеевны Воробьевой.

В 1958 г. М. С. Воробьева окончила 2-й Московский государ-
ственный медицинский институт им. Н. И. Пирогова (в настоящее 
время — ФГАОУ ВО РНИМУ им. Н. И. Пирогова) по специально-
сти «Лечебное дело». С 1959 г. обучалась в аспирантуре в На-
учно-исследовательском институте экспериментальной биоло-
гии и медицины (в настоящее время — ФГБУ «НМИЦ им. акад. 
Е. Н. Мешалкина» Минздрава России). По распределению 
М. С. Воробьева была направлена в лабораторию клещевого 
энцефалита в Научно-исследовательский институт вирусологии 
им. Д. И. Ивановского к известному советскому ученому-виру-
сологу, профессору, доктору медицинских наук Е. Н. Левкович. 
По окончании аспирантуры М. С. Воробьева успешно защити-
ла диссертацию на соискание ученой степени кандидата наук 
по теме «Взаимоотношение вируса клещевого энцефалита с ор-
ганизмом пойкилотермных животных».

Свою научную деятельность М. С. Воробьева продол-
жила в Институте полиомиелита и вирусных энцефалитов 
им. М. П. Чумакова. С 1968 г. работала старшим научным со-
трудником в ГИСК им. Л. А. Тарасевича, где в дальнейшем 
(1969 г.) возглавила лабораторию арбовирусных инфекций 
и риккетсиозов (переименована в лабораторию арбовирусных 
инфекций, риккетсиозов и ВИЧ-инфекции).

В составе творческих коллективов М. С. Воробьева занима-
лась разработкой вакцины для профилактики клещевого эн-
цефалита культуральной инактивированной на основе штамма 
«Софьин», изучением штаммов вируса клещевого энцефалита, 
полученных из природных очагов, что в дальнейшем позволило 
выявить новый штамм вируса клещевого энцефалита «205».

В 1986 г. М. С. Воробьева успешно защитила диссертацию 
(«Принципы стандартизации и совершенствование методов 
контроля вакцин против клещевого энцефалита») на соиска-
ние ученой степени доктора медицинских наук по специаль-
ности «Вирусология». Многолетняя научно-исследовательская 
работа М. С. Воробьевой послужила основой для разработки 
методов стандартизации и контроля качества инактивирован-

ных вакцин против клещевого энцефалита с использованием 
отраслевого стандартного образца для изучения специфичес-
кой активности (иммуногенности) вакцин.

При непосредственном участии М. С. Воробьевой впервые 
в стране были созданы стандартные панели сывороток кро-
ви человека, содержащие антитела к ВИЧ-1, 2 и антиген р24 
ВИЧ-1. Использование аттестованных в ГИСК им. Л. А. Тарасе-
вича стандартных панелей стало основой создания мощнейшей 
системы контроля качества иммуноферментных тест-систем 
для диагностики ВИЧ-инфекции. Под руководством М. С. Во-
робьевой была усовершенствована система контроля и стан-
дартизации ряда вакцинных препаратов (против клещевого 
энцефалита, герпеса простого, желтой лихорадки).

С 2011 г., после присоединения ГИСК им. Л. А. Тарасевича 
к ФБГУ «НЦЭСМП» Минздрава России, М. С. Воробьева рабо-
тала главным экспертом в Управлении экспертизы противо-
вирусных МИБП Центра экспертизы и контроля МИБП. При-
нимала активное участие в научно-исследовательских работах, 
посвященных изучению протективных свойств современных 
отечественных и европейских вакцин против клещевого энце-
фалита. Под руководством Маи Сергеевны защищены 6 канди-
датских и 2 докторские диссертации.

За участие в разработке новой вакцины против клещевого 
энцефалита М. С. Воробьева была удостоена Премии Совета 
Министров СССР (1984 г.), за участие в разработке новой вак-
цины против Венесуэльского энцефаломиелита лошадей — 
Премии Правительства Российской Федерации в области науки 
и техники (1998 г.).

М. С. Воробьева — автор более 300 научных работ, 2 моно-
графий, 8 патентов на изобретение Российской Федерации; 
член-корреспондент РАЕН, академик Международной акаде-
мии информатизации, член редколлегии журнала «БИОпрепа-
раты. Профилактика, диагностика, лечение». М. С. Воробьева 
награждена медалью «Отличнику здравоохранения», ей при-
своено звание «Ветеран труда».

Сердечно поздравляем Маю Сергеевну с юбилеем! Желаем 
крепкого здоровья, долгих лет жизни и прекрасного настроения!
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С 6 по 14 июля 2020 года в онлайн-формате состоится на-
учно-практическая конференция «Экспертиза и регистрация 
лекарственных средств в ЕАЭС» («РегЛек — ЕАЭС 2020») 1, 
первоначально запланированная 20–22 апреля 2020 года. 
Изменение сроков проведения конференции и онлайн-фор-
мат обусловлены сложившейся эпидемической ситуацией 
в России.

Конференция «РегЛек — ЕАЭС 2020» является уникаль-
ной площадкой, на которой можно не только напрямую ус-
лышать комментарии ведущих экспертов регуляторных орга-
нов стран — участниц Евразийского экономического союза 
по формируемым единым правилам регистрации лекарствен-
ных препаратов, но также задать вопросы и получить разъяс-
нения в ходе работы круглых столов.

В конференции примут участие ведущие эксперты и пред-
ставители регуляторных органов стран ЕАЭС (Российская Фе-
дерация, Республика Беларусь, Республика Казахстан и др.), 
сотрудники зарубежных и российских фармацевтических компа-
ний — производителей и поставщиков лекарственных средств.

В работе конференции запланировано проведение пле-
нарного заседания и 13 секционных заседаний, которые будут 
проводиться в три сессии:

 Сессия 1: 6–7 июля 2020 г.;
 Сессия 2: 9–10 июля 2020 г.;
 Сессия 3: 13–14 июля 2020 г.

В программе конференции после каждого секционного за-
седания предусмотрено дополнительное время для проведе-
ния дискуссии.

Основные темы конференции:

1. Особенности организации проведения регуляторных 
процедур по правилам ЕАЭС в странах Союза. Организация ин-
формационного обмена (06.07.2020).

2. Очистка промышленных линий по производству ЛС 
и пределы воздействия на здоровье (07.07.2020).

3. Экспертиза материалов регистрационного досье в части 
оценки качества по процедурам ЕАЭС (07.07.2020).

4. Особая продукция — особая регистрация (07.07.2020).
5. Инспектирование в ЕАЭС: кого, когда, зачем и как? 

(07.07.2020).
6. Место инновационных (гибридных) и комбинирован-

ных лекарственных препаратов в системе регистрации ЕАЭС 
(09.07.2020).

7. Экспертные требования к оценке соотношения ожида-
емой пользы к возможным рискам применения препаратов: 
критический взгляд на анализируемые досье (09.07.2020).

8. Надлежащая регуляторная практика ЕАЭС (10.07.2020).
9. Формирование и использование информации о лекар-

ственных препаратах: что нужно знать фармпроизводителю 
(10.07.2020).

10. Различные подходы к маркировке лекарственных пре-
паратов на этапе технологического процесса (13.07.2020).

11. В центре проблемы: модуль № 3 регистрационно-
го досье и приведение в соответствие с правилами Союза 
(13.07.2020).

12. Актуальное состояние применения правил и требова-
ний ЕАЭС при подаче электронного общего технического до-
кумента (14.07.2020).

13. Фармакопейная сессия (14.07.2020).
В работе пленарного заседания (06.07.2020) примут учас-

тие представители ЕЭК, Минздрава России, ФГБУ «НЦЭСМП» 
Минздрава Росссии, Росздравнадзора, ФБУ «ГИЛС и НП».

На секционном заседании «Особенности организации про-
ведения регуляторных процедур по правилам ЕАЭС в странах 
Союза. Организация информационного обмена» будут рас-
смотрены вопросы практики организации работ по экспертизе 
по правилам ЕАЭС в Республике Казахстан, Республике Арме-
ния, Республике Беларусь, а также в Российской Федерации. 
Докладчиками выступят представители Научного центра экс-
пертизы лекарств и медицинских технологий имени академика 
Эмиля Габриеляна, Центра экспертиз и испытаний в здравоох-
ранении Министерства здравоохранения Республики Беларусь, 
Научного центра экспертизы средств медицинского примене-
ния Министерства здравоохранения Российской Федерации.

В работе секционного заседания «Очистка промышленных 
линий по производству лекарственных средств и пределы воз-
действия на здоровье» запланированы доклады о норматив-
ных требованиях ЕЭАС к очистке, об изучении ДНК-креативных 
(мутагенных) примесей, об основных проблемах валидации 
очистки, а также о результатах оценки организации очистки 
промышленных линий в рамках инспекций GMP.

На секционном заседании «Особая продукция — особая 
регистрация» будут обсуждаться регуляторные требования 
по системам ускоренного доступа лекарственных препаратов 
на рынок, проблемы регулирования непрерывного фармацев-
тического производства, вопросы экспертизы и регистрации 

Научно-практическая конференция

«Экспертиза и регистрация 

лекарственных средств в ЕАЭС»

(«РегЛек — ЕАЭС 2020»)

Applied Research Conference 

“Expert Evaluation and Approval 

of Medicinal Products in the Eurasian

 Economic Union” (“RegLek EAEU 2020”)

1 Программа конференции, заявка на участие в конференции, а также дополнительная информация размещены на сайте www.fru.ru 
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орфанных лекарственных препаратов, а также лекарственных 
препаратов для педиатрии. Докладчиками выступят представи-
тели Управления фармацевтической инспекции и организации 
лекарственного обеспечения Министерства здравоохранения 
Республики Беларусь, Департамента технического регулирова-
ния и аккредитации ЕЭК.

Вопросы надлежащей производственной практики, над-
лежащей лабораторной практики, надлежащей практики фар-
маконадзора, надлежащей клинической практики будут рас-
смотрены на секционном заседании «Инспектирование в ЕАЭС: 
кого, когда, зачем и как?». Докладчиками выступят представи-
тели Института токсикологии ФМБА России, Центра экспертиз 
и испытаний в здравоохранении Министерства здравоохране-
ния Республики Беларусь.

Работу второй сессии откроет доклад «Единый рынок ле-
карственных средств Евразийского экономического союза: 
реалии, перспективы и проблемы» (докладчики — предста-
вители Департамента технического регулирования и аккреди-
тации Евразийской экономической комиссии). В ходе работы 
секционных заседаний будут рассмотрены критерии гибрид-
ности, программы разработки для гибридных лекарственных 
препаратов, программы клинической разработки и возмож-
ности оптимизации для комбинированных лекарственных пре-
паратов, особенности формирования регистрационного досье 
на гибридные лекарственные препараты. Представители ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России на секционном заседании «Экс-
пертные требования к оценке соотношения ожидаемой поль-
зы к возможным рискам применения препаратов: критический 
взгляд на анализируемые досье» выступят с докладами по во-
просам проведения клинических исследований в ЕАЭС, роли 
клинических исследований терапевтической эквивалентности 
в клинической программе изучения лекарственных средств. 
Будут обсуждаться вопросы, касающиеся объема клинических 
исследований воспроизведенных препаратов в рамках правил 
ЕАЭС, обоснованности клинической разработки пролонгиро-
ванных (модифицированных) пероральных лекарственных 
форм препаратов, особенности клинической оценки препара-
тов для применения у детей.

На секционном заседании «Надлежащая регуляторная 
практика ЕАЭС» будут представлены доклады по темам:

- «Дорожная карта» по принятию изменений актов ЕАЭС 
в сфере обращения лекарственных средств в 2020 г.;

- Информационные ресурсы ЕАЭС: лоция для начинающих 
и лайфхаки для продвинутых;

- Справочники и классификаторы ЕАЭС в сфере обраще-
ния лекарственных средств: разработка, применение и актуа-
лизация.

В работе секционного заседания «Формирование и исполь-
зование информации о лекарственных препаратах: что нужно 
знать фармпроизводителю» запланировано обсуждение во-
просов формирования общей характеристики лекарственных 
препаратов (ОХЛП) и инструкции по медицинскому примене-
нию (листку-вкладышу) (ИМП (ЛВ)) в рамках процедур ЕАЭС, 
пользовательского тестирования (валидации) инструкции 
по медицинскому применению, а также правил сбора и отчет-
ности информации об эффектах лекарственных препаратов 
в пострегистрационных исследованиях, требования к фарма-
цевтическим производителям по составлению листка-вклады-
ша как нового источника информации о лекарственном пре-
парате для населения.

В работе третьей сессии конференции запланировано про-
ведение четырех секционных заседаний. Различия в националь-
ных спецификациях и нормативных документах как основная 
проблема гармонизации досье, судьба нормативного документа 
по контролю качества, включение результатов исследований 
стабильности в состав гармонизированного модуля 3, проблемы 
с составлением модуля 3 будут рассмотрены в докладах пред-
ставителей Центра экспертиз и испытаний в здравоохранении 
Министерства здравоохранения Республики Беларусь, Витеб-
ского государственного медицинского университета.

На секционном заседании «Актуальное состояние при-
менения правил и требований ЕАЭС при подаче электронного 
общего технического документа» планируется рассмотрение 
и обсуждение вопросов электронной подачи досье в Россий-
ской Федерации по требованиям ЕАЭС, применения программ-
ного обеспечения для формирования электронного общего 
технического документа согласно правилам и требованиям 
ЕАЭС. Этапы создания фармакопеи ЕАЭС, презентация ее пер-
вого тома, структура, особенности формирования и правовые 
основы деятельности фармакопейного комитета ЕАЭС будут 
представлены в ходе работы секционного заседания «Фарма-
копейная сессия».

Тематика запланированных на конференции «РегЛек — 
ЕАЭС 2020» докладов несомненно является не только акту-
альной, но также имеет и огромную практическую значимость. 
Профессиональный диалог всех заинтересованных участни-
ков конференции предоставит возможность получить ответы 
на все возникающие вопросы.

РегЛек — ЕАЭС  2019. Фотография с сайта http://www.fru.ru
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Научно-практическая конференция 
«ЭКСПЕРТИЗА И РЕГИСТРАЦИЯ 

ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ 
В ЕВРАЗИЙСКОМ ЭКОНОМИЧЕСКОМ СОЮЗЕ»

«РЕГЛЕК — ЕАЭС 2020»
В конференции примут участие ведущие эксперты и представители регуляторных органов стран ЕАЭС 
(Российская Федерация, Республика Беларусь, Республика Казахстан и др.), сотрудники зарубежных 
и российских фармацевтических компаний производителей и поставщиков лекарственных средств.

Основные темы конференции:
• Особенности организации проведения регуляторных процедур по правилам ЕАЭС в странах союза. Организация 

информационного обмена;

• Очистка промышленных линий по производству ЛС и пределы воздействия на здоровье;

• Экспертиза материалов регистрационного досье в части оценки качества по процедурам ЕАЭС;

• Особая продукция – особая регистрация;

• Инспектирование в ЕАЭС: кого, когда, зачем и как;

• Место инновационных (гибридных) ЛП в системе регистрации ЕАЭС;

• Экспертные требования к оценке соотношения ожидаемой пользы к возможным рискам применения препаратов: 
критический взгляд на анализируемые досье;

• Надлежащая регуляторная практика ЕАЭС;

• Формирование и использование информации о лекарственных препаратах: что нужно знать фармпроизводителю;

• Актуальные вопросы экспертизы и регистрации лекарственных средств;

• Выпуск в гражданский оборот ЛП: система заработала, есть ли проблемы;

• Актуальное состояние применения правил и требований ЕАЭС при подаче электронного общего технического 
документа;

• Различные подходы к маркировке ЛП на этапе технологического процесса;

• Другие актуальные вопросы в сфере экспертизы лекарственных средств.

6–14 июля 2020 г.

Онлайн-формат 

Программа конференции и заявка на участие на сайте www.fru.ru
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