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Резюме	 Для обеспечения безопасности применения различных инъекционных лекарственных 
препаратов (ЛП) на основе специфических иммуноглобулинов животного происхождения 
и успешной их регистрации необходимо исключить их контаминацию патогенными для че-
ловека посторонними агентами. При этом наиболее сложным является вопрос обеспечения 
вирусной безопасности таких препаратов, так как в Государственной фармакопее Россий-
ской Федерации (ГФ РФ) требования к гетерологичным иммуноглобулинам на этапах их про-
изводства по этому показателю представлены не в полном объеме. Цель работы — анализ 
требований общих фармакопейных статей и фармакопейных статей ГФ РФ XIV изд., моно-
графий Европейской фармакопеи 10 изд., Британской фармакопеи 2019 г., Фармакопеи США 
(USP 43–NF 38), Японской фармакопеи 17 изд., а также рекомендаций Европейского агент-
ства по лекарственным средствам и Всемирной организации здравоохранения к вирусной 
безопасности ЛП для медицинского применения на основе гетерологичных специфических 
иммуноглобулинов. Проведен анализ регуляторных требований по следующим вопросам: 
требования к антигену для иммунизации животных-продуцентов сыворотки/плазмы крови; 
требования к животным-продуцентам сыворотки/плазмы крови; требования к карантини-
зации животных-продуцентов сыворотки/плазмы крови; требования к тестам на вирусную 
контаминацию пулов иммунной сыворотки/плазмы крови животных; требования к модель-
ным вирусам для проведения валидации процессов инактивации/удаления вирусов на раз-
ных стадиях производства ЛП; требования к снижению показателя вирусной нагрузки на ка-
ждой из стадий вирусной инактивации/удаления; требования к тестированию материалов 
на наличие вирусов на критических стадиях производства ЛП. Подготовлены предложения 
по включению в фармакопейные стандарты качества ГФ РФ разделов, характеризующих 
мероприятия по минимизации риска вирусной контаминации ЛП на основе гетерологичных 
иммуноглобулинов для медицинского применения на разных этапах их производства.

Ключевые слова:	 сыворотка и иммуноглобулин гетерологичные; вирусная контаминация; Государственная 
фармакопея; Европейская фармакопея; Фармакопея США; Британская фармакопея; Япон-
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Abstract	 To ensure the safety and to secure the approval of injectable medicinal products based on 
antigen-specific immunoglobulins of animal origin, it is necessary to exclude their contamina-
tion with adventitious human pathogens. Ensuring the viral safety of heterologous immunoglob-
ulins presents a major challenge, because the State Pharmacopoeia of the Russian Federation, 
14 edition, lacks production stage-specific viral safety requirements for such medicinal products. 
The aim of the study was to analyse the requirements set forth in general and individual mono
graphs of the State Pharmacopoeia of the Russian Federation, the European Pharmacopoeia, 
(10th edition), the British Pharmacopoeia (2019), the United States Pharmacopoeia (USP 43–
NF 38), the Japanese Pharmacopoeia (17th edition), as well as the recommendations of the Eu-
ropean Medicines Agency and the World Health Organisation concerning the viral safety of me-
dicinal products for human use based on heterologous antigen-specific immunoglobulins. The 
authors analysed regulatory requirements for the following: serum/plasma-producing animals; 
immunisation antigens for the animals; quarantine of the animals; viral contamination tests 
for immune animal serum/plasma pools; model viruses to validate viral inactivation/removal 
processes at different stages of vaccine production; viral load reduction at each inactivation/
removal step; testing of materials obtained at critical production stages. The authors drafted 
sections for quality standards on production stage-specific measures to minimise the viral con-
tamination risk of medicinal products for human use based on heterologous immunoglobulins, 
which they proposed for inclusion to the State Pharmacopoeia of the Russian Federation.

Key words:	 heterologous sеrum; heterologous immunoglobulin; viral contamination; State Pharmacopoeia 
of the Russian Federation; European Pharmacopoeia; United States Pharmacopeia; British Phar-
macopoeia; Japanese Pharmacopoeia; European Medicines Agency; World Health Organisation
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1	 Общая фармакопейная статья 1.2.4.0003.15 Стерильность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 1; 2018.

Введение
В настоящее время как в Российской Фе-

дерации, так и за рубежом разрабатываются 
и производятся парентеральные лекарственные 
препараты (ЛП) для медицинского применения 
на основе специфических иммуноглобулинов 
животного происхождения [1–3], предназначен-
ные для лечения различных заболеваний. Чаще 
всего для этой цели используют кровь иммуни-

зированных лошадей, крупного рогатого скота 
и верблюдов [4–6]. С целью обеспечения безо
пасности применения таких ЛП необходимо 
свести к нулю риск их контаминации вирусами, 
бактериями, грибами и микоплазмами. Благо-
даря наличию нормативных требований и соот-
ветствующих методов оценки качества ЛП (об-
щая фармакопейная статья — ОФС.1.2.4.0003.15 
Стерильность1; ОФС.1.7.2.0006.15 Испытание 
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вирусных вакцин на присутствие посторонних 
агентов2; ОФС.1.7.2.0031.15 Испытание на при-
сутствие микоплазм3) на присутствие/отсутствие 
последних трех видов микроорганизмов в сыво-
ротке/плазме крови животных и в промежуточ-
ных продуктах ЛП вопрос обеспечения надлежа-
щей микробиологической чистоты/стерильности 
решается путем проведения валидированных 
стадий стерилизации на различных этапах про-
изводства (ОФС.1.1.0016.18 Стерилизация4).

Гораздо более трудоемкой является задача 
проведения контроля сыворотки/плазмы крови 
животных и промежуточных продуктов ЛП на ее 
основе на наличие вирусных агентов, что обу-
словлено следующими факторами.
1.	 К настоящему времени существует большой 

и постоянно расширяющийся перечень ви-
русных инфекций у различных видов живот-
ных, сыворотка/плазма крови которых ис-
пользуется в производстве ЛП.

2.	 Для осуществления контроля контамина-
ции материалов потенциально возможными 
видами вирусных агентов наработка виру-
са на чувствительных биосистемах может 
выполняться от 2 до 90 сут в зависимости 
от вида вируса, при этом применяются сле-
дующие биосистемы, освобожденные от ви-
русных агентов:

	– аттестованные виды культур клеток;
	– свободные от патогенной микрофлоры кури-
ные эмбрионы (КЭ) разных возрастов;

	– свободные от патогенной микрофлоры раз-
личные виды лабораторных животных [7, 8].

3.	 Для инокуляции используемых биосистем 
(перед началом наработки потенциально 
возможных видов вирусных агентов) могут 
понадобиться разные методы введения ис-
следуемых материалов (для культур клеток — 
в монослой, в суспензию; для КЭ — на хорион
аллантоисную оболочку, в аллантоисную 
полость, в желточный мешок и др.; на лабо-
раторных животных — интрацеребрально, 
подкожно, интраназально и др.), что также 
представляет дополнительные трудности 
с определением наиболее адекватного мето-
да введения вирусов.

4.	 Для осуществления стадии детекции потен-
циально возможных видов вирусных агентов 
(после проведенной стадии их наработки) 

2	 Общая фармакопейная статья 1.7.2.0006.15 Испытание вирусных вакцин на присутствие посторонних агентов. Государ-
ственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

3	 Общая фармакопейная статья 1.7.2.0031.15 Испытание на присутствие микоплазм. Государственная фармакопея Россий-
ской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

4	 Общая фармакопейная статья 1.1.0016.18 Стерилизация. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 1; 2018.

может потребоваться широкий спектр мето-
дов их учета, например визуальный просмотр 
(регистрация внешней симптоматики забо-
левания лабораторных животных; наличие 
бляшек и их вид на хорионаллантоисных обо-
лочках КЭ), микроскопический просмотр (ре-
гистрация наличия цитопатического эффекта, 
синцития, специфических включений и выро-
стов на культурах клеток), методы гемагглю-
тинации и гемадсорбции с использованием 
эритроцитов различного происхождения (пе-
тух, морская свинка, человек и т. д.) и др.

Таким образом, при проведении контроля 
вирусной контаминации необходимо учитывать 
расширяющийся спектр потенциально опасных 
вирусных инфекций, длительность наработки 
вируса и особенности чувствительной биоси-
стемы, особенности инокуляции потенциально 
содержащего вирус материала в биосистему 
и широкий спектр способов детекции вирусов.

Для минимизации риска вирусной контамина-
ции сыворотки/плазмы крови животных и про-
межуточных продуктов ЛП на ее основе их про-
изводство и контроль должны осуществляться 
с учетом требований действующей Государствен-
ной фармакопеи Российской Федерации XIV изд. 
(ГФ РФ XIV), так как в I части I тома Фармакопеи 
Евразийского экономического союза (Фармако-
пеи ЕАЭС) не представлены соответствующие 
ОФС. В то же время в ряде случаев в ОФС и фар-
макопейных статьях (ФС) ГФ РФ XIV соответ-
ствующие требования к вирусной безопасности 
гетерологичных иммуноглобулинов представ-
лены фрагментарно. В связи с тем что в насто-
ящее время активно ведется работа по гармо-
низации ОФС и ФС ГФ РФ XIV в соответствии 
с международными стандартами, необходимо 
проведение анализа требований Европейской 
фармакопеи 10 изд. (European Pharmacopoeia 
10th ed., Ph. Eur. 10), Британской фармакопеи 
2019 г. (British Pharmacopoeia 2019, BP 2019), 
Фармакопеи США (United States Pharmacopeia — 
National Formulary, USP 43–NF  38), Японской 
фармакопеи  17 изд. (Japanese Pharmacopoeia 
17th ed., JP 17), а также рекомендаций Европей-
ского агентства по лекарственным средствам 
(European Medicines Agency, ЕМА) и Всемирной 
организации здравоохранения (ВОЗ) по вопро-
сам обеспечения вирусной безопасности ЛП 
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для медицинского применения на основе 
гетерологичных специфических иммуноглобу-
линов. При сравнительном анализе требований 
перечисленных нормативных документов необ-
ходимо учитывать следующие аспекты:

	– приготовление целевого антигена для имму-
низации животных;

	– подбор животных (доноров крови), получение 
от них иммунной сыворотки/плазмы крови по-
сле иммунизации целевым антигеном;

	– проведение очистки и концентрирования ан-
тител или их фрагментов из иммунной сыво-
ротки крови (к соответствующему целевому 
антигену) и производство ЛП.
Цель работы — анализ требований общих 

фармакопейных статей и фармакопейных ста-
тей ГФ РФ XIV изд., монографий Европейской 
фармакопеи 10 изд., Британской фармакопеи 
2019 г., Фармакопеи США (USP 43–NF 38), Япон-
ской фармакопеи 17 изд., а также рекоменда-
ций Европейского агентства по лекарственным 
средствам и Всемирной организации здравоох-
ранения к вирусной безопасности ЛП для меди-
цинского применения на основе гетерологичных 
специфических иммуноглобулинов.

В задачи исследования входило проведение 
анализа следующих регуляторных требований: 
к антигену для иммунизации животных-про-
дуцентов сыворотки/плазмы крови; к живот-
ным-продуцентам сыворотки/плазмы крови; 
к карантинизации животных-продуцентов сыво-
ротки/плазмы крови; к тестам на вирусную кон-
таминацию иммунной сыворотки/плазмы крови 
животных; к модельным вирусам для проведения 
валидации процессов инактивации/удаления ви-
русов на разных стадиях производства ЛП; к сни-
жению показателя вирусной нагрузки на каждой 
из стадий вирусной инактивации/удаления; 
к тестированию материалов на наличие вирусов 
на критических стадиях производства ЛП; а так-
же формирование предложений по включению 
в фармакопейные статьи ГФ РФ разделов, ха-
рактеризующих мероприятия по минимизации 

5	 Общая фармакопейная статья 1.7.2.0006.15 Испытание вирусных вакцин на присутствие посторонних агентов. Государ-
ственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

6	 Immunosera for human use, animal 04/2021:0084. European Pharmacopoeia 10th ed. Vol. 1.
7	 Immunosera (incorporating Ph. Eur. Supplement 9.7, effective 01.04.2019). British Pharmacopoeia; 2019.
8	 Guideline on production and quality control of animal immunoglobulins and immunosera for human use. (EMA/CHMP/

BWP/3354/1999 rev.1). EMA; 2016.
9	 ICH Q5D. Note for guidance on quality of biotechnological products: derivation and characterisation of cell substrates used for 

production of biotechnological/biological products (CPMP/ICH/294/95), 1995.
10	 ICH Q5A(R1). Note for guidance on quality of biotechnological products: viral safety evaluation of biotechnology products 

derived from cell lines of human or animal origin (CPMP/ICH/295/95), 1995.
11	 Annex 2. Requirements for Immunosera of Animal Origin. WHO Technical Report Series No 413. WHO; 1969.
12	 Общая фармакопейная статья 1.8.1.0004.15 Иммуноглобулины и сыворотки (антитела) гетерологичные. Государственная 

фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

риска вирусной контаминации препаратов гете-
рологичных специфических иммуноглобулинов 
на разных этапах их производства.

Требования к антигену 
для иммунизации животных-
продуцентов сыворотки/плазмы крови

Проведенный анализ показал, что в ГФ РФ 
XIV отсутствуют какие-либо требования к це-
левому антигену для проведения иммунизации 
животных (доноров крови). Однако в ОФС, ре-
гламентирующей испытания вирусных вакцин 
на присутствие посторонних агентов, указано, 
что испытания на присутствие таких агентов 
осуществляются с использованием клеточной 
культуры и лабораторных животных (мыши, мор-
ские свинки и куриные эмбрионы)5. В то же вре-
мя согласно Европейской фармакопее 10 изд.6 

и Британской фармакопее 2019 г.7 для антиге-
нов должно быть показано, что они не содержат 
посторонних инфекционных агентов. В Фарма-
копее США (USP  43–NF  38) и Японской фарма-
копее  17 изд. требований к антигену для им-
мунизации животных не приведено. В рамках 
рекомендаций ЕМА8 антигены должны быть 
охарактеризованы, а если они были получе-
ны на линиях клеток, то должны выполнять-
ся требования руководств CPMP/ICH/294/959 
и CPMP/ ICH/295/9510 по работе с клеточными 
линиями. ВОЗ11 рекомендует показывать с помо-
щью адекватных тестов, что антиген свободен 
от контаминации вирусами.

Требования к животным-продуцентам 
сыворотки/плазмы крови

Согласно требованиям ГФ РФ XIV12 животные, 
используемые для получения сыворотки/плаз-
мы крови, должны быть абсолютно здоровыми 
и свободными от гельминтов и инфекционных 
агентов, перечисленных в утвержденном переч-
не заболеваний, в том числе от возбудителей 
заболеваний, специфичных для мест разведе-
ния животных. Не допускается использование 
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животных из районов, в которых обнаружено 
заболевание губчатой энцефалопатией. Жи-
вотные должны быть взяты из хозяйств закры-
того типа, благополучных по инфекционным 
заболеваниям; статус хозяйства должен под-
тверждаться соответствующими документами. 
В соответствии с ОФС.1.7.2.0006.1513 испытания 
на присутствие посторонних агентов осущест-
вляются с использованием клеточной культуры 
и лабораторных животных. Согласно требова-
ниям Европейской фармакопеи 10 изд.14 и Бри-
танской фармакопеи 2019 г.15 животные (доноры 
крови) должны быть проверены и признаны сво-
бодными от инфекционных агентов, обозначен-
ных в списке характерных для них заболеваний; 
в некоторых случаях рассматриваются дополни-
тельные специфические агенты в зависимости 
от географического расположения предприятия, 
используемого для разведения и производства 
животных. В Фармакопее США (USP  43–NF  38) 
требования к животным (донорам крови) от-
сутствуют. Согласно Японской фармакопее 17 
изд.16 в производстве биологических препара-
тов должны использоваться только здоровые 
животные, у которых не наблюдается признаков 
заболевания; сырье, применяемое в производ-
стве препаратов, должно быть свободным от по-
сторонних вирусов. Следует периодически про-
водить обследование животных для исключения 
у них инфекционных заболеваний. Для произ-
водства ЛП запрещено использование диких 
животных; следует использовать животных 
из питомников, отвечающих принципам, при-
меняемым в отношении животных, свободных 
от специфических патогенов (specific pathogen 
free, SPF)17. Необходимо иметь доказательства 
того, что животные здоровы, либо с помощью 
тестов с нуклеиновыми кислотами (nucleic acid 

13	 Общая фармакопейная статья 1.7.2.0006.15 Испытание вирусных вакцин на присутствие посторонних агентов. Государ-
ственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

14	 Immunosera for human use, animal 04/2021:0084. European Pharmacopoeia 10th ed. Vol. 1.
15	 Immunosera (incorporating Ph.Eur. Suppl. 9.7, effective 01.04.2019). British Pharmacopoeia; 2019.
16	 Qualification of animals as origin of animal-derived medicinal products provided in the general notices of Japanese 

Pharmacopoeia and other standards. Japanese Pharmacopoeia 17th ed.; 2016.
17	 Basic requirements for viral safety of biotechnological/biological products listed in Japanese Pharmacopoeia. Japanese 

Pharmacopoeia 17th ed.; 2016.
18	 Guideline on production and quality control of animal immunoglobulins and immunosera for human use. (EMA/CHMP/

BWP/3354/1999 rev.1). EMA; 2016.
19	 Annex 2. Requirements for Immunosera of Animal Origin. WHO Technical Report Series No 413; 1969.
20	 Общая фармакопейная статья 1.8.1.0004.15 Иммуноглобулины и сыворотки (антитела) гетерологичные. Государственная 

фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
21	 Immunosera for human use, animal 04/2021:0084. European Pharmacopoeia 10th ed. Vol. 1.
22	 Immunosera (incorporating Ph. Eur. Suppl. 9.7, effective 01.04.2019). British Pharmacopoeia; 2019.
23	 Guideline on production and quality control of animal immunoglobulins and immunosera for human use. (EMA/CHMP/

BWP/3354/1999 rev.1). EMA; 2016.
24	 Annex 2. Requirements for Immunosera of Animal Origin. WHO Technical Report Series No 413; 1969.

test, NAT), либо серологических исследований. 
Согласно рекомендациям ЕМА18 животных (до-
норов крови) предполагается содержать в за-
крытом племенном и производственном питом-
нике; следует указывать линию, происхождение 
и количество животных; тестирование на вирусы 
предлагается проводить в лабораториях, имею-
щих опыт такого тестирования. В соответствии 
с рекомендациями ВОЗ19 для получения сыво-
ротки/плазмы крови предполагается использо-
вание только здоровых животных; присутствие 
сапа у лошадей следует исключить путем тести-
рования, если необходимо, с помощью маллеина.

Требования к карантинизации 
животных-продуцентов сыворотки/
плазмы крови

Согласно требованиям ГФ РФ XIV животные, 
используемые для приготовления сыворот-
ки/плазмы крови, при поступлении должны 
пройти карантинизацию, а лошади и крупный 
рогатый скот дополнительно — иммунизацию 
столбнячным анатоксином20. В соответствии 
с требованиями Европейской фармакопеи 
10 изд.21, Британской фармакопеи 2019 г.22 
и рекомендациями ЕМА23 введение животных 
в закрытое стадо для использования в про-
изводстве осуществляется в соответствии 
с установленными процедурами, включая 
определение карантинных мер. При этом в Ев-
ропейской фармакопее 10 изд. и Британской 
фармакопее 2019 г. дополнительно требуется 
нахождение животных на карантине не ме-
нее  1 недели перед иммунизацией целевым 
антигеном. Требования к карантинизации 
животных в Фармакопее США (USP 43–NF 38) 
и Японской фармакопее 17 изд. отсутству-
ют. ВОЗ24 рекомендует, чтобы животные 
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перед иммунизацией находились под наблю-
дением на карантине не менее 7 суток.

Требования к тестам на вирусную 
безопасность пулов иммунной 
сыворотки/плазмы крови животных

В ГФ РФ XIV требования к тестированию 
сыворотки/плазмы крови животных-доноров 
на вирусную безопасность отсутствуют. В соот-
ветствии с ОФС.1.7.2.0006.15 испытания на при-
сутствие посторонних агентов в вирусных вак-
цинах осуществляются с использованием 
клеточной культуры и лабораторных животных25. 
В рамках Европейской фармакопеи 10 изд.26 
и Британской фармакопеи 2019 г.27 необходимо 
проверять каждый пул сыворотки/плазмы крови 
животных-доноров на наличие вирусов соответ-
ствующими тестами in vitro, а также тестировать 
на вирусы путем инокуляции чувствительных 
культур клеток для выявления спектра вирусов, 
присутствие которых возможно в конкретном 
ЛП. По требованиям Фармакопеи США (USP 43–
NF 38) рутинное тестирование необходимо про-
водить на стадии получения пулов сыворотки/
плазмы крови28. Для доказательства отсутствия 
вирусных агентов требуется тестирование 
на линиях клеток. По требованиям Японской 
фармакопеи 17 изд. для пулов сывороток необ-
ходимо иметь доказательство того, что они сво-
бодны от возбудителей инфекционных заболе-
ваний после соответствующей обработки сырья 
животного происхождения29. Необходимо дока-
зать, что пул сыворотки не заражен вирусами, 
опасными для человека и животных, что долж-
но подтверждаться в серологических тестах 
и в исследованиях с помощью NAT30. Согласно 
рекомендациям ЕМА пулы сыворотки/плазмы 
крови животных-доноров следует тестировать 
на отсутствие специфических и случайных 
вирусов с помощью соответствующих тестов 
in vitro и при необходимости in vivo; программа 

25	 Общая фармакопейная статья 1.7.2.0006.15 Испытание вирусных вакцин на присутствие посторонних агентов. Государ-
ственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

26	 Immunosera for human use, animal 04/2021:0084. European Pharmacopoeia. 10th ed. Vol. 1.
27	 Immunosera (incorporating Ph. Eur. Suppl. 9.7, effective 01.04.2019). British Pharmacopoeia; 2019.
28	 USP 43–NF 38 <1237> Virology test methods.
29	 Basic requirements for viral safety of biotechnological/biological products listed in Japanese Pharmacopoeia. Japanese 

Pharmacopoeia 17th ed.; 2016.
30	 Qualification of animals as origin of animal-derived medicinal products provided in the general notices of Japanese 

pharmacopoeia and other standards. Japanese pharmacopoeia 17th ed.; 2016.
31	 Guideline on production and quality control of animal immunoglobulins and immunosera for human use (EMA/CHMP/

BWP/3354/1999 rev.1). EMA; 2016.
32	 Viral safety 1/2008:50107 5.1.7. European Pharmacopoeia 10th ed. Vol. 1.
33	 Appendix XXII A. Viral safety (incorporating Ph.Eur. Suppl. 9.7, effective 01.04.2019). British Pharmacopoeia; 2019.
34	 Virus validation studies: the design, contribution and interpretation of studies validating the inactivation and removal of 

viruses (CPMP/BWP/268/95), 1996.

тестирования зависит от индивидуального про-
изводственного процесса31. В случае обнаруже-
ния в пуле вирусного загрязнения необходимо 
представить доказательства того, что это вирус-
ное загрязнение будет устранено или инактиви-
ровано в процессе производства. Рекомендации 
ВОЗ по вопросу тестирования на контаминацию 
вирусами пулов сыворотки/плазмы крови жи-
вотных-доноров отсутствуют.

Требования к модельным вирусам 
для проведения валидации процессов 
инактивации/удаления вирусов 
на разных стадиях производства 
лекарственных препаратов

Согласно проанализированным ОФС и ФС 
ГФ РФ XIV, требования к модельным вирусам 
для проведения валидационных исследований 
инактивации/элиминации вирусов в материалах 
животного происхождения на стадиях произ-
водства ЛП не приведены. Европейская фарма-
копея 10 изд.32 и Британская фармакопея 2019 г.33 
по вопросу модельных вирусов для валидации 
ссылаются на рекомендации ЕМА, в которых 
указано, что в большинстве валидационных 
исследований применяются штаммы вирусов, 
которые легко получить и количественно опре-
делить34. Таким образом, любой вирус, исполь-
зованный для этих целей, является фактически 
модельным, однако выбор видов вирусов пред-
лагается обосновать в соответствии с целями 
валидационных исследований.

Основные модельные вирусы, используемые 
для оценки эффективности стадий вирусной 
инактивации, относятся к трем группам: мел-
кие безоболочечные вирусы (SV40, полиовирус 
и парвовирус животных), крупные оболочечные 
вирусы (вирус парагриппа или мышиный ре-
тровирус) и крупные ДНК-вирусы (герпесвирус). 
Приводится также следующий список модель-
ных вирусов: SV40, вирус полиомиелита 1 типа 
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(штамм Сэбина), парвовирус животных или неко-
торые другие некрупные безоболочечные виру-
сы; вирусы гриппа и парагриппа, вирус Синдбис 
или другие оболочечные РНК-вирусы от средних 
до крупных размеров; вирусы герпеса (например, 
ВПГ-1 или вирус псевдобешенства) или некото-
рые другие ДНК-вирусы от средних до крупных 
размеров. При этом отмечается, что вышепере-
численные вирусы являются рекомендуемыми 
примерами, их использование не обязательно. 
Список модельных вирусов, приведенный в тре-
бованиях Фармакопеи США (USP  43–NF  38)35, 
практически идентичен рекомендуемому ЕМА. 
В Японской фармакопее 17 изд. требования 
к модельным вирусам отсутствуют. Рекоменда-
ции ВОЗ по данному вопросу не представлены.

Требования по снижению показателя 
вирусной нагрузки на каждой из стадий 
вирусной инактивации/удаления

Анализ требований ОФС и ФС ГФ РФ XIV по-
казал, что информация о снижении уровня ви-
русной нагрузки на каждой из стадий вирусной 
инактивации в процессе производства ЛП не при-
ведена. Однако рекомендовано, чтобы любой 
из используемых методов обработки был вали-
дирован и обеспечивал значительное снижение 
риска вирусной контаминации ЛП, а процесс про-
изводства, как правило, должен включать один 
или несколько эффективных этапов инактивации 
и (или) элиминации вирусов. Согласно Европей-
ской фармакопее 10 изд.36 и Британской фарма-
копее 2019 г.37 требуется применение при необ-
ходимости одной или нескольких проверенных 
процедур удаления или инактивации вирусов. 
При этом производство должно включать этап 
или этапы, на которых удаляют или инактивиру-
ют известные возбудители инфекций. В требо-
ваниях Фармакопеи США (USP  43–NF  38)38 ука-
зано, что наиболее предпочтительным является 
использование более одного процесса вирусной 

35	 USP 43–NF 38 <1050> Viral safety evaluation of biotechnology products derived from cell lines of human or animal origin.
36	 Immunosera for human use, animal 04/2021:0084. European Pharmacopoeia 10th ed. Vol. 1.
	 Viral safety 1/2008:50107 5.1.7. European Pharmacopoeia 10th ed. Vol. 1.
37	 Immunosera (incorporating Ph.Eur. Suppl. 9.7, effective 01.04.2019). British Pharmacopoeia; 2019. 
38	 USP 43–NF 38 <1050> Viral safety evaluation of biotechnology products derived from cell lines of human or animal origin.
39	 Basic requirements for viral safety of biotechnological/biological products listed in Japanese pharmacopoeia. Japanese 

pharmacopoeia 17th ed.; 2016.
40	 Virus validation studies: the design, contribution and interpretation of studies validating the inactivation and removal of 

viruses (CPMP/BWP/268/95), 1996.
41	 Annex 4. Guidelines on viral inactivation and removal procedures intended to assure the viral safety of human blood plasma 

products. WHO Technical Report Series No 924; 2004.
42	 Общая фармакопейная статья 1.2.4.0015.18 Вирусная безопасность. Государственная фармакопея Российской Федера-

ции. XIV изд. Т. 1; 2018.
43	 Общая фармакопейная статья 1.7.2.0006.15 Испытание вирусных вакцин на присутствие посторонних агентов. Государ-

ственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

инактивации/элиминации, при этом не описано, 
насколько должна снижаться вирусная нагрузка 
на каждом этапе. Согласно Японской фармакопее 
17 изд.39 в процесс производства биологических 
препаратов должно быть включено не менее 
двух стадий вирусной инактивации/элиминации. 
Должно быть показано, что производственный 
процесс позволяет эффективно удалять инфек-
ционные или патогенные вирусы. В рекоменда-
циях ЕМА40 указано, что снижение активности 
вируса на 4 lg или более свидетельствует о яв-
ном эффекте инактивации/элиминации для кон-
кретного модельного вируса. По рекомендациям 
ВОЗ41 эффективный и надежный этап вирусной 
деконтаминации материалов позволяет снизить 
активность вируса обычно на 4 lg или более. 
При этом в производственный процесс предла-
гается включать два этапа по удалению или инак-
тивации оболочечных вирусов, особенно если 
на этих этапах задействованы разные механиз-
мы их инактивации/элиминации.

Требования к тестированию материалов 
на наличие вирусов на критических 
стадиях производства лекарственных 
препаратов

Метод и объем тестирования на вирусную 
контаминацию на критических стадиях произ-
водства ЛП согласно требованиям ГФ РФ XIV42 
зависят от различных факторов, которые необ-
ходимо учитывать в индивидуальном порядке. 
Для выявления вирусной контаминации исполь-
зуют методы молекулярной генетики. Однако 
конкретные методы выявления контаминации 
вирусами сырья, полуфабриката или готово-
го препарата в указанной ОФС не приведены. 
В ОФС.1.7.2.0006.15 описаны возможные мето-
ды выявления вирусной контаминации43. Соглас-
но этой статье подобные испытания осущест-
вляются с использованием клеточной культуры 
и животных. При этом указано, что аналогичные 
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подходы справедливы и в отношении испы-
тания ЛП. В Европейской фармакопее 10 изд.44 
и Британской фармакопее 2019 г.45 отмечено, 
что любой реагент биологического происхож-
дения, используемый для производства иммун-
ных препаратов, не должен содержать бакте-
рий, грибов и вирусов. Причем оговаривается, 
что анализ рисков вирусной контаминации мо-
жет проводиться в целом по стадиям «строгой» 
инактивации (например, стерилизация паром), 
если они входят в технологию производства 
препарата. По требованиям Фармакопеи США 
(USP 43–NF 38)46 в процесс производства долж-
ны быть включены соответствующие режимы 
тестирования, которые отслеживают возмож-
ное введение случайных агентов и/или вирусов. 
В связи с этим чувствительные методы обнару-
жения вирусов необходимы не только для тести-
рования биологических ЛП на стадии выпуска, 
но и на промежуточных этапах производства. 
Согласно Японской фармакопее 17 изд.47 необ-
ходимо проводить тщательный анализ и скри-
нинг образца, выбранного в качестве субстрата 
животного происхождения для производства ЛП, 
для определения любой контаминации вирусом, 
а также его вида и происхождения. В соответ-
ствии с требованиями Японской фармакопеи48 
для предотвращения случайного заражения 
вирусом необходимо провести NAT на ЛП, со-
средоточив внимание на наиболее опасном 
вирусе среди тех, которые могут присутство-
вать в сырье. В ЕМА приведены рекомендации49, 
обязывающие производителей проводить ис-
пытание исходных материалов, что является 
обязательным условием минимизации вирусной 
контаминации; такие требования предъявляют-
ся и к ЛП. В другом документе ЕМА50, касающем-
ся ЛП, производимых на основе плазмы крови, 
тестирование образцов исходного и нерасфа-
сованного материала на конкретные вирусные 
маркеры должно проводиться в соответствии 
с современными валидированными методами. 

44	 Immunosera for human use, animal 04/2021:0084. European Pharmacopoeia 10th ed. Vol. 1. 
	 Viral safety 1/2008:50107 5.1.7. European Pharmacopoeia 10th ed. Vol. 1.
45	 Immunosera (incorporating Ph.Eur. Suppl. 9.7, effective 01.04.2019). British Pharmacopoeia; 2019. 
	 Appendix XXII A. Viral safety (incorporating Ph.Eur. Suppl. 9.7, effective 01.04.2019). British Pharmacopoeia; 2019.
46	 USP 43–NF 38 <1237> Virology test methods.
47	 Qualification of animals as origin of animal-derived medicinal products provided in the general notices of Japanese 

Pharmacopoeia and other standards. Japanese Pharmacopoeia 17th ed.; 2016.
48	 Basic requirements for viral safety of biotechnological/biological products listed in Japanese Pharmacopoeia. Japanese 

Pharmacopoeia 17th ed.; 2016.
49	 Virus validation studies: the design, contribution and interpretation of studies validating the inactivation and removal of 

viruses (CPMP/BWP/268/95), 1996.
50	 Note for guidance on plasma derived medicinal products (CPMP/BWP/269/95 rev. 3). EMEA; 2001. 
51	 Annex 4. Guidelines on viral inactivation and removal procedures intended to assure the viral safety of human blood plasma 

products. WHO Technical Report Series No 924; 2004.

По рекомендациям ВОЗ51, касающимся оценки 
препаратов из плазмы крови человека, тестиро-
вание на вирусные маркеры, как правило, мало 
способствует вирусной безопасности: коммер-
чески доступные серологические тесты обычно 
не предназначены и не валидированы для ис-
пользования с очищенными фракциями плазмы 
крови; тестирование с помощью иммунофер-
ментного анализа обычно дает очень высокий 
уровень ложноположительных результатов; те-
стирование с помощью NAT не рекомендуется.

Согласно требованиям фармакопей разных 
стран и рекомендациям ВОЗ и EMA существует 
три основных группы методов для доказатель-
ства отсутствия/наличия вирусной контамина-
ции в материалах животного происхождения:
1)	 группа молекулярно-генетических методов 

идентификации вирусов, нацеленная на вы-
явление их генетических последовательно-
стей (NAT): полимеразная цепная реакция 
различных видов, метагеномный анализ и др.;

2)	 группа иммунологических методов иденти-
фикации вирусов, нацеленная на выявление 
их антигенов: иммуноферментный анализ 
(ИФА) различных модификаций, иммунохро-
матографический и др.;

3)	 группа вирусологических методов детекции 
вирусов, нацеленная на выявление живых 
вирусов путем культивирования на чувстви-
тельных клеточных линиях (in vitro) и/или мо-
дельных животных (in vivo), включая КЭ.

С целью выбора наиболее оптимального под-
хода для выявления вирусных агентов в матери-
алах животного происхождения была проведе-
на сравнительная оценка вышеперечисленных 
групп методов (табл. 1).

Анализ данных (табл. 1) позволяет сделать 
заключение о том, что наиболее перспективной 
с точки зрения доступности и дешевизны выявле-
ния живых вирусов в материалах животного про-
исхождения является группа вирусологических 
методов тестирования in vitro (на перевиваемых 
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культурах клеток, чувствительных к патогенным 
для человека вирусам, вызывающим заболева-
ния у соответствующих видов животных, мате-
риалы которых используются в производстве).

Предложения по включению 
в фармакопейные статьи 
Государственной фармакопеи 
Российской Федерации разделов, 
характеризующих мероприятия 
по минимизации риска вирусной 
контаминации препаратов 
гетерологичных специфических 
иммуноглобулинов

По результатам проведенного сравнительно-
го анализа фармакопейных требований, а также 

52	 Общая фармакопейная статья 1.8.1.0004.15 Иммуноглобулины и сыворотки (антитела) гетерологичные. Государственная 
фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

рекомендаций ЕМА и ВОЗ к вирусной безопас-
ности ЛП для медицинского применения пред-
ставляется целесообразным рассмотреть во-
прос о включении в фармакопейные статьи ГФ 
РФ следующей информации:
1)	 в ОФС.1.8.1.0004.15 Иммуноглобулины и сы-

воротки (антитела) гетерологичные52 в рам-
ках дополнительно создаваемого подразде-
ла «Требования к антигену для иммунизации 
животных-продуцентов сыворотки/плазмы 
крови» в разделе «Производство» пред-
лагается внести следующую информацию: 
осуществлять наработку целевого антиге-
на для иммунизации животных-продуцен-
тов сыворотки/плазмы крови на биосисте-
мах, свободных от вирусных контаминантов, 

Таблица 1. Сравнительные данные по оценке различных групп методов выявления вирусных агентов в материалах живот-
ного происхождения
Table 1. Comparative data on the assessment of various groups of methods for viral agent detection in materials of animal origin

№ п/п
Item 
No.

Исследуемый параметр
Test parameter

Группа биологических методов 
детекции вируса:

Biological group of virus detection methods:
Группа молекулярно-
генетических мето-
дов идентификации 

вирусов
Molecular genetic group 

of virus identification 
methods

Группа иммуноло-
гических методов 
идентификации 

вирусов
Immunological 
group of virus 
identification 

methods

in vitro (на культу-
рах клеток)

in vitro (in cell 
cultures)

in vivo (на животных 
и куриных эмбри-

онах)
in vivo (in animals 

and chicken embryos)

1 Возможность выявления 
только живого вируса
Ability to detect only live 
viruses

Есть
Yes

Есть
Yes

Нет 
(только генетический 
материал)
No (only genetic 
material)

Нет 
(только антигены)
No (only antigens)

2 Возможность 
тестирования различных 
материалов животного 
происхождения
Possibility to test various 
animal materials

Есть
Yes

Есть
Yes

Нет (только те материалы, которые указаны 
в инструкции по применению)
No (only the materials indicated in the 
instructions for use)

3 Необходимость 
регулярной закупки су-
ществующих тест-систем 
на вирусы
Need for regular 
procurement of commercial 
test kits

Нет
No

Есть (закупка 
животных)
Yes (purchase of 
animals)

Есть
Yes

4 Необходимость 
разработки новых 
тест-систем на вирусы
Need for new test systems 
development

Нет
No

Нет
No

Есть, включая валидацию методов 
(отсутствуют тест-системы на многие виды 
вирусов разных видов животных)
Yes, including method validation (there are no 
test systems for many virus types of different 
animal species)

5 Чувствительность 
методов
Sensitivity of methods

Высокая (с учетом трех «слепых» 
пассажей)
High (with 3 blind passages)

Высокая
High

Низкая
Low

6 Длительность 
тестирования
Test duration

Около 1 мес. (с учетом трех «слепых» 
пассажей)
About 1 month (with 3 blind passages)

Несколько часов
Several hours

Менее 1 ч
Less than 1 hour
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проверяя все материалы животного проис-
хождения, используемые для этого, на на-
личие/отсутствие живых вирусных агентов 
согласно ОФС.1.7.2.0006.15 Испытание ви-
русных вакцин на присутствие посторонних 
агентов53:

	– в экспериментах in vitro: на одном (или более) 
виде перевиваемых культур клеток, чувстви-
тельных к патогенным для человека вирусам, 
вызывающим заболевания у соответствующих 
видов животных, материалы которых задей-
ствованы в производстве;

	– факультативно в экспериментах in vivo: на мы-
шах, морских свинках и куриных эмбрионах, 
чувствительных к патогенным для человека 
вирусам, вызывающим заболевания у соот-
ветствующих видов животных, материалы ко-
торых задействованы в производстве;

2)	 в ОФС.1.8.1.0004.15 Иммуноглобулины и сы‑ 
воротки (антитела) гетерологичные54 в рам‑ 
ках подраздела «Требования к животным- 
продуцентам плазмы/сыворотки крови» 
в разделе «Производство» предлагается вне-
сти следующую информацию: приобретение 
животных-продуцентов сыворотки/плазмы 
крови должно осуществляться из хозяйств 
закрытого типа, благополучных по инфекци-
онным заболеваниям, включая заболевание 
губчатой энцефалопатией; статус хозяйства 
должен подтверждаться соответствующими 
документами; животные должны быть прове-
рены на наличие/отсутствие живых вирусных 
агентов так, как описано в п. 1, а лошади до-
полнительно тестированы на наличие/отсут-
ствие сапа;

3)	 в ОФС.1.8.1.0004.15 Иммуноглобулины и сы-
воротки (антитела) гетерологичные55 в под-
разделе «Требования к животным-продуцен-
там» в разделе «Производство» предлагается 
внести следующую информацию: проводить 
карантинизацию животных-продуцентов сы-
воротки/плазмы крови в течение не менее 
1 недели перед началом вакцинации целе-
вым антигеном;

53	 Общая фармакопейная статья 1.7.2.0006.15 Испытание вирусных вакцин на присутствие посторонних агентов. Государ-
ственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

54	 Общая фармакопейная статья 1.8.1.0004.15 Иммуноглобулины и сыворотки (антитела) гетерологичные. Государственная 
фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

55	 Там же.
56	 Там же.
57	 Общая фармакопейная статья 1.2.4.0015.18 Вирусная безопасность. Государственная фармакопея Российской Федера-

ции. XIV изд. Т. 1; 2018.
58	 Там же.
59	 Общая фармакопейная статья 1.8.1.0004.15 Иммуноглобулины и сыворотки (антитела) гетерологичные. Государственная 

фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

4)	 в ОФС.1.8.1.0004.15 Иммуноглобулины и сы-
воротки (антитела) гетерологичные56 в рам-
ках подраздела «Сбор плазмы/сыворотки 
крови» в разделе «Производство» предла-
гается внести следующую информацию: 
взятая от иммунизированных целевым ан-
тигеном животных сыворотка/плазма крови 
должна быть проверена на наличие/отсут-
ствие живых вирусных агентов так, как опи-
сано в п. 1; в случае обнаружения таковых 
необходимо представить доказательства 
того, что это вирусное загрязнение будет 
устранено или инактивировано в процессе 
производства;

5)	 в ОФС.1.2.4.0015.18 Вирусная безопасность57 
в рамках раздела «Валидация процессов ви-
русной инактивации или элиминации» пред-
лагается внести следующую информацию: 
для проведения валидационных исследо-
ваний инактивации/элиминации вирусов 
должны быть использованы любые удобные 
для этого виды вирусов, относящиеся к 3 груп-
пам: безоболочечные, оболочечные ДНК-со-
держащие и оболочечные РНК-содержащие;

6)	 в ОФС.1.2.4.0015.18 Вирусная безопасность58 
в рамках раздела «Процессы вирусной инак-
тивации или элиминации» предлагается вне-
сти следующую информацию: в процессе 
производства ЛП должны быть использова-
ны не менее двух технологических стадий 
с разными механизмами инактивации/эли-
минации вирусов, каждая из которых обеспе-
чивает снижение вирусной нагрузки в проме-
жуточных продуктах ЛП не менее чем на 4 lg 
(>10000 раз);

7)	 в ОФС.1.8.1.0004.15 Иммуноглобулины 
и сыворотки (антитела) гетерологичные59 
в рамках подраздела «Получение иммуно-
глобулинов или их фрагментов» в разделе 
«Производство» предлагается внести следу-
ющую информацию: проводить тестирова-
ние промежуточных продуктов ЛП на нали-
чие/отсутствие живых вирусных агентов так, 
как описано в п. 1.
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Заключение
Проведен сравнительный анализ фармако-

пейных требований, а также рекомендаций ЕМА 
и ВОЗ к вирусной безопасности ЛП для меди-
цинского применения, который показал, что не-
которые требования, связанные с минимизаци-
ей рисков вирусной контаминации препаратов 
на основе гетерологичных специфических им-
муноглобулинов на различных этапах про-
изводственного цикла, в ГФ РФ отражены 
не в полном объеме.

Подготовлены предложения по включению 
в фармакопейные статьи ГФ РФ разделов, ха-

рактеризующих мероприятия по минимизации 
риска вирусной контаминации ЛП на основе ге-
терологичных иммуноглобулинов для медицин-
ского применения на разных этапах их произ-
водства.

Следует отметить, что представленные пред-
ложения о включении соответствующих пунктов 
в состав фармакопейных статей ГФ РФ XIV явля-
ются теоретическими и могут быть реализова-
ны только после осуществления испытаний со-
ответствующих методов детекции вирусов (как 
описано в п. 1) и проведения валидации наибо-
лее пригодных методов на производстве.
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Резюме	 Заболевания, вызываемые Streptococcus pneumoniae, а также возникновение антибиотико-
резистентных серотипов пневмококков являются ведущей причиной смертности детского 
населения во всем мире. С целью предотвращения пневмококковой инфекции применяют 
вакцинацию с использованием конъюгированных вакцин, содержащих различное коли-
чество полисахаридов определенных серотипов. В Российской Федерации зарегистриро-
ваны вакцины, активные фармацевтические субстанции для которых производятся за ру-
бежом, а на территории Российской Федерации локализуются только финишные стадии 
производства вакцин данной группы, поэтому разработка отечественной вакцины пол-
ного цикла является жизненно значимой. Учитывая явление «смены серотипов» при дли-
тельном широком использовании пневмококковых конъюгированных вакцин, необходимо 
тщательно подбирать серотиповой состав новой вакцины. Цель работы — анализ серо-
типового пейзажа пневмококков на территории Российской Федерации и других стран 
с целью выбора модельной композиции оптимального серотипового состава российской 
вакцины для применения у людей с учетом схем вакцинации для каждой возрастной груп-
пы. В обзоре представлены результаты анализа распространения серотипов пневмокок-
ков в Российской Федерации в довакцинальную эру, а также после внедрения вакцинации 
в рутинную педиатрическую практику. Кроме того, представлены данные по серотипо-
вому пейзажу в государствах — членах Евразийского экономического союза. Предложен 
модельный состав вакцины, содержащей не менее шестнадцати серотипов пневмокок-
ка. Выбранная модель позволит увеличить эффективность иммунной защиты населения, 
обеспечив более полный охват серотипов, учитывая их распространенность на терри-
тории Российской Федерации. На основе проведенного анализа предложен уникальный 
серотиповой состав шестнадцативалентной пневмококковой конъюгированной вакцины 
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для дальнейшего производства и проведения доклинических и клинических испытаний. 
Появление новой отечественной пневмококковой конъюгированной вакцины позволит 
обеспечить вакцинацию всех групп населения в рамках национального календаря профи-
лактических прививок Российской Федерации.

Ключевые слова:	 пневмококковая конъюгированная вакцина; серотиповой пейзаж; Streptococcus pneumoniae; 
серотиповой состав; пневмококковая инфекция; заболеваемость; смертность
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Abstract 	 Diseases caused by Streptococcus pneumoniae, as well as antibiotic resistance of its serotypes, 
are the leading cause of death amongst children worldwide. To prevent pneumococcal infec-
tion, the population is immunised with conjugate vaccines containing different amounts of pol-
ysaccharides of certain serotypes. Development of a full-cycle Russian vaccine is vital because 
the active pharmaceutical ingredients for the vaccines registered in the Russian Federation 
are produced abroad, and only the final stages of production of vaccines of this group are 
performed in the territory of the Russian Federation. Considering the phenomenon of serotype 
replacement associated with the long-term widespread use of pneumococcal conjugate vac-
cines, it is necessary to carefully select the serotype composition for the new vaccine. The aim 
of this work was to analyse the serotype distribution of pneumococci in the Russian Federation 
and other countries in order to select optimal serotypes for the Russian vaccine for human use, 
taking into account vaccination schedules for each age group. This review presents an analysis 
of the pneumococcal serotype distribution in the Russian Federation in the pre-vaccination era, 
as well as after the introduction of routine vaccination. In addition, the review includes data 
on the serotype distribution in the Eurasian Economic Union countries. The authors described 
a model composition containing at least sixteen serotypes. It will increase effectiveness of im-
mune protection of the population, providing a more complete coverage of serotypes, consid-
ering their prevalence in the Russian Federation. Based on the analysis, the serotype composi-
tion for the sixteen-valent pneumococcal conjugate vaccine is proposed for further production 
and preclinical and clinical trials. A new Russian pneumococcal conjugate vaccine will ensure 
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vaccination of all population groups within the National Immunisation Schedule of the Russian 
Federation.
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Введение
Пневмококковая инфекция может вызывать 

такие тяжелые инвазивные заболевания, как ме-
нингит, септицемия и пневмония, а также менее 
тяжелые, но более распространенные, как сину-
сит и средний отит1. Пневмококковая инфекция 
является причиной высокой смертности среди 
детей в возрасте до 5 лет, а также пожилых лю-
дей2. Наиболее подвержены заражению пневмо-
кокковой инфекцией дети младше 2 лет, люди 
с сопутствующими заболеваниями, взрослые 
старше 65 лет и курильщики.

Возбудителем данной инфекции является 
Streptococcus pneumoniae, некоторые серотипы 
которого и вызывают пневмококковую инфек-
цию. Возбудитель является грамположительным 
диплококком, каталазо- и оксидазоотрицатель-
ным. Известно более 90 серотипов пневмокок-
ков, при этом до начала использования вакци-
нации всего от шести до одиннадцати серотипов 
являлись причиной инвазивной формы пневмо-
кокковой инфекции3. К инвазивным формам 
пневмококковой инфекции относят бактерие-
мию без видимого очага инфекции, менингит, 
пневмонию, сепсис, перикардит, артрит  [1]. По-
лисахаридная капсула бактерии является суще-
ственным фактором вирулентности, и серотипы 
пневмококка определяются на основе различий 
в ее составе. Капсула на поверхности защища-
ет бактерии от фагоцитоза при проникновении 
S. pneumoniae в организм человека [2], а также 
способна ограничивать аутолиз и снижать ак-
тивность антибиотиков [1].

Важной проблемой в борьбе с пневмококко-
вой инфекцией является возникновение анти-
биотикорезистентных пневмококков, что зна-
чительно осложняет лечение таких пациентов, 
увеличивая затраты на лечение. Фактором, 
влияющим на развитие антибиотикоустойчи-
вости пневмококка, является нерациональ-
ный прием антибактериальных препаратов. 
Проблема антибиотикоустойчивости штам-
мов S.  pneumoniae имеет глобальный харак-
тер и остается актуальной как для Российской 
Федерации, так и для мирового сообщества 
в целом, о чем свидетельствуют материалы 
исследований, опубликованные за последние 
5 лет [3–6]. Выявляются пневмококки, устой-
чивые к макролидам, клиндамицину, тетра-
циклину, метронидазолу, а также снижается 
их устойчивость к пенициллину. В 2017 г. Все-
мирная организация здравоохранения (ВОЗ) 
включила S. pneumoniae в список бактерий, 
для борьбы с которыми требуется срочный 
поиск новых антибиотиков (приоритетность 
3 — средняя)4.

Иммунитет, выработанный при вакцинации 
или естественном заражении, специфичен в от-
ношении серотипа, однако при этом может на-
блюдаться и перекрестная защита, например 
для серотипов 6A/6B, 6A/6C и 19A/19F. По дан-
ным ВОЗ, серотипы 1, 5, 6А, 6В, 14, 19F и 23F 
обычно вызывают инвазивные формы пнев-
мококковой инфекции среди детей в возрасте 
до 5 лет5. Некоторые серотипы, такие как 6B, 9V, 
14, 19A и 23F, вероятно более, чем другие, ассо-

https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-2-124-141
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-2-124-141
https://www.cdc.gov/vaccines/vpd/pneumo/
https://www.who.int/news/item/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-which-new-antibiotics-are-urgently-needed
https://www.who.int/news/item/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-which-new-antibiotics-are-urgently-needed
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циируются с резистентностью к противомикроб-
ным препаратам6.

Цель работы — анализ серотипового пейзажа 
пневмококков на территории Российской Феде-
рации и других стран с целью выбора модель-
ной композиции оптимального серотипового 
состава российской вакцины для применения 
у людей с учетом схем вакцинации для каждой 
возрастной группы.

Иммунопрофилактика пневмококковой 
инфекции в мире и Российской 
Федерации

Бремя пневмококковой инфекции в мире 
достаточно серьезное. В 2017 г. от пневмонии 
в мире умерли 2,56 млн человек, треть из ко-
торых дети в возрасте до 5 лет. В целом в дан-
ной возрастной когорте пневмония является 
основной причиной смертности. За период на-
блюдений с 1990 г. количество смертей среди 

6	 Pneumococcal conjugate vaccines for infants and children under 5 years of age: WHO position paper — February 2019. Wkly 
Epidemioll Rec. 2019;94(8):85–104.

7	 Dadonaite B, Roser M. Pneumonia. Our World in Data. 2018. https://ourworldindata.org/pneumonia 
8	 Там же.
9	 Там же.
10	 Там же.

детей сократилось в 3 раза, тогда как среди 
пожилых людей показатели остаются неизмен-
ными. Смертность от пневмонии наиболее высо-
ка в странах Африки к югу от Сахары7. Данные 
по количеству случаев смерти от пневмонии 
во всем мире за 2019 г. представлены на рисун-
ке 1. В исследовании C. Chen c соавт. [7] пока-
зано, что пневмококковые вакцины могут еже-
годно спасать жизни почти 400000 детей в мире 
(рис. 2)8. 

Как в Российской Федерации, так и в мире 
в целом наблюдаются схожие закономерности 
по смертности от пневмонии среди различ-
ных возрастных групп. За период 1990–2019 гг. 
смертность среди детей в возрасте первых 5 лет 
уменьшалась, тогда как среди взрослого и по-
жилого населения она оставалась практически 
неизменной (рис. 3)9.10

В Российской Федерации, по данным Феде-
ральной службы по надзору в сфере защиты 

Рис. 1. Смертность от пневмонии в мире в пересчете на 100000 человек за 2019 г.10

Fig. 1. Pneumonia deaths per 100000 people in 2019 in the world10.

https://ourworldindata.org/pneumonia
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11 12

11	 Там же.
12	 Там же.

Рис. 2. Данные по количеству смертей, которые могут быть предотвращены вакцинацией против пневмококковой инфек-
ции11.

Fig. 2. Data on the number of deaths that can be prevented by pneumococcal vaccination11.

Рис. 3. Смертность от пневмонии в России в зависимости от возраста за период 1990–2019 гг.12

Fig. 3. Deaths from pneumonia in the Russian Federation by age for the period of 1990–201912.
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прав потребителей и благополучия человека, ре-
гистрируется увеличение количества внеболь-
ничных пневмоний на 19%: за 2017 г. — 412 чел. 
на 100000 населения, за11122018 г. — 492 чел. 
на 100000 населения (данные за период до пан-
демии COVID-19)13.

Согласно данным Государственного доклада 
«О состоянии санитарно-эпидемиологического 
благополучия населения в Российской Феде-
рации в 2020 году»14, установлена особенность 
внебольничных пневмоний у пациентов с лабо-
раторно подтвержденным COVID-19 — высокая 
частота микст-инфекций вирусной и бактери-
альной этиологии, преобладающим этиологиче-
ским агентом которых является Streptococcus spp. 
Представленные данные свидетельствуют 
о целесообразности снижения рисков развития 
пневмококковой инфекции за счет вакцинации.

18 сентября 2020 г. Правительством Россий-
ской Федерации была утверждена Стратегия 
развития иммунопрофилактики инфекционных 
болезней на период до 2035 года (далее — Стра-
тегия)15. Стратегия является основой для органи-
зации деятельности и взаимодействия органов 
государственной власти Российской Федерации, 
органов государственной власти субъектов Рос-
сийской Федерации, органов местного самоу-
правления, государственных и иных организа-
ций, принимающих участие в реализации мер, 
направленных на предупреждение, ограниче-
ние распространения и ликвидацию инфекцион-
ных и иных болезней, управляемых средствами 
иммунопрофилактики.

Стратегия включает развитие российских 
производственных предприятий по выпуску им-
мунобиологических препаратов, создаваемых 
на основе современных технологий полного 
цикла производства, и требует формирования 
перечня целевых разработок иммунобиологи-
ческих препаратов, прежде всего планируемых 
к включению в национальный календарь про-
филактических прививок (НКПП)16, в том числе 

13	 Сведения об инфекционных и паразитарных заболеваниях за январь–декабрь 2018. https://www.rospotrebnadzor.ru/
activities/statistical-materials/statictic_details.php?ELEMENT_ID=11277

14	 О состоянии санитарно-эпидемиологического благополучия населения в Российской Федерации в 2020 году: Государ-
ственный доклад. М.: Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека; 
2021. 

15	 Распоряжение Правительства Российской Федерации от 18.09.2020 №  2390-р «Об утверждении Стратегии развития 
иммунопрофилактики инфекционных болезней на период до 2035 года». https://www.garant.ru/products/ipo/prime/
doc/74591684/

16	 Приказ Министерства здравоохранения Российской Федерации от 06.12.2021 № 1122н «Об утверждении националь-
ного календаря профилактических прививок и календаря профилактических прививок по эпидемическим показаниям 
и порядка проведения профилактических прививок».

17	 Распоряжение Правительства Российской Федерации от 29.03.2021 №  774-р «Об утверждении плана мероприятий 
по реализации Стратегии развития иммунопрофилактики инфекционных болезней на период до 2035 г.» http://www.
garant.ru/products/ipo/prime/doc/400425985/

комбинированных вакцин и вакцин с широким 
спектром покрытия циркулирующих на террито-
рии страны серотипов возбудителей, в частно-
сти полисахаридных конъюгированных вакцин, 
таких как вакцина для профилактики пневмо-
кокковой инфекции и вакцина для профилакти-
ки менингококковой инфекции (четырехвалент-
ная вакцина — против серогрупп A, C, W, Y).

На основании Стратегии был разработан План 
мероприятий по ее реализации (далее — План)17. 
План включает такие мероприятия, как расши-
рение перечня инфекционных болезней, против 
которых проводится вакцинация на территории 
Российской Федерации в рамках НКПП, опреде-
ление категории граждан, подлежащих вакци-
нации; схем иммунизации; внесение изменений 
в Федеральный закон «Об иммунопрофилактике 
инфекционных болезней», в Приказ «Об утверж-
дении национального календаря профилакти-
ческих прививок и календаря профилактиче-
ских прививок по эпидемическим показаниям» 
(2024–2025 гг.).

Согласно Плану, до ноября 2025 г. намечена 
подготовка обоснованных предложений по вак-
цинации взрослых против пневмококковой ин-
фекции в рамках НКПП, а также по расширению 
контингента, подлежащего вакцинации против 
пневмококковой инфекции в рамках календаря 
профилактических прививок по эпидемиологи-
ческим показателям.

Важной составляющей Плана является мо-
ниторинг распространенности возбудите-
лей инфекционных болезней и их серотипов 
при инфекциях, управляемых средствами 
специфической профилактики, в том числе 
с оценкой актуальности циркулирующих штам-
мов для конструирования вакцин. Кроме того, 
План направлен на стимулирование научных 
разработок в области создания иммунобиологи-
ческих лекарственных препаратов.

С 2009 г. на мировом рынке доступны две поли-
сахаридные пневмококковые конъюгированные 

https://www.rospotrebnadzor.ru/activities/statistical-materials/statictic_details.php?ELEMENT_ID=11277
https://www.rospotrebnadzor.ru/activities/statistical-materials/statictic_details.php?ELEMENT_ID=11277
https://www.garant.ru/products/ipo/prime/doc/74591684/
https://www.garant.ru/products/ipo/prime/doc/74591684/
http://www.garant.ru/products/ipo/prime/doc/400425985/
http://www.garant.ru/products/ipo/prime/doc/400425985/


БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2022, Т. 22, № 2
130

Трухин В.П., Евтушенко А.Э., Салимова Е.Л., Конон А.Д., Хаитов М.Р., Меркулов В.А.
Анализ серотипового пейзажа пневмококков для определения композиционной модели отечественной пневмококковой...

вакцины (pneumococcal conjugate vaccine, PCV): 
10-валентная (PCV10) и 13-валентная (PCV13), 
а в 2021 г. были лицензированы еще две пнев-
мококковые конъюгированные вакцины: 15-ва-
лентная (PCV15) и 20-валентная (PCV20). Кроме 
того, доступна 23-валентная полисахаридная 
вакцина, которая содержит только полисахари-
ды отдельных серотипов пневмококка. Согласно 
позиции ВОЗ, пневмококковые полисахаридные 
вакцины характеризуются слабой иммуноген-
ностью или ее отсутствием у детей в возрасте 
младше 2 лет, необходимой для индуцирова-
ния иммунной памяти в ответ на ревакцина-
цию, а также целым рядом других недостатков18. 
В связи с этим в статье основной акцент сделан 
на конъюгированные вакцины.

В соответствии с данными ВОЗ, к середине 
2021 г. пневмококковая конъюгированная вак-
цина была внедрена в 151 государстве, а ох-
ват третьей дозой оценивался в 49%19. Данные 
по охвату вакцинацией по некоторым странам 
в сравнении с мировой тенденцией представ-
лены на рисунке 4. В Российской Федерации 

18	 Pneumococcal vaccines WHO position paper — 2012. Wkly Epidemiol Rec. 2012;87(14):129–144.
19	 Immunisation coverage. https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/immunization-coverage
20	 Dadonaite B, Roser M. Pneumonia. Our World in Data. 2018. https://ourworldindata.org/pneumonia
21	 https://grls.rosminzdrav.ru/
22	 Dadonaite B, Roser M. Pneumonia. Our World in Data. 2018. https://ourworldindata.org/pneumonia

наблюдался значительный рост количества вак-
цинированных с момента введения вакцины 
в НКПП. Охват пневмококковой вакциной дет-
ского населения достаточно высокий (87%)20.

Впервые в Российской Федерации 7-валент-
ная конъюгированная вакцина для профилак-
тики пневмококковой инфекции (PCV7) стала 
доступна для населения в 2009 г., однако мас-
совая вакцинация этой вакциной не предус-
матривалась. В 2011 г. была зарегистрирована 
13-валентная вакцина Превенар® 13 (Пфайзер), 
в 2012 г. — 10-валентная вакцина Синфлорикс 
(ГлаксоСмитКляйн Байолоджикалз), а в 2014  г. 
вакцинация против пневмококковой инфек-
ции для младенцев была включена в НКПП [8]. 
В 2021  г. прошла регистрацию еще одна 13-ва-
лентая пневмококковая конъюгированная вак-
цина производства ЭсКей Биосайенс Ко., Лтд. 
Характеристика зарегистрированных в Рос-
сийской Федерации вакцин согласно Государ-
ственному реестру лекарственных средств Рос-
сийской Федерации по состоянию на сентябрь 
2021 г. представлена в таблице 121.22

Рис. 4. Количество вакцинированных пневмококковой вакциной детей в некоторых странах за период 2004–2020 гг.22

Fig. 4. Share of children immunised with pneumococcal vaccines in several countries in 2004–202022.

https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/immunization-coverage
https://ourworldindata.org/pneumonia
https://grls.rosminzdrav.ru/
https://ourworldindata.org/pneumonia


131

Trukhin V.P., Evtushenko A.E., Salimova E.L., Konon A.D., Khaitov M.R., Merkulov V.A.
Analysis of pneumococcal serotypes distribution to determine a model composition for a Russian pneumococcal conjugate vaccine

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2022, V. 22, No. 2

Та
бл

иц
а 

1.
 П

не
вм

ок
ок

ко
вы

е 
ко

нъ
ю

ги
ро

ва
нн

ы
е 

ва
кц

ин
ы

, з
ар

ег
ис

тр
ир

ов
ан

ны
е 

в 
Ро

сс
ий

ск
ой

 Ф
ед

ер
ац

ии
Ta

bl
e 

1.
 P

ne
um

oc
oc

ca
l c

on
ju

ga
te

 v
ac

ci
ne

s 
lic

en
ce

d 
in

 t
he

 R
us

si
an

 F
ed

er
at

io
n 

Н
аи

м
ен

ов
ан

ие
 в

ак
ци

ны
Na

m
e

Д
ат

а 
ре

ги
ст

ра
ци

и 
в 

Ро
сс

ии
Da

te
 o

f l
ic

en
si

ng
 

in
 th

e 
Ru

ss
ia

n 
Fe

de
ra

tio
n

Д
ей

ст
ву

ю
щ

ие
 в

ещ
ес

тв
а 

ва
кц

ин
ы

Ac
tiv

e 
ph

ar
m

ac
eu

tic
al

 in
gr

ed
ie

nt
s 

(A
PI

s)
 o

f t
he

 
va

cc
in

e

Пр
ои

зв
од

ит
ел

ь 
ф

ар
м

а-
це

вт
ич

ес
ко

й 
су

бс
та

нц
ии

 
(п

ол
ис

ах
ар

ид
ы

)
M

an
uf

ac
tu

re
r o

f t
he

 A
PI

s 
(p

ol
ys

ac
ch

ar
id

es
)

Пр
ои

зв
од

ит
ел

ь 
го

то
-

во
й 

ле
ка

рс
тв

ен
но

й 
ф

ор
м

ы
M

an
uf

ac
tu

re
r o

f t
he

 
fin

is
he

d 
fo

rm
ul

at
io

n

Уп
ак

ов
щ

ик
/ф

ас
ов

щ
ик

 
(в

то
ри

чн
ая

/т
ре

ти
чн

ая
 

уп
ак

ов
ка

)
Pa

ck
ag

er
 (s

ec
on

da
ry

/
te

rt
ia

ry
 p

ac
ka

gi
ng

)

Си
нф

ло
ри

кс
 (в

ак
ци

на
 1

0-
ва

ле
нт

на
я 

пн
ев

м
ок

ок
ко

ва
я 

по
ли

са
ха

ри
дн

ая
, 

ко
нъ

ю
ги

ро
ва

нн
ая

 с
 D

-п
ро

те
и-

но
м

 н
ет

ип
ир

уе
м

ой
 H

ae
m

op
hi

lu
s 

in
flu

en
za

e,
 с

то
лб

ня
чн

ы
м

 и
 д

иф
те

-
ри

йн
ы

м
 а

на
то

кс
ин

ам
и,

 а
дс

ор
би

ро
-

ва
нн

ая
)

Sy
nfl

or
ix

 (1
0-

va
le

nt
 p

ne
um

oc
oc

ca
l 

po
ly

sa
cc

ha
rid

e 
co

nj
ug

at
e 

va
cc

in
e 

(n
on

-t
yp

ea
bl

e 
H

ae
m

op
hi

lu
s 

in
flu

en
za

e 
pr

ot
ei

n 
D

, d
ip

ht
he

ria
 o

r t
et

an
us

 to
xo

id
 

co
nj

ug
at

es
), 

ad
so

rb
ed

)

11
.0

1.
20

12
П

ол
ис

ах
ар

ид
 с

ер
от

ип
а 

1,
 5

, 6
В,

 7
F,

 1
4,

 
23

F,
 к

он
ъю

ги
ро

ва
нн

ы
й 

с 
PD

 —
 1

 м
кг

Po
ly

sa
cc

ha
rid

e 
se

ro
ty

pe
 1

, 5
, 6

В,
 7

F,
 1

4,
 2

3F
 

co
nj

ug
at

ed
 to

 P
D:

 1
 µ

g
П

ол
ис

ах
ар

ид
 с

ер
от

ип
а 

4,
 1

8C
, 1

9F
, к

он
ъ-

ю
ги

ро
ва

нн
ы

й 
с 

PD
 —

 3
 м

кг
Po

ly
sa

cc
ha

rid
e 

se
ro

ty
pe

 4
, 1

8C
, 1

9F
 

co
nj

ug
at

ed
 to

 P
D:

 3
 µ

g

Гл
ак

со
См

ит
К

ля
йн

 Б
ай

о-
ло

дж
ик

ал
з 

(С
ин

га
пу

р)
 и

ли
 

Гл
ак

со
См

ит
К

ля
йн

 Б
ай

ол
од

-
ж

ик
ал

з 
с.

а.
 (Б

ел
ьг

ия
)

Gl
ax

oS
m

ith
Kl

in
e 

Bi
ol

og
ic

al
s 

(S
in

ga
po

re
) o

r 
Gl

ax
oS

m
ith

Kl
in

e 
Bi

ol
og

ic
al

s 
s.

a.
 (B

el
gi

um
)

Гл
ак

со
См

ит
К

ля
йн

 
Ба

йо
ло

дж
ик

ал
з 

(Ф
ра

нц
ия

)
Gl

ax
oS

m
ith

Kl
in

e 
Bi

ol
og

ic
al

s 
(F

ra
nc

e)

Гл
ак

со
См

ит
К

ля
йн

 Б
ай

-
ол

од
ж

ик
ал

з 
(Ф

ра
нц

ия
); 

О
бщ

ес
тв

о 
с 

ог
ра

ни
че

н-
но

й 
от

ве
тс

тв
ен

но
ст

ью
 

«С
м

ит
К

ля
йн

 Б
ич

ем
-Б

ио
-

м
ед

» 
(О

О
О

 «
См

ит
К

ля
йн

 
Би

че
м

-Б
ио

м
ед

»)
Gl

ax
oS

m
ith

Kl
in

e 
Bi

ol
og

ic
al

s 
(F

ra
nc

e)
; 

Sm
ith

Kl
in

e 
Be

ec
ha

m
-

Bi
om

ed
 (R

us
si

a)

П
ре

ве
на

р®
 1

3 
(в

ак
ци

на
 п

не
вм

ок
ок

-
ко

ва
я 

по
ли

са
ха

ри
дн

ая
 к

он
ъю

ги
ро

-
ва

нн
ая

 а
дс

ор
би

ро
ва

нн
ая

, т
ри

на
д-

ца
ти

ва
ле

нт
на

я)
Pr

ev
en

ar
®

 1
3 

(1
3-

va
le

nt
 p

ne
um

oc
oc

ca
l 

po
ly

sa
cc

ha
rid

e 
co

nj
ug

at
e 

va
cc

in
e,

 
ad

so
rb

ed
)

03
.1

0.
20

11
П

ол
ис

ах
ар

ид
 с

ер
от

ип
а 

1,
 3

, 4
, 5

, 6
А

, 7
F,

 
9V

, 1
4,

 1
8C

, 1
9A

, 1
9F

, 2
3F

 к
он

ъю
ги

ро
ва

н-
ны

й 
с 

CR
M

19
7 

—
 2

,2
 м

кг
Po

ly
sa

cc
ha

rid
e 

se
ro

ty
pe

 1
, 3

, 4
, 5

, 6
А,

 7
F,

 9
V,

 
14

, 1
8C

, 1
9A

, 1
9F

, 2
3F

 c
on

ju
ga

te
d 

to
 C

RM
19

7:
 

2.
2 

μg
П

ол
ис

ах
ар

ид
 с

ер
от

ип
а 

6В
, к

он
ъю

ги
ро

-
ва

нн
ы

й 
с 

CR
M

19
7 

—
 4

,4
 м

кг
Po

ly
sa

cc
ha

rid
e 

se
ro

ty
pe

 6
B 

co
nj

ug
at

ed
 to

 
CR

M
19

7:
 4

.4
 μ

g

Ва
йе

т 
Ф

ар
м

ас
ью

ти
ка

лз
 

Д
ив

иж
н 

оф
 В

ай
ет

 Х
ол

ди
нг

з 
Эл

Эл
Си

 (С
Ш

А)
 и

ли
 П

ф
ай

зе
р 

Ай
рл

эн
д 

Ф
ар

м
ас

ью
ти

ка
лз

 
(И

рл
ан

ди
я)

W
ye

th
 P

ha
rm

ac
eu

tic
al

s 
D

iv
is

io
n 

of
 W

ye
th

 H
ol

di
ng

s 
LL

C 
(U

SA
) o

r P
fiz

er
 Ir

el
an

d 
Ph

ar
m

ac
eu

tic
al

s 
(Ir

el
an

d)

О
О

О
 «

Н
П

О
 П

ет
ро

ва
кс

 
Ф

ар
м

» 
(Р

ос
си

я)
 и

ли
 

П
ф

ай
зе

р 
Ай

рл
эн

д 
Ф

ар
м

ас
ью

ти
ка

лз
 

(И
рл

ан
ди

я)
N

PO
 P

et
ro

va
x 

Ph
ar

m
 L

LC
 (R

us
si

a)
 

or
 P

fiz
er

 Ir
el

an
d 

Ph
ar

m
ac

eu
tic

al
s 

(Ir
el

an
d)

О
О

О
 «

Н
П

О
 П

ет
ро

ва
кс

 
Ф

ар
м

» 
(Р

ос
си

я)
 и

ли
 

П
ф

ай
зе

р 
М

Ф
Г. 

Бе
ль

ги
я 

Н
.В

. (
Бе

ль
ги

я)
N

PO
 P

et
ro

va
x 

Ph
ar

m
 

LL
C 

(R
us

si
a)

 o
r P

fiz
er

 
M

an
uf

ac
tu

rin
g 

Be
lg

iu
m

 
N

.V
. (

Be
lg

iu
m

)

Ва
кц

ин
а 

пн
ев

м
ок

ок
ко

ва
я 

по
ли

са
ха

-
ри

дн
ая

 к
он

ъю
ги

ро
ва

нн
ая

 а
дс

ор
би

-
ро

ва
нн

ая
 т

ри
на

дц
ат

ив
ал

ен
тн

ая
13

-v
al

en
t p

ne
um

oc
oc

ca
l p

ol
ys

ac
ch

ar
id

e 
co

nj
ug

at
e 

va
cc

in
e,

 a
ds

or
be

d 

22
.0

7.
20

21
П

ол
ис

ах
ар

ид
 с

ер
от

ип
а 

1,
 3

, 4
, 5

, 6
А

, 7
F,

 
9V

, 1
4,

 1
8C

, 1
9A

, 1
9F

, 2
3F

, к
он

ъю
ги

ро
ва

н-
ны

й 
с 

CR
M

19
7 

—
 2

,2
 м

кг
Po

ly
sa

cc
ha

rid
e 

se
ro

ty
pe

 1
, 3

, 4
, 5

, 6
А,

 7
F,

 9
V,

 
14

, 1
8C

, 1
9A

, 1
9F

, 2
3F

, c
on

ju
ga

te
d 

to
 C

RM
19

7:
 

2.
2 

μg
П

ол
ис

ах
ар

ид
 с

ер
от

ип
а 

6В
, к

он
ъю

ги
ро

-
ва

нн
ы

й 
с 

CR
M

19
7 

—
 4

,4
 м

кг
Po

ly
sa

cc
ha

rid
e 

se
ro

ty
pe

 6
В 

co
nj

ug
at

ed
 to

 
CR

M
19

7:
 4

.4
 μ

g

Эс
Ке

й 
Би

ос
ай

ен
с 

Ко
., 

Л
тд

 
(К

ор
ея

)
SK

 b
io

sc
ie

nc
e 

Co
., 

Lt
d 

(R
ep

ub
lic

 o
f K

or
ea

)

Эс
Ке

й 
Би

ос
ай

ен
с 

Ко
., 

Л
тд

 (К
ор

ея
)

SK
 b

io
sc

ie
nc

e 
Co

., 
Lt

d 
(R

ep
ub

lic
 o

f K
or

ea
)

Эс
Ке

й 
Би

ос
ай

ен
с 

Ко
., 

Л
тд

 (К
ор

ея
)

SK
 b

io
sc

ie
nc

e 
Co

., 
Lt

d 
(R

ep
ub

lic
 o

f K
or

ea
)

П
ри

м
еч

ан
ие

. P
D

 —
 D

-п
ро

те
ин

 н
ет

ип
ир

уе
м

ой
 H

ae
m

op
hi

lu
s 

in
flu

en
za

; T
T 

—
 с

то
лб

ня
чн

ы
й 

ан
ат

ок
си

н;
 D

T 
—

 д
иф

те
ри

йн
ы

й 
ан

ат
ок

си
н;

 C
RM

19
7 

—
 н

ет
ок

си
чн

ое
 п

ро
из

во
дн

ое
 д

иф
те

ри
йн

ог
о 

то
кс

ин
а.

N
ot

e.
 P

D
—

no
n-

ty
pe

ab
le

 H
ae

m
op

hi
lu

s 
in

flu
en

za
e 

pr
ot

ei
n 

D
; T

T—
te

ta
nu

s 
to

xo
id

; D
T—

di
ph

th
er

ia
 t

ox
oi

d;
 C

RM
19

7—
no

n-
to

xi
c 

de
ri

va
ti

ve
 o

f d
ip

ht
he

ri
a 

to
xi

n.



БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2022, Т. 22, № 2
132

Трухин В.П., Евтушенко А.Э., Салимова Е.Л., Конон А.Д., Хаитов М.Р., Меркулов В.А.
Анализ серотипового пейзажа пневмококков для определения композиционной модели отечественной пневмококковой...

Определение оптимального набора 
серотипов в пневмококковой 
конъюгированной вакцине

Учитывая мировые тенденции, путь к инно-
вационному развитию в Российской Федерации 
лежит в реализации стратегии импортозамеще-
ния, в том числе в фармацевтической отрасли, 
включая иммунобиотехнологическое произ-
водство. Как видно из данных, представленных 
в таблице 1, в Российской Федерации использу-
ются вакцины, производство субстанций для ко-
торых размещено за рубежом. В связи с этим ак-
туальной является локализация полного цикла 
производства пневмококковых конъюгирован-
ных вакцин на территории Российской Феде-
рации. Кроме того, обращает на себя внимание 
высокая стоимость дозы пневмококковой конъ-
югированной вакцины. Производственная база 
на территории Российской Федерации позволит 
не только снизить стоимость вакцины, но и про-
изводить вакцину с типичным и наиболее опти-
мальным для Российской Федерации набором 
серотипов возбудителя.

До 2010 г. в мире использовали 7-валентную 
пневмококковую конъюгированную вакцину, 
при этом через некоторое время после начала 
ее использования стали наблюдать рост инфи-
цирования серотипами, не входящими в состав 
применяемой вакцины. Данный феномен полу-
чил название «смена серотипов». Такое явление 
регистрируется в странах, использующих в уни-
версальных программах иммунизации младен-
цев пневмококковые конъюгированные вакци-
ны PCV7 (позднее была заменена на вакцины 
с большим числом серотипов), PCV10 и PCV13 [9]. 
По этой причине необходим постоянный мони-
торинг за серотиповым пейзажем пневмокок-
ков после внедрения вакцин для исключения 
бесконтрольного распространения серотипов, 
не входящих в состав существующих вакцин. 
В случае сохранения в популяции серотипов 
возбудителя, входящих в состав используемых 
вакцин, рекомендуется обратить внимание 
на подбор новой схемы иммунизации. Кроме 
того, снижение затрат на вакцинацию необходи-
мо проводить не за счет уменьшения валентно-
сти вакцин или перехода на схему вакцинации 
с меньшим числом доз [9].

При определении оптимального сероти-
пового состава пневмококковой конъюгиро-
ванной вакцины для Российской Федерации 
и стран Евразийского экономического союза 
(ЕАЭС) необходимо учитывать опыт других 
стран в части тенденций по распространению 
пневмококковой инфекции, смене серотипов 
в ходе широкого использования пневмококко-

вых вакцин, эффективности программ рутин-
ной вакцинации.

По мнению авторов, при разработке вакцин 
для профилактики пневмококковой инфек-
ции необходимо, в первую очередь, проводить 
многолетний эпидемиологический анализ цир-
кулирующих на территории страны серотипов 
пневмококка, а также устойчивых к антибио-
тикам серотипов, которые уже входят в состав 
вакцин. Также важно определить баланс между 
количеством и перечнем серотипов в вакцине, 
учитывая оптимальную нагрузку на иммунитет 
при введении в организм человека одновремен-
но большого количества антигенов, что позволит 
увеличить ее эффективность. Кроме того, важно 
учитывать, что добавление каждого дополни-
тельного серотипа удлиняет производственный 
цикл вакцины на 2–3 месяца, что отражается 
на себестоимости препарата.

Принимая во внимание все вышеуказанные 
факторы, а также учитывая, что уже имеются им-
портные зарегистрированные вакцины PCV13, 
PCV15 и PCV20, авторы данной статьи считают, 
что оптимальной для Российской Федерации 
будет композиция пневмококковой конъюгиро-
ванной вакцины, содержащей не менее 16 акту-
альных для Российской Федерации серотипов. 
Уровень покрытия такой вакциной циркулирую-
щих серотипов возбудителей выше, чем для ис-
пользуемой PCV13, а соответственно, выше и ее 
эффективность. Добавление как минимум трех 
серотипов позволит избежать значительного 
удорожания дозы вакцины за счет того, что за-
траты на производство будут ниже, чем, напри-
мер, для PCV20.

Встречаемость серотипов 
пневмококка в Российской Федерации 
и государствах — членах ЕЭАС

Для того чтобы выбрать композиционную мо-
дель PCV, необходимо рассмотреть распростра-
нение серотипов пневмококков в Российской 
Федерации в довакцинальную эру, а также после 
введения вакцины в НКПП. В Российской Феде-
рации проводятся исследования серотипового 
пейзажа пневмококков на территории как всей 
страны, так и отдельных регионов, однако дан-
ные исследования не носят систематического 
характера [10–13]. Рассмотрим распростране-
ние серотипов в стране в период до внедрения 
массовой вакцинации (до 2014 г.) и после.

В довакцинальную эру на территории Россий-
ской Федерации преимущественно выявлялись 
серотипы, входящие в состав 13-валентной вак-
цины. Так, в работе Г.В. Белошицкого с соавт. [14] 
показано, что в структуре серотипового пей-
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зажа в 2010–2014 гг. доминировали (в порядке 
уменьшения значимости) серогруппы/серотипы 
пневмококка 3, 6, 19, 4, 23, 18, 14, 15, 7, 11 и 9, 
на долю которых приходилось 88% выявленных 
серогрупп/серотипов. Дифференцировка на се-
ротипы показала, что серотипы пневмококка 19F 
и 23F, часто ассоциированные с лекарственной 
устойчивостью, имеют более широкое, по срав-
нению с другими серотипами данных серогрупп, 
распространение на территории России. При ле-
тальных исходах среди детей до 5 лет домини-
рование распространенных серогрупп/сероти-
пов (19F, 18, 14, 6 и 7F) сохранялось.

В работе Н.А. Маянского с соавт. [15] показано, 
что в 2011–2012 гг. при инвазивных инфекциях 
в Российской Федерации доминировали сероти-
пы 19F (25%) и 14 (19%), а также серотип 3 (до 
10%). В период до внедрения вакцины в Россий-
ской Федерации, как и в других странах, наблю-
дался типичный набор серотипов, устойчивых 
к антибиотикам. Более 80% составляли пневмо-
кокки серогрупп 6, 14, 19 и 23.

Наиболее часто встречаемыми серотипами 
S. pneumoniae в Российской Федерации в 2003–
2007 гг., выделенными от пациентов с инфекци-
ями верхних и нижних дыхательных путей (отит, 
синусит, тонзиллофарингит, обострение хрони-
ческого бронхита и пневмония), были 23F (37,2%) 
и 19F (13,9%) [16]. К серотипам (серогруппам) 
с низкой встречаемостью относились 14 (4,9%), 
3 (3,6%), 18 (3,6%), 19А (2,2%). Уровень покрытия 
7-валентной конъюгированной пневмококковой 

вакциной циркулирующих серотипов возбуди-
телей составил 66,8%, 10-валентной  — 67,3%, 
13-валентной — 82,1%.

Аналогичные закономерности по выявлению 
серотипов, входящих в состав PCV13, до вне-
дрения вакцинации наблюдали в государствах — 
членах ЕЭАС и странах СНГ. В работе А.Н. Ога-
несян с соавт. [17] проанализированы изоляты 
возбудителей из образцов спинномозговой 
жидкости пациентов с подозрением на менин-
гит, собранные в период 2007–2016 гг. в трех 
регионах: Европейском (Украина, Беларусь), 
Закавказском (Азербайджан, Армения, Грузия) 
и Азиатском (Узбекистан, Кыргызстан, Казах-
стан) с целью идентификации серотипов пнев-
мококка. Установлено, что превалирующими 
оказались следующие серотипы: 6A/B (21%), 14 
(15%), 19F (10%), 23F (7%), 18 (A/B/C) (4%), 9V/9A 
(3%) и 4 (3%). Уровень покрытия пневмококко-
выми конъюгированными вакцинами выявлен-
ных серотипов составил 67% для PCV10 и 71% 
для PCV13 во всех трех регионах.

На рисунке 5 представлены данные по се-
ротиповому пейзажу в государствах — членах 
ЕАЭС (без учета Российской Федерации) для тех 
серотипов, встречаемость которых 7% и более 
[18–21]. Серотипы 9V/9А, 15B/15C, 28A, 22F/22A, 
3, 31, 23F, 12F, 7F/7A встречаются в среднем с ча-
стотой 4,0–6,8%. Распространенность сероти-
пов 11A/D, 12F/12A/12B/44/46, 21, 7C/7B/40, 13, 
2, 20, 23A, 1, 5, 24A/B/F, 6С/6B, 18ABC и 4 состав-
ляет 1,8–3,5%.

Рис. 5. Встречаемость (%) серотипов пневмококка в государствах — членах Евразийского экономического союза. В легенде 
указаны серотипы пневмококка.

Fig. 5. Prevalence (%) of pneumococcal serotypes in the Eurasian Economic Union countries. The legend shows pneumococcal 
serotypes.
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Пять серотипов, наиболее распространенных 
в государствах — членах ЕАЭС, входят в состав 
PCV13 (рис. 5). Обращает на себя внимание, 
что среди других серотипов, не представленных 
в составе вакцины, достаточно часто не удает-
ся точно идентифицировать серотипы пневмо-
кокка (10F/10C/33; 15A/15F и 33F/33A/37) ввиду 
сложности их дифференциальной диагностики, 
что затрудняет определение доли каждого се-
ротипа среди выявляемых.

В работе S. Sidorenko с соавт. [22] представ-
лен анализ распространенности серотипов 
пневмококка среди детского населения крупных 
российских городов после внедрения вакцина-
ции. Для определения серотипового состава 
S. pneumoniae выделены изоляты из носоглотки 
здоровых детей в возрасте до 6 лет в Санкт-Пе-
тербурге, Смоленске, Перми, Красноярске, 
Ханты-Мансийске и Хабаровске в период с 2016 
по 2018 г. Установлено, что уровень покрытия 
вакцинами PCV7 и PCV13 выявленных сероти-
пов составил 49,4 и 59,2% соответственно. Сре-
ди них наиболее часто выявлялись пневмококки 
серогрупп 6 и серотипы 4 и 19F: 12,0, 12,2 и 12,7% 
соответственно.

Конструирование отечественной 
шестнадцативалентной пневмококковой 
конъюгированной вакцины

В результате проведенного авторами данной 
статьи анализа и обобщения данных по распро-
странению различных серотипов пневмококков 
на территории Российской Федерации до и по-
сле внедрения вакцинации детского населения 
(рис. 6) показано, что после внедрения вакци-
нации детского населения произошло сниже-
ние распространенности большинства серо-
типов, которые выявлялись в довакцинальный 
период. На рисунке 6 также отмечены сероти-
пы, которые входят в состав зарегистрирован-
ных вакцин в мире — PCV13, PCV15 и PCV20, 
и в качестве примера приведена модельная 
композиция ФГУП СПбНИИВС ФМБА России  — 
PCV16, включающая дополнительно к серо-
типам PCV13  — 15А, 12F и 22F. Встречаемость 
данных штаммов только у детского населения 
в поствакцинальный период составляет около 
3, 1,8 и 0,8% соответственно. Данные штаммы 
отличаются антибиотикоустойчивостью, а также 
высокой инвазивностью для различных возраст-
ных групп населения [3–7].

Кроме того, в модельный состав вакцины мо-
гут быть включены и другие серотипы/серогруп-
пы, не входящие в состав вакцины, которые вы-
являются с частотой более 0,5%, например 11AD 
(8,5%), 33F (1,4%), 23A (2,9%), 15BC (1,5%). Одна-

ко необходимо отметить, что данные серотипы 
были выявлены у здоровых детей в возрасте 
до 6 лет и не отличались высоким потенциалом 
инвазивности.

Разработчики, оценивая принципиальную 
возможность реализации получения капсуль-
ных полисахаридных антигенов данных групп 
серотипов и их конъюгации с белком-носителем, 
а также иммуногенность полученных конъюга-
тов, могут определить комбинацию состава вак-
цины: изменить существующую или предложить 
новую. Необходимо отметить, что не все поли-
сахариды серотипов и конъюгаты можно полу-
чить в лабораторных и промышленных условиях 
ввиду низкой продуктивности микроорганизмов 
и физико-химических свойств целевых про-
дуктов, поэтому к выбору вакцинных сероти-
пов необходимо подходить исходя не только 
из эпидемиологической ситуации, но и произ-
водственных возможностей.

Характеристика серотипов пневмококка, 
планируемых к включению в состав 
PCV16 ФГУП СПбНИИВС ФМБА России

Серогруппа 15. Серотипы пневмококка серо-
группы 15 выявлялись в Российской Федерации 
как до включения пневмококковой вакцины 
в НКПП, так и выявляются в настоящее время, 
при этом частота их встречаемости изменилась 
незначительно.

В работе Г.В. Белошицкого и И.С. Короле-
вой  [23] сравнивался серотиповой пейзаж воз-
будителей, выделенных от пациентов с пнев-
мококковым менингитом (возраст пациентов 
варьировал от 1 мес. до 79 лет), изолированных 
в 1980–1999  гг., со штаммами 2000–2012 гг., 
изолированными в Москве. Кроме серотипов, 
охватываемых вакциной, в состав лидирующих 
серотипов пневмококка 2000–2012 гг. вошли се-
ротипы 15A/B, при этом до 2000 г. серотип 15А/B 
не выявлялся. В другой возрастной группе среди 
выделенных изолятов пятнадцать принадлежа-
ли к серотипам, не входящим в состав вакцины, 
среди которых наиболее часто встречался серо-
тип 15А/B (три изолята).

Достаточно часто серотип 15А относится 
к пневмококкам с множественной лекарствен-
ной устойчивостью и имеет высокую резистент-
ность к антибактериальным препаратам [24, 25]. 
Некоторыми авторами отмечается, что в послед-
ние годы серогруппа 15 стала одной из наибо-
лее распространенных серогрупп, не входящих 
в состав вакцины, среди пневмококков, вызыва-
ющих инвазивные пневмококковые инфекции, 
а также выделенных от носителей [26, 27]. В ра-
боте российских ученых T. Savinova с соавт. [28] 
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указано, что серотип 15A является одним из ве-
дущих серотипов S.  pneumoniae, не входящих 
в состав вакцины. С помощью полногеномного 
секвенирования ученые обнаружили пневмо-
кокк серотипа 15A с множественной лекарствен-
ной устойчивостью, возникший в результате 
явления «переключения капсулы» (capsule 
switching) с серотипа 19A/ST276. Похожие ре-
зультаты были опубликованы для серотипа 15A 
с широкой лекарственной устойчивостью, выде-
ленного от пациента с бактериальным менин-
гитом в Южной Корее [29]. Изолят был практи-
чески идентичен серотипу 11A за исключением 
локуса капсульного полисахарида (cps) и другой 
небольшой области. «Переключение капсулы» 
между серотипами 11А и 15А могло происходить 
посредством рекомбинации локуса cps возбуди-
теля. Возникновение таких штаммов вызывает 
озабоченность. Явление приобретения устой-
чивости к антибиотикам путем рекомбинации 
между серотипами было описано ранее. В рабо-
те V. Duvvuri с соавт. [30] было проведено полно-
геномное секвенирование 25 изолятов серотипа 
22F, семи изолятов 15A и 10 изолятов серотипа 
8 для изучения структуры популяции и устойчи-
вости к антибиотикам. Обнаружено, что все семь 
изолятов серотипа 15А обладали множествен-
ной лекарственной устойчивостью. На основе 
анализа генома авторы наблюдали рекомбина-
цию среди популяций серотипов 22F, 15A и 8.

Таким образом, серотип 15А требует особо-
го внимания ввиду возникновения устойчивых 
форм, а также его способности вызывать инва-

23	 PubMLST. Public databases for molecular typing and microbial genome diversity. PubMLST.org. https://pubmlst.org/
bigsdb?db=pubmlst_spneumoniae_isolates&page=query&prov_field1=f_country&prov_value1=Russia&submit=1

зивные пневмококковые инфекции. Отметим, 
что серотип 15А не включен ни в одну пневмо-
кокковую вакцину как конъюгированную, так 
и полисахаридную.

Серогруппа 12. Серотип 12F может вызы-
вать инвазивные формы пневмококковой ин-
фекции, а также приводить к летальному ис-
ходу. Так, в исследовании А.А. Голубковой 
и А.В.  Сомовой  [31] показано, что серотип 12F 
чаще выделяли от детей с наиболее тяжелыми 
формами пневмонии. Пневмококки серогрупп 
12FAB/44/46 и 12A/B/C/F выделяли от здоро-
вых военнослужащих, а у вакцинированных 
пневмококковой вакциной пациентов с внутри-
больничной пневмонией выявлялась серогруппа 
12FAB/44/46  [32]. В работе К.Д. Жоголева с со-
авт. [32] высказано предположение, что заболе-
вание было обусловлено пневмококками серо-
групп, не вошедших в состав вакцин.

В исследовании Л.Т. Баязитовой с соавт. [33] 
изучен серотиповой состав пневмококков, цир-
кулирующих в носоглотке детей дошкольного 
возраста в г. Казани. Среди идентифицированных 
серотипов выявлялся в том числе и серотип 12F.

В базе данных молекулярного типирования 
и разнообразия микробного генома PubMLST, 
которая объединяет данные популяционных по-
следовательностей с информацией о происхож-
дении и фенотипе для более чем 100 различных 
видов и родов микроорганизмов, зарегистриро-
вано 9 изолятов серотипа 12F, выделенных в Рос-
сийской Федерации23. В основном серотипы 12F, 
зарегистрированные в базе данных, выделялись 

Рис. 6. Распределение встречаемости серотипов пневмококка (%) до и после включения пневмококковой конъюгированной 
вакцины в график вакцинации детского населения в рамках национального календаря профилактических прививок. Под 
осью абсцисс указаны типы пневмококковой конъюгированной вакцины (PCV):  PCV13,  PCV15,  PCV16,  PCV20.

Fig. 6. Distribution of pneumococcal serotypes (%) before and after the inclusion of pneumococcal conjugate vaccines into the 
paediatric immunisation schedule. Under the X-axis are types of pneumococcal conjugate vaccine (PCV):  PCV13,  PCV15, 

  PCV16,  PCV20.
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от взрослых с диагнозами пневмония и менингит, 
что свидетельствует о высокой инвазивности 
циркулирующего серотипа. Данный серотип вы-
делялся как до внедрения универсальной про-
граммы вакцинации, так и после.

При выборе серотипа в состав модельной 
вакцины необходимо учитывать опыт других 
стран, в которых уже давно используются пнев-
мококковые конъюгированные вакцины. От-
мечается, что в странах, в которых внедрены 
PCV10, PCV13, доминирующая роль переходит 
к серотипам 12F, 22F [34]. На примере Израиля 
показано, что в течение 7 лет после введения 
вакцины частота инвазивной пневмококковой 
инфекции, вызванной пневмококком серотипа 
12F, увеличилась у детей в возрасте до 5 лет 
с 1,44 в 2009–2010 гг. до >3,9 в 2011–2012 гг. слу-
чаев на 100  000 населения, после чего после-
довал рост во всех возрастных группах. В 2011–
2016 гг. пневмококк серотипа 12F был наиболее 
распространенным серотипом, вызывающим ин-
вазивную пневмококковую инфекцию. Изоляты 
12F в основном были нечувствительны к пени-
циллину [35]. В Японии в 2016–2018 гг. изучили 
распространение серотипов, вызывающих инва-
зивные пневмококковые инфекции [36]. Среди 
проанализированных штаммов наиболее часто 
выявляемым серотипом был 12F (31%).

Серотип 22F. Серотип 22F пневмококка вы-
являлся в Российской Федерации как до вклю-
чения пневмококковой вакцины в НКПП, так 
и после, а также способен вызывать инвазив-
ные заболевания. В частности, в базу данных 
PubMLST внесена информация по семи изоля-
там 22F, среди которых пять вызывали инва-
зивные заболевания, при этом штаммы были 
выделены как от взрослых, так и от детей24. 
Так, в 2009 г. был выделен штамм серотипа 22F 
от больного менингитом взрослого (37 лет) в Мо-
скве, в 2016 г. — от больных менингитом детей 
(2 года) в г. Ярославле, в 2020  г. — от больных 
пневмонией взрослых (38 лет и 24 года) из г. На-
бережные Челны и г. Северска соответственно.

Данный серотип также выявлялся в неко-
торых странах СНГ и государствах — членах 
ЕАЭС. Так, в работе А.Н. Оганесян с соавт. [17] 
проанализированы образцы спинномозговой 
жидкости пациентов с подозрением на менин-
гит и выявлено, что среди серотипов был иден-
тифицирован пневмококк серотипа 22F. Кроме 
того, данный серотип возбудителя был выделен 
у детей с острым бактериальным риносинуситом 
в Республике Беларусь [37]. Серотип 22F, наряду 
с серотипом 15А, достаточно часто выявлялся 

24	 Там же.

в г. Алматы у здоровых детей (носителей) в воз-
расте до 2 лет: 8,3 и 11,1% соответственно [21].

Серотип 22F кроме свойства вызывать инва-
зивные формы пневмококковой инфекции также 
обладает лекарственной устойчивостью. Напри-
мер, в Канаде с 2011 по 2018 г. было выделено 
11 044 изолята S. pneumoniae инвазивных форм, 
из них 9,3% составляли 22F [38]. Изоляты серо-
типа 22F были чувствительны к большинству 
протестированных противомикробных препара-
тов, за исключением кларитромицина, чувстви-
тельность к которому со временем значитель-
но снизилась (2011 г. — 80,4%; 2018 г. — 52,9%, 
p <0,0001), при этом 1,6% изолятов серотипа 22F 
обладали множественной лекарственной устой-
чивостью.

Аналогичные результаты по выявлению и се-
ротипа 22F, и его способности вызывать инва-
зивную пневмококковую инфекцию были проде-
монстрированы в Англии [39].

Учитывая Стратегию развития иммунопро-
филактики инфекционных болезней на период 
до 2035 г. и План мероприятий по реализации 
Стратегии развития иммунопрофилактики ин-
фекционных болезней на период до 2035 г., 
а также имеющийся опыт в разработке и вне-
дрении конъюгированных полисахаридных вак-
цин, например вакцины для профилактики 
гемофильной инфекции типа b [40–45], ФГУП 
СПбНИИВС ФМБА России приступило к разра-
ботке отечественной пневмококковой конъюги-
рованной вакцины.

По мнению авторов данной статьи, оптималь-
ной для разработки является пневмококковая 
конъюгированная вакцина, содержащая не ме-
нее 16 актуальных для Российской Федерации 
и государств — членов ЕАЭС серотипов, а так-
же современный белок-носитель. Такое коли-
чество серотипов позволит получить более эф-
фективную вакцину, чем существующие PCV13 
или PCV15, при этом продолжительность произ-
водственного цикла и затраты на производство, 
а следственно, и себестоимость будут меньше, 
чем для вакцин с большей валентностью, как, на-
пример, для 20-валентных и выше.

Кроме того, в состав разрабатываемой вак-
цины входит рекомбинантный белок-носитель 
CRM197, который является нетоксичным произ-
водным дифтерийного токсина и характеризует-
ся одной мутацией, а именно заменой глицина 
на глутаминовую кислоту в положении  52  [46]. 
Отсутствие токсичности CRM197 связано с по-
терей ферментативной активности фрагмента 
А, который у видов дикого типа катализирует 
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химическую модификацию фактора элонга-
ции  2 (транслоказы), необходимого для синте-
за белка в инфицированных клетках. Данный 
белок хорошо изучен и используется в составе 
некоторых конъюгированных вакцин [47]. Ис-
пользование данного белка-носителя позволит 
улучшить иммуногенность вакцины, а также сни-
зить ее себестоимость ввиду увеличения выхода 
целевого продукта и оптимальной технологии.

Заключение
Аналитическое исследование по выбору мо-

дельного состава пневмококковой конъюгиро-
ванной вакцины выполнено ФГУП СПбНИИВС 
ФМБА России в рамках продолжения приклад-
ных научных исследований применения за-
регистрированных вакцин и необходимости 
разработки новых вакцин для профилактики 
пневмококковой инфекции совместно с ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России, а также в рамках 
подготовки предложений по вакцинации разра-
батываемым отечественным вакцинным препа-
ратом против пневмококковой инфекции ФГБУ 
«ГНЦ Институт иммунологии» ФМБА России.

В состав модели пневмококковой конъюгиро-
ванной вакцины PCV16, разрабатываемой ФГУП 
СПбНИИВС ФМБА России, будут включены серо-

типы с широкой распространенностью в Россий-
ской Федерации и государствах — членах ЕАЭС 
и серотипы с высокой инвазивностью, устойчи-
востью к антибиотикам, при этом предусмотре-
на разработка оптимальной технологии получе-
ния полисахаридов и конъюгатов.

В дальнейшем планируется производство об-
разцов вакцины в ФГУП СПбНИИВС ФМБА России 
и проведение доклинических и клинических ис-
следований новой шестнадцативалентной пнев-
мококковой конъюгированной вакцины с опти-
мально подобранным серотиповым составом: 
серотипы 1, 3, 4, 5, 6А, 6В, 7F, 9V, 12F, 14, 15A, 18C, 
19A, 19F, 22F, 23F. После завершения процедуры 
регистрации вакцины в Российской Федерации 
декретированным группам населения будет до-
ступна отечественная пневмококковая конъюги-
рованная вакцина полного цикла, произведен-
ная в соответствии со стандартами качества.

Данный анализ эпидемиологической ситуа-
ции и выбор композиционной модели носит ре-
комендательный характер и не влечет за собой 
каких-либо обязательств перед производствен-
ными компаниями. Каждый разработчик имму-
нобиологических лекарственных препаратов 
самостоятельно определяет валентность пнев-
мококковой вакцины и входящие в нее серотипы.
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Перспективные направления 
в совершенствовании вакцин 
для профилактики полиомиелита
Е.Э. Евреинова1, Л.М. Хантимирова1, , В.А. Шевцов1, В.А. Меркулов1,2, 
В.П. Бондарев1

1	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

2	Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего 
образования «Первый Московский государственный медицинский университет 
им. И. М. Сеченова» Министерства здравоохранения Российской Федерации (Сеченовский 
университет), Трубецкая ул., д. 8, стр. 2, Москва, 119991, Российская Федерация

 Хантимирова Лейсан Маратовна; Khantimirova@expmed.ru

Резюме	 Полиовирусы, принадлежащие к энтеровирусам группы С, являются причиной тяжелых 
поражений нервной системы. В эпоху после ликвидации полиомиелита Всемирная ор-
ганизация здравоохранения рекомендует для длительной эффективной защиты населе-
ния инактивированные вакцины против полиомиелита. Для обеспечения потребностей 
глобального здравоохранения предполагается увеличить применение традиционных 
и оптимизированных инактивированных вакцин против полиомиелита, а также внедрить 
вакцины нового типа, которые разрабатываются на основе современных представлений 
о РНК-содержащих вирусах. Цель работы  — анализ аспектов усовершенствования вак-
цинных препаратов и обзор перспективных направлений развития иммунопрофилактики 
полиомиелита. Рассмотрены инновационные разработки на всех этапах технологического 
процесса, выполненные с целью получения оптимизированных вакцин, а также системы 
доставки вакцин. Представлена информация о новых вакцинных штаммах и клеточных 
линиях для производства вакцины. Обобщены результаты клинических исследований 
инактивированных вакцин, новых вакцин на основе генетически стабильных вакцинных 
штаммов вируса полиомиелита и вакцин, содержащих вирусоподобные частицы. Наибо-
лее вероятно внедрение вакцин на основе вирусоподобных частиц генетически модифи-
цированных штаммов вируса полиомиелита. В настоящее время многие вопросы, касаю-
щиеся актуальных направлений совершенствования иммунопрофилактики полиомиелита, 
являются дискуссионными и требуют решения в ближайшем будущем.

Ключевые слова: 	 вирус полиомиелита; ликвидация полиомиелита; иммунизация; инактивированная вакци-
на против полиомиелита
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Abstract	 Polioviruses belong to Enterovirus C species and cause severe lesions of the nervous system. 
In the post-polio eradication era, the World Health Organisation recommends inactivated polio 
vaccines for effective long-term protection of the population. In order to meet the needs of 
global health, it is planned to increase the use of traditional and optimised inactivated polio 
vaccines and introduce new types of vaccines that are being developed based on the cur-
rent understanding of RNA-containing viruses. The aim of the study was to analyse ways of 
improving vaccine preparations and to review promising areas for polio immunoprophylaxis 
development. The authors considered innovations across all stages of the technological pro-
cess, aimed at obtaining optimised vaccines, as well as vaccine delivery systems. The article 
presents information on new vaccine strains and cell lines for vaccine production. The authors 
summarised the results of clinical studies of inactivated vaccines, new vaccines based on ge-
netically stable vaccine strains of poliovirus, and vaccines containing virus-like particles. The 
most likely candidates for introduction are the vaccines based on virus-like particles obtained 
from genetically modified strains of poliovirus. At the moment, many issues related to current 
trends in improving the immunoprophylaxis of poliomyelitis are debatable and need to be ad-
dressed in the near future.

Key words:	 poliovirus; eradication of poliomyelitis; immunisation; inactivated polio vaccine
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Введение
Для долгосрочной защиты населения по-

сле сертификации ликвидации полиомиелита 
с целью предотвращения возможного повторно-
го появления полиовирусов в мировом масштабе 
Всемирной организацией здравоохранения (ВОЗ) 
рекомендовано применять только инактивиро-
ванную вакцину против полиомиелита. Вопрос 
о возможности насыщения мирового рынка не-
обходимым количеством такой вакцины был по-
ставлен более двадцати лет назад. До настояще-
го времени выпуск требуемого для глобального 
потребления объема инактивированной вакцины 
не налажен. В большом количестве публикаций 
рассматриваются вопросы возможности интен-
сификации процесса производства инактиви-
рованной вакцины на основе аттенуированных 
штаммов А.  Сэбина вирусов полиомиелита 1, 2, 

3 типа для получения дешевой, доступной, произ-
водимой в достаточном объеме вакцины. Для им-
мунопрофилактики полиомиелита предложены 
вакцины нового типа, разрабатываемые на осно-
ве современных представлений об особенностях 
репликации РНК-содержащих вирусов. Наиболее 
вероятно дальнейшее внедрение вакцин на ос-
нове вирусоподобных частиц, полученных из ге-
нетически модифицированных штаммов вируса 
полиомиелита.

Цель работы  — анализ аспектов усовершен-
ствования вакцинных препаратов и обзор пер-
спективных направлений развития иммунопро-
филактики полиомиелита.

Полиомиелит
Полиомиелит — это острое инфекционное за-

болевание, которое встречается только у людей. 

https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-2-336
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Инфекция может протекать бессимптомно, про-
являться в виде респираторных или кишечных за-
болеваний. Возможны неврологические формы 
заболевания, асептический менингит и парали-
чи, приводящие к летальному исходу1. Передача 
инфекции происходит от человека к человеку 
фекально-оральным путем или орально-ораль-
ным путем. Возможна передача вируса с водой, 
пищевыми продуктами, насекомыми (мухи) [1, 2]. 
Заболевание носит двухфазный характер с ин-
кубационным периодом до появления первых 
симптомов от 3 до 6 дней. Выделение вируса со 
слюной и фекалиями начинается на 6–7-й день. 
Продолжительность выделения полиовиру-
сов с фекалиями составляет около 30 дней, 
но может продолжаться значительно дольше. 
Развитие неврологических симптомов длится 
от 3 до 35  дней, с 7 до 21 дня. Возбудителями 
инфекции являются отличающиеся серологиче-
ски полиовирусы 1, 2, 3 типов (ПВ1, ПВ2, ПВ3), 
относящиеся к энтеровирусам вида С семейства 
Picornaviridae [3]. Это безоболочечные вирусы, 
содержащие инфекционную одноцепочечную 
РНК из приблизительно 7500 нуклеотидов2. 
В соответствии с современными представлени-
ями РНК-содержащие вирусы существуют в виде 
«генетического облака» и образуют квазивиды 
[4–7]. Антигенная структура, строение вирио-
на и генома полиовирусов нейровирулентных 
и аттенуированных вакцинных штаммов оха-
рактеризованы, изучены механизмы аттенуации 
и стабилизации геномов, особенности реплика-
ции вирусов. В исследованиях на культурах кле-
ток, инфицированных вирусами полиомиелита, 
было установлено, что вирус вызывает лизис, 
апоптоз клеток, а также показано высвобожде-
ние вирусов в составе везикул и экзосом [7–9]. 
Вирусы также способны высвобождаться нели-
тическим путем в составе аутофагосом по меха-
низму секреторной аутофагии, облегчающему 
их передачу из клетки в клетку [10, 11]. В силу 
особенностей строения генома и биологии по-
лиовирусов требуется непрерывное наблюдение 

за мутациями и рекомбинациями РНК вирусов 
производственных штаммов вакцин [12, 13].

При координации Всемирной организа-
ции здравоохранения (ВОЗ) в 1988 г. создана 
Глобальная инициатива по ликвидации полиоми-
елита (ГИЛП), в рамках которой, в соответствии 
с международными программами и стратегиями, 
а также в рамках выполнения Национальных 
программ по иммунизации осуществляется лик-
видация полиомиелита3. ВОЗ подтверждена гло-
бальная ликвидация дикого ПВ2 в 2015 г., ПВ3 — 
в 2019 г.4 По сравнению с предыдущим годом 
в 2021 г. произошло значительное сокращение 
случаев обнаружения дикого ПВ1 у здоровых 
детей, контактных лиц, в образцах окружаю-
щей среды и в других источниках5. В Российской 
Федерации обеспечено сохранение статуса тер-
ритории, свободной от полиомиелита.

Вакцины против полиомиелита
Полиомиелит является контролируемой ин-

фекцией. В соответствии с рекомендациями ВОЗ 
иммунизацию против полиомиелита проводят 
с использованием двух различных типов вакци-
ны: инактивированной вакцины против полио-
миелита (ИПВ) и живой ослабленной перораль-
ной вакцины против полиомиелита (ОПВ)6.

Последовательное применение ИПВ и бива-
лентной оральной полиомиелитной вакцины 
(бОПВ) в схемах иммунизации позволяет умень-
шить количество случаев вакциноассоциирован-
ного паралитического полиомиелита и создает 
популяционный иммунитет, препятствующий 
распространению циркулирующих полиови-
русов вакцинного происхождения (цПВВП) 1, 
2, 3 типов, а также вакцинородственных поли-
овирусов (ВРП) с повышенной способностью 
к циркуляции, в том числе циркулирующих ВРП 
(цВРП); ВРП, выделяемых лицами с иммуноде-
фицитом, и ВРП невыясненного происхожде-
ния [14–16]. Число случаев заболевания в мире 
в 2021 г., вызванного цПВВП 2 типа, состави-
ло около 600 случаев, а цПВВП 1 типа  — 167. 

1	 https://www.who.int/health-topics/poliomyelitis#tab=tab_1
2	 https://ictv.global/report/picornaviridae/enterovirus/
3	 Polio eradication strategy 2022–2026: delivering on a promise. WHO; 2021. https://polioeradication.org/gpei-strategy-2022-2026/ 
4	 https://www.who.int/ru/news-room/feature-stories/detail/two-out-of-three-wild-poliovirus-strains-eradicated
5	 Global wild poliovirus 2016–2021. WHO; 2021. https://polioeradication.org/wp-content/uploads/2021/12/weekly-polio-ana

lyses-WPV-20211228.pdf
6	 Polio vaccines: WHO position paper — March, 2016. Weekly Epidemiological Record, 2016;91(12):145–68. https://apps.who.int/

iris/handle/10665/254399
	 Meeting of Strategic Advisory Group of Experts on Immunization, October 2021: conclusions and recommendations. Weekly 

Epidemiological Record, 2021;96(50):613–32. https://www.who.int/publications/i/item/meeting-of-strategic-advisory-group-
of-experts-on-immunization-october-2021-conclusions-and-recommendations

7	 Global Circulating Vaccine-derived Poliovirus (cVDPV) 1, 2, 3. WHO; 2022. https://polioeradication.org/wp-content/up-
loads/2022/03/weekly-polio-analyses-cVDPV-20220308.pdf

https://polioeradication.org/wp-content/uploads/2021/12/weekly-polio-analyses-WPV-20211228.pdf
https://polioeradication.org/wp-content/uploads/2021/12/weekly-polio-analyses-WPV-20211228.pdf
https://apps.who.int/iris/handle/10665/254399
https://apps.who.int/iris/handle/10665/254399
https://www.who.int/publications/i/item/meeting-of-strategic-advisory-group-of-experts-on-immunization-october-2021-conclusions-and-recommendations
https://www.who.int/publications/i/item/meeting-of-strategic-advisory-group-of-experts-on-immunization-october-2021-conclusions-and-recommendations
https://polioeradication.org/wp-content/uploads/2022/03/weekly-polio-analyses-cVDPV-20220308.pdf
https://polioeradication.org/wp-content/uploads/2022/03/weekly-polio-analyses-cVDPV-20220308.pdf
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При этом в Афганистане и Пакистане выявлена 
одновременная циркуляция дикого ПВ1 и цПВВП 
2 типа. В Китае зарегистрирована циркуляция 
цПВВП3 в образцах окружающей среды8.

В настоящее время одна доза ИПВ присут-
ствует в схемах иммунизации против полио-
миелита национальных календарей приви-
вок всех стран — членов ВОЗ. К концу 2021 г. 
60% стран  — членов ВОЗ перешли на схемы, 
содержащие по крайней мере две дозы ИПВ, 
а 40% (78 из 194 стран) перешли на схемы 
с введением по крайней мере одной дозы ИПВ. 
В Российской Федерации в соответствии с на-
циональным календарем профилактических 
прививок первая, вторая, третья вакцинации 
и первая ревакцинация против полиомиелита 
детям проводятся ИПВ, а вторая и третья ре-
вакцинации — ОПВ9.

В рамках ГИЛП были внесены коррективы 
в «Стратегический план по ликвидации полио-
миелита на заключительном этапе» на осно-
вании опыта, полученного в ходе борьбы со 
вспышками цПВВП 2 типа. Были учтены стра-
тегии дополнительной иммунизации; потен-
циальная доступность новых, генетически бо-
лее стабильных вариантов вакцины; создание 
и поддержание соответствующих глобальных 
запасов пероральной вакцины против полиоми-
елита; интервалы времени между сертификаци-
ей ликвидации полиомиелита и прекращением 
использования пероральной вакцины против 
полиомиелита. Стратегия ГИЛП 2022–2026 гг. 
предусматривает внедрение новой моновалент-
ной оральной полиомиелитной вакцины (нOПВ) 
2 типа на основе модифицированного генетиче-
ски стабильного штамма А. Сэбина одновремен-
но с применением комплекса организационных 
мероприятий10. Основными этапами плана пре-
рывания передачи цПВВП в странах, где воз-
никают вспышки, и в странах, подверженных 
риску появления полиомиелита, являются пре-
кращение с помощью нOПВ 2 типа циркуляции 
цПВВП 2 типа к концу 2023 г., внедрение нОПВ 
1 и 3 типа и новой трехвалентной ОПВ, чтобы 
остановить передачу всех цПВВП к 2028 г., и по-
следующий переход на массовую иммунизацию 
только ИПВ11.

После прекращения выявления полиовиру-
сов на заключительных этапах в соответствии 
со стратегией ГИЛП с 2029 г. предполагается 
полная отмена применения оральных живых 
вакцин. Вместе с тем, единое мнение научной 
общественности о необходимости примене-
ния при будущей иммунопрофилактике полио-
миелита вакцин на основе генетически моди-
фицированных штаммов А. Сэбина или вакцин 
на основе вирусоподобных частиц, не содер-
жащих генетический материал полиовирусов, 
полностью не сформировано. Обсуждается 
возможность полной отмены ОПВ и готовность 
к переходу на ИПВ в глобальном масштабе [17, 
18]. Угроза паралитического полиомиелита 
может быть устранена только путем поддер-
жания высокого уровня популяционного им-
мунитета [19, 20].

Способы усовершенствования 
традиционной ИПВ

ИПВ является одной из наиболее безопасных 
и эффективных среди используемых вакцин12. 
В схемах иммунизации в странах, использу-
ющих «только ИПВ», применяют 3 или 4 дозы, 
так как две дозы обеспечивают 90% иммунитет, 
а три или более доз — 99% иммунитет ко всем 
трем типам полиовирусов. Введение второй 
дозы ИПВ в национальные календари прививок 
стран, использующих бОПВ, осложнено недо-
статочным количеством поставляемой на миро-
вой рынок вакцины и значительной стоимостью 
одной дозы13. Стоимость ИПВ определена высо-
кой концентрацией антигенов типов ПВ1, ПВ2, 
ПВ3 в дозе вакцины, относительно небольшим 
объемом выпускаемой вакцины и необходи-
мостью обеспечения биобезопасности, слож-
ностью условий хранения и транспортирова-
ния на местах применения, стоимостью труда 
медицинского персонала при парентеральном 
пути введения вакцины. Технологические слож-
ности производственного процесса (низкий 
выход вирусных сборов, необходимость дли-
тельной инактивации формалином больших 
объемов нейровирулентных полупродуктов), 
размещение производства на территории стран, 
в которых высокая степень популяционного 

8	 https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/Communicable-disease-threats-report-04-june-2021-public.pdf
9	 Приказ Министерства здравоохранения Российской Федерации от 06.12.2021 № 1122н «Об утверждении националь-

ного календаря профилактических прививок, календаря профилактических прививок по эпидемическим показаниям 
и порядка проведения профилактических прививок».

10	 Polio eradication strategy 2022–2026: delivering on a promise. WHO; 2021. https://polioeradication.org/gpei-strategy-2022-2026/
11	 Там же.
12	 https://www.who.int/teams/health-product-and-policy-standards/standards-and-specifications/vaccines-quality/poliomyelitis/
13	 https://www.gavi.org/types-support/vaccine-support/inactivated-polio-vaccine



БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2022, Т. 22, № 2
146

Евреинова Е.Э., Хантимирова Л.М., Шевцов В.А., Меркулов В.А., Бондарев В.П.
Перспективные направления в совершенствовании вакцин для профилактики полиомиелита

иммунитета населения может сдержать распро-
странение вируса при внезапном попадании 
вирусов в окружающую среду, не позволяют его 
интенсифицировать. Для уменьшения расхода 
антигена и для снижения стоимости ИПВ14 были 
предприняты следующие подходы [21].

1.  Оптимизированы готовая лекарственная 
форма ИПВ, упаковка, срок годности, пути вве-
дения и схемы иммунизации.

2.  Изучены формуляция (состав) и лекар-
ственные формы ИПВ: лиофилизаты, капсулы, 
патчи, возможность применения адъювантов 
и средств доставки, возможность использова-
ния в составе комбинированных вакцин.

3.  Определены средства интенсификации 
технологического процесса производства ИПВ.

3.1.  Клеточный субстрат при производстве 
вакцин: адаптация культуры клеток к большим 
объемам биореакторов, выращивание сус-
пензионных культур клеток, разработка деше-
вых питательных сред с химически определен-
ными составами.

3.2.  Снижение потерь при инактивации вируса.
3.3.  Применение альтернативных посевных 

вирусов: штаммов А.  Сэбина и генетически мо-
дифицированных вакцинных штаммов.

4.  Перенос производства (трансфер техноло-
гии) вакцины в страны-потребители15.

ВОЗ предлагает меры по уменьшению числа 
отходов, в том числе возможность производить 
вакцину в многодозовых упаковках и увеличить 
срок хранения многодозовых флаконов после 
открытия до 28 суток при соответствующих 
условиях хранения16.

С целью уменьшения расхода антигена ИПВ 
был предложен интрадермальный путь введе-
ния вакцины, позволяющий получить иммунный 
ответ на меньшее количество антигена (0,1 мл, 
или 1/5 дозы ИПВ — фракциональная доза ИПВ, 
фИПВ) чем в дозе для внутримышечной инъек-
ции [22, 23]. Схема вакцинации двумя дозами 
фИПВ (на 6 и 14 неделе от рождения) взамен од-
ной дозы ИПВ (на 14 неделе от рождения) была 
одобрена национальными органами здравоох-
ранения и применяется при массовой иммуниза-
ции в странах Юго-Восточной Азии (Бангладеш, 
Непал, Шри-Ланка, Индия). Региональная 

техническая консультативная группа для ре-
гионов Северной и Южной Америки рекомен-
довала странам, в которых ежегодно вводят 
>100 000 доз ИПВ и имеется возможность обу-
чать и контролировать работников здравоохра-
нения по применению внутрикожных инъекций, 
перейти на схему иммунизации с двумя дозами 
фИПВ17.

С целью уменьшения количества антигена 
в дозе вакцины изучена возможность усиления 
иммунного ответа при совместном введении 
ИПВ и гидроксида алюминия в качестве адъю-
ванта. В доклинических и клинических иссле-
дованиях уровень иммунного ответа в группах, 
получавших внутримышечно классическую ИПВ, 
и в группах, получавших внутримышечно ИПВ 
с адъювантом и различным уровнем фракциони-
рования антигена, не отличался. В клинических 
исследованиях фазы 3 использовали суспензию 
для инъекций, содержащую 1/10 дозы антигена 
в ИПВ и 0,5 мг гидроксида алюминия. Уровни се-
роконверсии после первичного внутримышеч-
ного применения и количество случаев выяв-
ления нежелательных явлений в обеих группах 
существенно не отличались, что свидетельство-
вало о сходной эффективности классической 
ИПВ и ИПВ с адъювантом, содержащей в 10 раз 
меньшее количество антигенов, и безопасности 
ИПВ с адъювантом [24, 25]. ВОЗ была проведена 
преквалификация ИПВ с адъювантом (IPV-Al AJV, 
торговое наименование Picovax®) производства 
AJ Vaccines A/S, Дания18.

При разработке новых формуляций вакцины 
для получения термостабильного препарата 
с длительным сроком хранения было показа-
но, что применение для лиофилизации буфера 
на основе хлорида магния позволяет обеспе-
чить стабильность лиофилизата ИПВ в течение 
10 лет и позволяет восстанавливать антигены ПВ 
без потерь [26]. Предложен состав лиофилизи-
рованной формы ИПВ в капсулах для длитель-
ного высвобождения и патчах для фракционно-
го интрадермального введения [27, 28]. Патчи 
более термостабильны по сравнению с ИПВ 
в форме раствора или суспензии. Модификация 
буферов и водорастворимых вспомогатель-
ных веществ в составе микропатчей HD-MAP 

14	 An economic analysis of strategies to reduce the cost of routine IPV immunization. Program for Appropriate Technology in 
Health; 2010. https://polioeradication.org/wp-content/uploads/2016/07/TS_IPV_econ_analysis.pdf

15	 https://polioeradication.org/news-post/polio-vaccine-technology-transfer-continues/
16	 WHO policy statement: multi-dose vial policy (MDVP): handling of multi-dose vaccine vials after opening, Revision 2014. WHO; 

2014. https://apps.who.int/iris/handle/10665/135972
17	 https://cdn.who.int/media/docs/default-source/immunization/tables/fipv-considerations-for-decision-making-april2017.pdf
18	 https://ajvaccines.com/breakthrough-in-the-global-battle-against-polio-aj-vaccines-granted-who-prequalification-for-new-polio-

vaccine/#:~:text=International%20vaccine%20manufacturer%2C%20AJ%20Vaccines,are%20expected%20by%20mid%2D2020

https://ajvaccines.com/breakthrough-in-the-global-battle-against-polio-aj-vaccines-granted-who-prequalification-for-new-polio-vaccine/#:~:text=International%20vaccine%20manufacturer%2C%20AJ%20Vaccines,are%20expected%20by%20mid%2D2020
https://ajvaccines.com/breakthrough-in-the-global-battle-against-polio-aj-vaccines-granted-who-prequalification-for-new-polio-vaccine/#:~:text=International%20vaccine%20manufacturer%2C%20AJ%20Vaccines,are%20expected%20by%20mid%2D2020
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(ранее  — Nanopatch), Vaxxas, Австралия, по-
зволяет улучшить систему доставки ИПВ, ис-
пользовать фракциональные дозы, хранить 
и транспортировать вакцину без охлаждения. 
Микроигольные патчи не требуют привлечения 
специалистов для иммунизации и не создают 
биологически опасных отходов [29–31].

Подходы к интенсификации 
технологического процесса 
производства инактивированной 
полиомиелитной вакцины

Для производства ИПВ ВОЗ рекомендованы: 
классическая ИПВ (вакцина Солка) на основе 
вирулентных вакцинных штаммов вирусов по-
лиомиелита 1, 2 и 3 типов (штаммы Mahoney, 
MEF-1 и Saukett, представляющие вирусы по-
лиомиелита типа 1, 2 и 3 соответственно); 
ИПВ на основе аттенуированных вакцинных 
штаммов вирусов полиомиелита 1, 2, 3 типов 
А.  Сэбина (С-ИПВ); ИПВ на основе альтерна-
тивных аттенуированных штаммов, в частно-
сти штаммов, полученных с применением тех-
нологии рекомбинантной ДНК19. Основными 
производителями ИПВ являются Bilthoven 
Biologicals B.V. (Нидерланды), GlaxoSmithKline 
Vaccines (Бельгия), Sanofi Pasteur (Франция), AJ 
Vaccines (Дания), Shantha Biotechnics (Индия), 
Serum Institute of India (Индия), ООО «Инвак» 
(Российская Федерация)20. Совершенствование 
и оптимизация технологии получения ИПВ 
является одним из основных путей решения 
проблемы глобальной иммунизации против по-
лиомиелита.

Клеточные субстраты для изготовления 
инактивированных полиовакцин

Производители ИПВ используют в процес-
се производства перевиваемую линию кле-
ток Vero (культура клеток почек африканской 
зеленой мартышки). Клеточная линия Vero 
является наиболее признаваемым регулятор-
ными органами клеточным субстратом из-за 
низкого онкогенного потенциала, высокой пер-
миссивности для вирусов и большей чувстви-
тельности к полиовирусам, чем диплоидные 
клетки человека [32, 33]. Для создания про-
изводственных мастер-банков культур клеток 

ВОЗ предоставляет производителям вакцин 
линию клеток Vero (WHO) из референтного 
банка клеток Vero 10-87 (WHO Vero reference 
cell bank 10-87), созданного в 1987 г. и храня-
щегося в Американской коллекции типовых 
культур (ATCC CCL 81) и Европейской коллекции 
культур клеток животных (ECACC 88020401)21. 
Перевиваемая линия клеток Vero является ад-
гезивной. Клетки Vero могут быть выращены 
на микроносителях с использованием больших 
ферментеров и одноразовых биореакторов [34, 
35]. В связи с предстоящим глобальным увели-
чением потребления ИПВ усиливаются требо-
вания к продуктивности клеточного субстрата 
для наработки вируса, стандартизации произ-
водственного процесса, качеству питательных 
сред. Вместе с тем масштабирование производ-
ства вакцин в адгезивных культурах остается 
трудоемким и затратным [36].

Адаптация клеток Vero для выращивания 
в суспензии с использованием бессывороточ-
ных питательных сред позволят сделать тех-
нологический процесс более контролируемым 
и масштабируемым, уменьшить риск контами-
нации и снизить себестоимость производства 
вакцины. Линия клеток Vero была адаптирова-
на к росту в бессывороточной среде IHM03 [36]. 
Безопасность перевиваемой линии клеток Vero 
была изучена в дополнительных исследованиях 
[37, 38]. С помощью системы редактирования 
генома CRISPR/Cas9 были разработаны генети-
чески модифицированные клетки Vero с улуч-
шенной чувствительностью к полиовирусу [39]. 
Доступна коммерческая клеточная линия Vero-
STAT1 knockout (ATCC CCL-81-VHG), более про-
дуктивная по сравнению с исходной клеточной 
линией Vero (ATCC CCL 81).

Для производства С-ИПВ предложена линия 
клеток PER.C6®, полученная в 1985 г. из клеток 
сетчатки глаза эмбриона человека, трансфор-
мированных аденовирусом 5 типа [33]. Культура 
клеток обладает способностью расти в суспен-
зии до высокой плотности клеток без добавления 
сыворотки или микроносителей, что позволяет 
в десятки раз повысить выход всех известных 
производственных штаммов полиовирусов [40]. 
Клинические исследования показали хорошую 
переносимость и высокую иммуногенность 

19	 Recommendations to assure the quality, safety and efficacy of poliomyelitis vaccines (inactivated). Replacement of Annex 
2 of WHO Technical Report Series, No. 910. In: WHO Expert Committee on Biological Standardization: sixty-fifth report. WHO 
Technical Report Series, No. 993, Annex 3. WHO; 2015. http://www.who.int/biologicals/vaccines/Annex3_IPV_Recommenda-
tions_eng.pdf?ua=1

	 Recommendations to assure the quality, safety and efficacy of poliomyelitis vaccines (inactivated), Annex 3, TRS No 1024. 
WHO; 2020. https://www.who.int/publications/m/item/poliomyelitis-vaccines-annex-3-trs-no-1024

20	 https://www.unicef.org/supply/media/791/file/inactivated%20polio%20vaccine%20IPV%20market%20update.pdf
21	 https://www.who.int/teams/health-product-policy-and-standards/standards-and-specifications/who-reference-cell-banks

http://www.who.int/biologicals/vaccines/Annex3_IPV_Recommendations_eng.pdf?ua=1
http://www.who.int/biologicals/vaccines/Annex3_IPV_Recommendations_eng.pdf?ua=1
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С-ИПВ, полученной с использованием в качестве 
субстрата клеточной линии PER.C6® [41].

Инактивация полиовирусов
Стандартный (классический) технологический 

процесс производства ИПВ и С-ИПВ включает 
стадию химической инактивации полиовирусов 
путем длительной инкубации (от двух до трех 
недель) при 37 °C больших объемов вируса 
с формалином. После инактивации антигенная 
активность полиовирусов в ИПВ и С-ИПВ снижа-
ется. Кроме того, антигенные свойства полио-
вирусов в вакцинах ИПВ и С-ИПВ отличаются. 
Формалин изменяет специфичность нейтрали-
зующих эпитопов вирусов, в том числе вирусов 
штаммов А. Сэбина. Показано, что после инакти-
вации полиовируса типа 1 формалином в вакци-
не С-ИПВ у полиовирусов типа 1 более высокая 
иммуногенность по сравнению с вакциной ИПВ, 
тогда как после инактивации полиовирусов 
типа 2 и 3 в вакцине С-ИПВ у полиовирусов типа 
2 и 3 меньшая иммуногенность по сравнению 
с ИПВ [42]. Перекись водорода, аскорбиновая 
кислота и эпигалокатехин-3-галлат полностью 
и необратимо инактивировали полиовирусы 
штаммов А. Сэбина типов 1, 2, 3 в течение 24 ч 
с сохранением иммуногенных эпитопов полио-
вирусов типов 1, 2 и 3 в вакцине С-ИПВ [43].

Облучение в ультрафиолетовом диапазоне 
и радиационная стерилизация инфекционно-
го биологического материала с разрушением 
нуклеиновых кислот и сохранением структуры 
поверхностных антигенов применяются в техно-
логическом процессе производства ряда вакцин 
[37]. Технологический процесс получения С-ИПВ 
с использованием радиационной стерилиза-
ции (источник гамма-излучения  — кобальт-60) 
и антиоксидантного комплексного соединения, 
полученного из устойчивого к облучению ми-
кроорганизма Deinococcus radiodurans, позволяет 
сохранить иммуногенные эпитопы полиовиру-
сов типов 1, 2 и 3 вакцины С-ИПВ, что значитель-
но упрощает производственный процесс и уве-
личивает выход вакцины [44].

Инактивированная полиомиелитная вакцина  
на основе аттенуированных штаммов А. Сэбина

Перед участниками стратегии реализации 
ГИЛП была поставлена задача получения не-
обходимых количеств ИПВ, экономически 

доступной для применения в странах-потре-
бителях22. Производство ИПВ по классической 
технологии непосредственно в странах-потре-
бителях из-за требований биологической без-
опасности разрешено только с использовани-
ем аттенуированных штаммов полиовирусов А. 
Сэбина23. Размещение площадок по производ-
ству С-ИПВ в регионах обеспечит необходи-
мое количество доз вакцины, позволит снизить 
производственные и транспортные расходы. 
Ожидается, что экономия средств будет обеспе-
чена за счет производства в условиях низких 
затрат [45].

С-ИПВ были разрешены к применению в Япо
нии (производство Biken Institute и Kakuketsan) 
[46]. На внутреннем рынке Китая доступна С-ИПВ 
производства Institute of Medical Biology of the 
Chinese Academy of Medical Sciences (IMBCAMS), 
произведенная по собственной технологии [47]. 
По механизму трансфера технологии организо-
вано производство С-ИПВ: sIPV (Sinovac Biotech, 
Китай), WIBP (Sinopharm Wuhan, Китай); плани-
руется выпуск С-ИПВ производителями: Beijing 
Minhai Biotechnology (Китай), Panacea Biotec 
(Индия) и Вharat Biotech (Индия)24. Проведена 
преквалификация ВОЗ вакцины С-ИПВ Eupolio™ 
(LG Chem, Республика Корея) что позволит по-
ставлять вакцину в страны-потребители25.

Для С-ИПВ проведены клинические исследова-
ния фазы 3, а для С-ИПВ производства IMBCAMS — 
клинические исследования фазы 4 [48]. При срав-
нении двух- и трехдозовых схем иммунизации 
С-ИПВ производства IMBCAMS было показано, 
что вакцина высокоиммуногенна и через один 
месяц после получения последней дозы обеспе-
чивала иммунитет более 98% ко всем трем типам 
полиовирусов как в трехдозовой (2, 3 и 4 месяца), 
так и двухдозовой (4 месяца и на 8–11 месяц) 
схемах вакцинации [49].

В Российской Федерации подготовлены тех-
нология и производственная база для промыш-
ленного выпуска зарегистрированной в 2021 г. 
вакцины С-ИПВ ПолиовакСин (вакцина полиоми-
елитная культуральная очищенная концентриро-
ванная инактивированная жидкая из аттенуиро-
ванных штаммов А. Сэбина, ООО «Инвак») [50].

Для стандартизации ВОЗ разработан между-
народный стандартный образец С-ИПВ (WHO 
International Standard for Sabin Inactivated 
Polio Vaccine (sIPV) 17/160 NIBSC code: 17/160) 

22	 http://polioeradication.org/tools-and-library/current-research-areas
23	 http://polioeradication.org/news-post/who-facilitates-new-polio-vaccine-technology-transfer/
24	 Там же.
25	 https://www.intravacc.nl/news/intravaccs-sabin-inactivated-polio-vaccine-sipv-outlicensed-to-lg-chem-receives-who-

prequalification/

https://www.intravacc.nl/news/intravaccs-sabin-inactivated-polio-vaccine-sipv-outlicensed-to-lg-chem-receives-who-prequalification/
https://www.intravacc.nl/news/intravaccs-sabin-inactivated-polio-vaccine-sipv-outlicensed-to-lg-chem-receives-who-prequalification/
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для определения содержания антигенов виру-
сов полиомиелита 1, 2, 3 типа штаммов А. Сэбина 
в вакцине С-ИПВ26 [51].

Усиление мукозального иммунитета 
инактивированной полиомиелитной вакцины

Особый интерес представляют способы при-
менения и формуляции ИПВ и С-ИПВ, позволяю-
щие усиливать местные иммунные реакции сли-
зистой оболочки кишечника [52, 53]. Применение 
в составе ИПВ катионного адъюванта CAF01 
(cationic adjuvant formulation) приводило к по-
вышению уровня иммунного ответа, увеличе-
нию титра связывающих и нейтрализующих ан-
тител в сыворотке крови. Адъювант CAF01 влиял 
на кинетику как клеточного, так и гуморального 
ответа к ИПВ. При введении адъюванта наблю-
далось преобладание изотипов IgG2a, IgG2b 
и IgG2c, а также специфических Т-клеток, се-
кретирующих IFN-γ/IL-2. Использование CAF01 
в составе ИПВ имеет перспективы при создании 
новой полиовакцины с целью усиления гумо-
рального и клеточного иммунитета против ви-
руса полиомиелита [54].

Адъювантные свойства dmLT (R192G/L211A), 
относящегося к семейству бактериальных АДФ-
рибозилирующих энтеротоксинов и являюще-
гося производным термолабильного энтеро-
токсина E. coli, изучены в ряде доклинических 
исследований на животных. Показана способ-
ность усиливать иммунный ответ на введенные 
вместе с dmLT антигены различных вакцин [55]. 
Применение ИПВ с адъювантом dmLT при парен-
теральном введении мышам приводило к усиле-
нию иммунитета слизистых оболочек, повыше-
нию уровня фекальной и кишечной секреции 
IgG и IgA, увеличению уровня нейтрализующих 
антител в сыворотке, а при сублингвальном 
введении — повышению уровня IgG, IgA в слю-
не и нейтрализующих антител в сыворотке [55, 
56]. Иммуномодулятор 1,25-дигидроксивитамин 
D3 усиливал системный и мукозальный иммун-
ный ответ мышей к ИПВ при внутрибрюшинном 
введении, приводил к увеличению уровня ней-
трализующих антител ко всем трем типам виру-
сов и к повышению уровня IgA в слюне в ответ 
на ПВ 1 и 3 типа [57].

Альтернативной возможностью усиления си-
стемного и мукозального иммунитета является 
применение оральной бустерной вакцины после 
однократного праймирования ИПВ. Предложен 
вариант оральной вакцины, содержащей капсид-
ный белок полиовируса VP1, экспрессирующий-
ся в хлоропластах листьев табака, совместно 

с растительным адъювантом-модулятором [58]. 
Пероральное введение мышам бустерной вак-
цины после однократного праймирования ИПВ 
приводило к значительному повышению титра 
IgG1 и уровня секреторных IgA в кишечнике, 
что обеспечивало защитный иммунитет против 
всех серотипов полиовируса.

Новые вакцины для применения в период 
после глобальной сертификации ликвидации 
полиомиелита

Разработка вакцин для применения в пе-
риод после сертификации ликвидации полио-
миелита направлена на получение безопас-
ных, экономичных препаратов, производство 
которых может быть налажено в странах, яв-
ляющихся потребителями вакцин против по-
лиомиелита. С этой целью предполагается ис-
пользовать генетически модифицированные 
вакцинные штаммы и новые технологии, поз-
воляющие производить вакцины вне условий 
контейнмента. Генетически стабильные штаммы 
А.  Сэбина для новых оральных вакцин (нОПВ1, 
нОПВ2, нОПВ3) могут также служить недорогим 
и биобезопасным вариантом посевных вирусов 
для создания новой вакцины С-ИПВ следующего 
поколения. Предложено применение аттенуи-
рованных и генетически стабильных штаммов 
ПВ 1, 2, 3 (на основе штаммов Mahoney, MEF-1, 
Saukett, S19, Brunenders и на основе штаммов 
А. Сэбина) [59–61].

Биотехнологическое производство вирусо-
подобных частиц (ВПЧ) для создания вакцин 
против вирусных инфекций и производство 
рекомбинантных белков антигенов и ВПЧ в ге-
нетически модифицированных растениях («мо-
лекулярное фермерство», molecular farming) 
или растительных клеточных культурах не тре-
буют культивирования живого вируса и пред-
ставляются безопасным и эффективным под-
ходом. Для получения полиовирусных ВПЧ 
возможно использование различных систем 
экспрессии в клетках млекопитающих, растений, 
насекомых и дрожжей [62, 63]. В настоящее вре-
мя производство ВПЧ стало экономически более 
доступным, что позволяет ускорить внедрение 
нереплицирующейся вакцины на основе антиге-
нов ПВ в виде ВПЧ. Проблемой для таких реком-
бинантных ВПЧ являются низкая стабильность 
и тенденция к формированию C-антигенной кон-
формации из D конформации. С помощью систе-
мы экспрессии в клетках млекопитающих (BHK-
21) путем внесения стабилизирующих мутаций 
были получены термостабилизированные ВПЧ, 

26	 WHO International Standard Sabin Inactivated Polio Vaccine (sIPV) 17/160 NIBSC code: 17/160. Instructions for use (Version 
2.0, Dated 11/12/2018). https://www.nibsc.org/documents/ifu/17-160.pdf
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содержащие стабилизирующий покет-фактор 
и сохраняющие нативную D-антигенную кон-
формацию [63]. Экспериментально было пока-
зано, что иммунизация крыс полученными ВПЧ 
вызывала индукцию высоких титров нейтрали-
зующих антител.

Предложена векторная вакцина на основе ви-
руса болезни Ньюкасла, в которой предшествен-
ник капсидного белка ПВ вместе с протеазой, 
необходимой для его процессинга, экспресси-
руются в векторном вирусе [64]. В этой системе 
полиовирусные ВПЧ продуцируются в клетках 
реципиентов вакцины и презентируются в кон-
тексте активной репликации вируса болезни 
Ньюкасла, который служит естественным адъю-
вантом. Продемонстрировано, что интраназаль-
ное введение векторной вакцины морским свин-
кам приводило к индукции сильного системного 
и мукозального иммунного ответа.

Современные технологические подходы, ос-
нованные на достижениях в области генной 
инженерии и биотехнологии, усовершенство-
ванных методах культивирования клеток, мо-
гут помочь снизить затраты и повысить объем 
производства, что позволит быстрее реагиро-
вать на возникающие угрозы по мере перехода 
на платформы для производства вакцин следу-
ющего поколения.

Вакцины на основе мРНК вирусов обладают 
важными преимуществами по сравнению с дру-
гими подходами, включая высокую эффектив-
ность, безопасность и потенциал для быстрого, 
экономичного и масштабируемого производства. 
В последнее время значительно увеличилось 
количество разработанных РНК-вакцин и про-
водимых клинических исследований. Показана 
способность РНК-вакцин вызывать мукозальный 

иммунитет. Развитие технологической платфор-
мы для получения РНК-вакцин и методов их до-
ставки, применение этих платформенных техно-
логий в период пандемии COVID-19 повышают 
вероятность дальнейшей разработки и внедре-
ния вакцины на основе РНК полиовирусов [65, 66].

Заключение
Стратегия ВОЗ предусматривает использование 

в схемах массовой иммунизации эффективных 
вакцин, не способных к репликации в организ-
ме человека. В рамках национальных календа-
рей профилактических прививок предусмотрено 
применение инактивированных полиомиелитных 
вакцин (ИПВ или С-ИПВ) или комбинированных 
шестивалентных вакцин, содержащих в качестве 
компонента ИПВ (или С-ИПВ).

Разработки в области совершенствования 
технологического процесса, состава, методов 
доставки и схем иммунизации ИПВ и С-ИПВ, 
а также увеличение количества производителей 
С-ИПВ позволят обеспечить необходимое коли-
чество распределяемых доз вакцины. Наиболее 
вероятным в ближайшей перспективе пред-
ставляется вариант вакцины, содержащей ИПВ 
на основе генетически стабильных штаммов 
А.  Сэбина совместно с адъювантом-модулято-
ром мукозального иммунного ответа, предна-
значенной для внутрикожного пути введения.

В настоящее время многие вопросы, касающи-
еся актуальных направлений совершенствова-
ния иммунопрофилактики полиомиелита, в том 
числе разработки вакцин на основе генетически 
модифицированных вакцинных штаммов виру-
са полиомиелита и вакцин, содержащих вирусо-
подобные частицы, являются дискуссионными 
и требуют решения в ближайшем будущем.
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Перспективы применения метода ионной 
хроматографии в оценке качества 
биологических лекарственных препаратов
А.С. Минеро , О.Б. Рунова, О.Б. Устинникова, А.А. Мовсесянц

Федеральное государственное бюджетное учреждение «Научный центр экспертизы 
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Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация
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Резюме	 Количественная характеристика вспомогательных веществ, входящих в состав биологи-
ческих лекарственных препаратов (БЛП), является важной составляющей процесса под-
тверждения качества как на уровне готового продукта, так и на стадиях промежуточных 
продуктов, в том числе фармацевтических субстанций. Метод ионной хроматографии 
с амперометрическим и кондуктометрическим способами детектирования продуктов раз-
деления обладает рядом достоинств, основным из которых является возможность прямо-
го определения малолетучих соединений, не имеющих хромофорных групп и не обладаю-
щих собственной флуоресценцией. Цель работы — на основании сравнительного анализа 
метода ионной хроматографии и альтернативных методов определить перспективные 
области применения метода ионной хроматографии в оценке качества БЛП. На основа-
нии результатов проведенного анализа нормативной документации и данных литерату-
ры обобщены методы количественного определения вспомогательных веществ с ионной 
структурой в БЛП. Рассмотрены возможности применения метода ионной хроматографии 
для определения основного действующего вещества в полисахаридных вакцинах и вспо-
могательных веществ в БЛП. Показана целесообразность применения метода ионной 
хроматографии для одновременного количественного определения катионов (аммоний, 
кальций, магний) и анионов (хлориды, сульфаты, нитраты) в растворителе для лиофи-
лизированных БЛП, для оценки качества действующего вещества БЛП (количественное 
определение полисахарида в полисахаридных вакцинах, гликопрофиль гликозилирован-
ных протеинов и т.д.), а также при определении нескольких стабилизаторов углеводной 
природы БЛП одной методикой. Сделан вывод, что ионообменная хроматография с кон-
дуктометрическим и амперометрическим детектированием при оценке качества БЛП 
в ближайшей перспективе может занять лидирующие позиции в количественной оцен-
ке вспомогательных веществ с ионной структурой, стабилизаторов углеводной природы 
и основного действующего вещества — полисахарида в полисахаридных вакцинах, в том 
числе вакцинах национального календаря профилактических прививок.

Ключевые слова:	 ионная хроматография; ионообменная ВЭЖХ; биологические лекарственные препараты; 
полисахаридные вакцины; углеводы; кондуктометрическое и амперометрическое детек-
тирование
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Abstract	 Quantitative characterisation of excipients in biologicals is an important part of the quality 
assurance process both at the level of finished products and intermediates, as well as active 
pharmaceutical ingredients. Ion chromatography with amperometric and conductometric de-
tection of separation products has a number of advantages. The main of the advantages is the 
possibility of direct determination of semivolatile compounds that have neither chromophoric 
groups, nor intrinsic fluorescence. The aim of this study was to compare ion chromatogra-
phy with alternative methods in order to identify promising areas for its use in assessing the 
quality of biologicals. The authors analysed regulatory documents and literature and sum-
marised the methods applied for quantitative determination of ionic excipients in biological 
medicinal products. The authors investigated the possibility of using ion chromatography for 
determination of the main active pharmaceutical ingredient in polysaccharide vaccines and 
excipients in biologicals. The study demonstrated the feasibility of ion chromatography for 
simultaneous quantitation of cations (ammonium, calcium, magnesium) and anions (chlorides, 
sulfates, nitrates) in reconstitution solvents for lyophilised biologicals; quality assessment of 
active pharmaceutical ingredients in biologicals (quantitative analysis of polysaccharides in 
polysaccharide vaccines, profiling of glycosylated proteins, etc.); and determination of several 
carbohydrate stabilisers in biologicals with the same analytical procedure. According to the 
conclusions, ion-exchange chromatography with conductometric and amperometric detection, 
aimed at quality assessment of biological products, can shortly take a leading position in quan-
titation of ionic excipients, carbohydrate stabilisers, and main active ingredients (polysaccha-
rides) in polysaccharide vaccines, including the vaccines in the immunisation schedule.

Key words:	 ion chromatography; ion-exchange HPLC; biologicals; polysaccharide vaccines; carbohydrates; 
conductometric and amperometric detection
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Введение
Метод ионной хроматографии был разработан 

в 1975 г. [1] и за короткое время из способа детек-
тирования небольшого числа ионов превратился 
в самостоятельный вид анализа [2]. Ион-парная 
ВЭЖХ, ион-эксклюзионная ВЭЖХ, ионообменная 
ВЭЖХ с последующим УФ- или флуориметриче-
ским детектированием продуктов разделения 
применяется при оценке качества биологических 
лекарственных препаратов (БЛП) достаточно дав-
но [3–16]. Также в последние годы в нормативной 
документации на БЛП представлены методики 
ионной хроматографии с кондуктометрическим 
или амперометрическим детектированием.

Достоинством кондуктометрического и ам-
перометрического детекторов в хроматографи-

ческом анализе является возможность их ис-
пользования для прямого высокоселективного 
определения малолетучих соединений, не име-
ющих хромофорных групп и не обладающих соб-
ственной флуоресценцией.

Цель работы — на основании сравнительного 
анализа метода ионной хроматографии и аль-
тернативных методов определить перспектив-
ные области применения данного метода ионной 
хроматографии в оценке качества БЛП.

Важным аспектом разработки современных 
лекарственных препаратов является не толь-
ко изучение свойств основного действующего 
компонента, но и научно обоснованный вы-
бор вспомогательных веществ, предназна-
ченных для формирования, конструирования 
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лекарственных форм и терапевтических систем, 
а также для обеспечения стабильности. Вспо-
могательные вещества должны обеспечивать 
надлежащий фармакологический эффект и фар-
макокинетические параметры лекарственного 
препарата [17, 18].

В статье представлены результаты проведен-
ного анализа нормативной документации и дан-
ных литературы.

Применение метода ионной 
хроматографии для определения 
вспомогательных веществ с ионной 
структурой

В настоящее время метод ионной хромато-
графии с подавлением фоновой проводимости 
и последующим кондуктометрическим детек-
тированием используется рядом зарубежных 
производителей БЛП для количественного опре-
деления вспомогательных веществ с ионной 
структурой, таких как натрия хлорид, каприло-
вая кислота, а также катионы и анионы в рас-
творителе для лиофилизированных препаратов. 
Однако количественная оценка вспомогатель-
ных веществ с ионной структурой отличается 
большим методическим разнообразием и метод 
ионной хроматографии — пока не самое распро-
страненное решение (табл. 1).

На основе информации, представленной в та-
блице 1, можно предположить, что методическое 
разнообразие оценки количественного содержа-
ния вспомогательных веществ с ионной структу-
рой обусловлено отсутствием фармакопейных 
методик и необходимостью использования вы-
сокотехнологичного оборудования, уже имею-
щегося на предприятии.

Инструментальные достоинства метода ион-
ной хроматографии с кондуктометрическим 
детектированием очевидны: небольшой рас-
ход анализируемого соединения (около 0,3 мл); 
простая пробоподготовка, предполагающая 
разведение испытуемого образца и при необ-
ходимости исключение белка; короткое время 
анализа (около 10 мин); возможность исполь-
зования подвижных фаз, не требующих дове-
дения pH; автоматизированный процесс всей 
последовательности анализа, что обеспечи-
вает полную прослеживаемость результатов. 
Кроме того, существенным конструкционным 
достоинством современных ионных хромато-
графов является возможность одновременного 
детектирования анионов и катионов, а также 
автоматизированного генерирования элюен-
тов, что исключает стадию приготовления под-
вижной фазы и работу с концентрированными 
едкими растворами.

Таким образом, использование метода ионной 
хроматографии для определения вспомогатель-
ных веществ с ионной структурой, в силу высокой 
стоимости оборудования и необходимости нали-
чия высококвалифицированных кадров, эконо-
мически целесообразно для крупномасштабных 
производств, имеющих широкую линейку про-
дукции, где затраты на закупку, обслуживание 
и персонал окупаются поточной загрузкой обо-
рудования.

Применение метода ионной 
хроматографии для определения 
основного действующего вещества 
в полисахаридных вакцинах 
и вспомогательных веществ 
в биологических лекарственных 
препаратах

Метод ионной хроматографии с последу-
ющим амперометрическим детектированием 
применяют для определения так называемых 
электроактивных веществ, обладающих низ-
кой проводимостью, но способных окисляться 
или восстанавливаться на поверхности электро-
да. К таким соединениям относятся, например, 
аминокислоты, углеводы, амины, полиолы. Впер-
вые амперометрический детектор для ВЭЖХ 
был предложен в 1973 г. для определения кате-
холаминов в биологических жидкостях [19]. Но, 
несмотря на длительную историю применения, 
данный метод не стал самым распространен-
ным в оценке качества лекарственных средств. 
Максимально полная спецификация на готовый 
продукт, включающая количественное опреде-
ление вспомогательных веществ, — сравнитель-
но новая тенденция в контроле качества БЛП. 
Кроме того, в прошлом данный метод анализа 
характеризовался плохой воспроизводимостью, 
поскольку на поверхности электрода оставались 
продукты окисления аналитов, которые прихо-
дилось удалять вручную после каждой инжек-
ции. Современная конструкция детекторов по-
зволяет автоматически чередовать напряжение 
на электроде, предполагает автоматическую его 
очистку и восстановление, что существенно по-
вышает воспроизводимость методик.

Также следует отметить, что для анализа соста-
ва углеводных смесей существует много других 
методов, например газовая хроматография с пла-
менно ионизационной детекцией [20, 21], ВЭЖХ 
с флуориметрическим и УФ-детектированием, ка-
пиллярный электрофорез. В сравнении с данны-
ми методами ионообменная хроматография с им-
пульсным амперометрическим детектированием 
является менее трудозатратной. В данном мето-
де применяется стандартная пробоподготовка 
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образца (гидролиз, твердофазная экстракция, 
разведение и т.д.), в то время как все вышепере-
численные техники требуют дополнительной ста-
дии, а именно предварительной дериватизации 
углеводов [22]. Так, например, поскольку моно-
сахариды являются нелетучими соединениями, 
разделение их смесей методом газожидкостной 
хроматографии возможно после получения лету-
чих триметилсилильных производных [20, 21].

Известно, что в основном растворе углеводы 
способны ионизироваться [23]. Внедрение ста-
ционарных фаз на основе полимеров, обеспе-
чивающих стабильность в широком диапазоне 
pH, способствовало разработке универсального 
и эффективного метода разделения углеводов 
и родственных соединений. Так, в 1988 г. ионная 
хроматография с импульсным амперометриче-
ским детектированием была впервые примене-
на для определения содержания моносахаридов 
в гликозилированных белках [24]. Было отмечено 
основное достоинство метода: хорошая чувстви-
тельность без использования пред- и постколо-
ночной дериватизации. Сегодня ионную хрома-
тографию с пульсирующим амперометрическим 
детектированием используют для анализа угле-
водной части гликопротеинов наряду с гидро-
фильной ВЭЖХ и капиллярным электрофорезом, 
при этом капиллярный электрофорез предпола-
гает флуорометрическое детектирование олиго-
сахаридов, предварительно дериватизованных 
флуорофором [25].

В оценке качества БЛП ионообменную хро-
матографию с амперометрическим детектиро-
ванием применяют наряду с другими методами 
количественного определения вспомогательных 
веществ (аминокислот, углеводов, полиолов) 
и основного действующего вещества — полиса-
харида в полисахаридных поливалентных вак-
цинах (табл. 2).

Для определения таких вспомогательных ве-
ществ БЛП, как аминокислоты, моно- и дисаха-
ридные стабилизаторы (табл. 2), чаще использу-
ют альтернативные методы, чем ионную ВЭЖХ. 
Анионообменная ВЭЖХ с импульсным ампероме-
трическим детектированием в основном исполь-
зуется только зарубежными производителями.

Особое значение ионообменная хроматогра-
фия приобретает в оценке качества полисаха-
ридных вакцин. Количественное определение 
основного действующего вещества на стадии го-
тового продукта является обязательным для всех 
БЛП, к которым относятся вакцины, созданные 
на основе очищенных бактерийных полисаха-
ридов. Такие вакцины могут быть моно- и поли-
валентными, т.е. содержать полисахарид одного 
или нескольких серотипов.

Моновалентные вакцины можно отнести 
к полисахаридным вакцинам первого поколе-
ния, количественная оценка действующего ве-
щества которых проводилась расчетным мето-
дом по структурным элементам. Так, например, 
в менингококковой вакцине, содержащей по-
лисахарид серотипа А, количественная оценка 
возможна по содержанию фосфора, а в менин-
гококковой вакцине, содержащей полисахари-
ды серотипов А и С, — по фосфору и сиаловой 
кислоте соответственно. Однако с появлением 
четырехвалентной менингококковой вакцины, 
состоящей из серотипов А, С, Y и W-135, данный 
подход перестает быть селективным, поскольку 
в состав полисахаридов Y и W-135 также входит 
сиаловая кислота.

Кроме того, количественное определение по-
лисахарида расчетными методами имеет еще 
один существенный недостаток: длительная 
и трудоемкая стадия пробоподготовки, в неко-
торых случаях включающая препаративное хро-
матографическое разделение полисахаридов 
и обессоливание.

Альтернативной расчетному методу может 
служить иммунохимическое количественное 
определение полисахаридов в составе поли-
валентных вакцин. Метод иммунохимической 
нефелометрии отличается высокой селектив-
ностью и точностью, единственным недостат-
ком которого является необходимость наличия 
специфических иммунохимических реагентов: 
иммунохимических антисывороток и стандартов, 
индивидуальных для полисахарида каждого се-
ротипа. Этот метод применяют для количествен-
ной оценки полисахаридов каждого серотипа 
в поливалентных пневмококковых вакцинах, со-
держащих 13 или 23 серотипа пневмококкового 
полисахарида [26].

Метод ионной хроматографии с ампероме-
трическим детектированием позволяет коли-
чественно определить полисахарид каждой 
серогруппы в четырехвалентной менингококко-
вой вакцине благодаря относительно простой 
структуре каждого полисахарида — либо гомо-
полимер: полисахарид серогруппы А (состоит 
из повторяющихся фрагментов N-ацетилман-
нозамина, связанных 1α→6 фосфодиэфирными 
связями) и полисахарид серогруппы С (состоит 
из повторяющихся фрагментов сиаловой кис-
лоты, связанных 2α→9 гликозидными связями), 
либо дисахарид из повторяющихся единиц: поли-
сахарид серогруппы Y (состоит из чередующих-
ся фрагментов сиаловой кислоты и D-глюкозы, 
связанных 2α→6 и 1α→4 гликозидными связя-
ми) и полисахарид серогруппы W-135 (состоит 
из чередующихся фрагментов сиаловой кислоты 
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и D-галактозы, связанных 2α→6 и 1α→4 глико-
зидными связями).

Хроматографической стадии анализа пред-
шествует пробоподготовка в виде гидролиза ис-
пытуемого препарата и стандартных образцов 
полисахаридов с образованием манноза-6-фос-
фата — для полисахарида серогруппы А, га-
лактозы и N-ацетилнейраминовой кислоты — 
для полисахарида серогруппы W-135, глюкозы 
и N-ацетилнейраминовой кислоты — для поли-
сахарида серогруппы Y и N-ацетилнейрамино-
вой кислоты — для полисахарида С. Количество 
полисахарида С определяют с учетом вклада 
в площадь пика N-ацетилнейраминовой кислоты 
полисахаридов серогрупп Y и W-135, долю кото-
рых определяют по хроматограммам гидролиза-
тов индивидуальных образцов соответствующих 
полисахаридов [27].

Аналогичным образом количественно опре-
деляют полисахарид в вакцине против инфек-
ций, вызываемых Haemophilus influenzae тип b, 
подвергая полисахарид полирибозилрибитол 
фосфат, состоящий из повторяющихся единиц 
3-β-D-рибофуранозил-(1→1)-рибитол-5-фосфат, 
гидролизу с образованием дисахарида рибо-
зилрибитолфосфата, который количественно 
определяют ионообменной хроматографией 
с амперометрическим детектированием [28].

Данный подход к количественной оценке яв-
ляется высокоселективным и обладает хороши-
ми точностными характеристиками: правильно-
стью и прецизионностью. К недостаткам метода 
можно отнести необходимость регулярной про-
мывки хроматографической системы при рабо-
те с низкоконцентрированными (микрограммы) 
анализируемыми растворами [28].

Тем не менее метод ионообменной хромато-
графии с импульсным амперометрическим де-
тектированием был одним из основных при раз-
работке международных стандартных образцов 
полисахаридов Neisseria meningitidis серогрупп 
A1, С2, W3, Y4.

В Европейской фармакопее количественное 
определение полисахаридов в менингококковых 
вакцинах5 и вакцинах против инфекций, вызы-

1	 1st WHO International Standard for Meningococcal Group A Polysaccharide. NIBSC code: 13/246. Instructions for use (Version 
2.0, Dated 01/05/2019). https://www.nibsc.org/documents/ifu/13-246.pdf

2	 1st WHO International Standard for Meningococcal Serogroup C Polysaccharide. NIBSC code: 08/214. Instructions for use 
(Version 5.0, Dated 05/03/2021). https://www.nibsc.org/documents/ifu/08-214.pdf

3	 1st International Standard for Meningococcal Capsular Group W Polysaccharide. NIBSC code: 16/152. Instructions for use 
(Version 1.0, Dated 12/11/2019). https://nibsc.org/documents/ifu/16-152.pdf

4	 WHO International Standard, 1st International Standard for Meningococcal Capsular Group Y Polysaccharide. NIBSC code: 
16/206, Instructions for use (Version 1.0, Dated 11/11/2019). https://www.nibsc.org/documents/ifu/16-206.pdf

5	 Monograph 3066 Meningococcal group A, C, W135 and Y conjugate vaccine. European Pharmacopoeia. 10th ed.; 2019.
6	 Monograph 2622 Haemophilus type b and Meningococcal group C conjugate vaccine. European Pharmacopoeia. 10th ed.; 2016.

ваемых Haemophilus influenzae тип b6, методом 
ионообменной хроматографии с импульсным 
амперометрическим детектированием предло-
жен как альтернативный наряду с расчетными 
методами определения по фосфору, сиаловой 
кислоте и рибозе.

Таким образом, метод ионной хроматографии 
с амперометрическим детектированием является 
востребованным при количественном определе-
нии полисахаридов в менингококковых вакци-
нах и в вакцинах против инфекций, вызываемых 
Haemophilus influenzae тип b. Также можно пред-
положить, что ионной хроматографии отдается 
предпочтение при одновременном определении 
нескольких вспомогательных веществ БЛП, а так-
же при наличии в составе БЛП соединений, меша-
ющих определению альтернативными методами.

Можно предположить, что метод ионной 
хроматографии за счет высокой чувствитель-
ности  и селективности целесообразно при-
менять для одновременного количественного 
определения катионов (аммоний, кальций, маг-
ний) и анионов (хлориды, сульфаты, нитраты) 
в растворителе для лиофилизированных БЛП; 
для оценки качества действующего вещества 
БЛП (количественное определение полисахари-
да в полисахаридных вакцинах, гликопрофиль 
гликозилированных протеинов и т.д.), а также 
при определении нескольких стабилизаторов 
углеводной природы БЛП одной методикой.

Заключение
Сравнительный анализ метода ионной хрома-

тографии и альтернативных методов при оценке 
качества БЛП показал, что к существенным пре-
имуществам метода можно отнести его селек-
тивность, относительную быстроту анализа, воз-
можность использования небольших количеств 
анализируемого соединения, прямое детекти-
рование анализируемых соединений без необ-
ходимости пред- и постколоночной дериватиза-
ции, максимальную автоматизацию процесса.

Таким образом, в ближайшей перспек-
тиве при оценке качества БЛП ионообмен-
ная хроматография с кондуктометрическим 

https://www.nibsc.org/documents/ifu/13-246.pdf
https://www.nibsc.org/documents/ifu/08-214.pdf
https://nibsc.org/documents/ifu/16-152.pdf
https://www.nibsc.org/documents/ifu/16-206.pdf
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и амперометрическим детектированием может 
занять лидирующие позиции в количествен-
ной оценке вспомогательных веществ с ионной 

структурой, стабилизаторов углеводной приро-
ды и основного действующего вещества — поли-
сахарида в полисахаридных вакцинах.
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Резюме	 Пандемия COVID-19 обострила потребность общества в эффективных вакцинных препа-
ратах. В этих условиях существенную финансовую поддержку получили разработчики 
ряда инновационных вакцин, в том числе вакцин, в состав которых входят адъюванты 
на основе сапонинов. В 2021 г. ВОЗ была одобрена первая противомалярийная вакци-
на Mosquirix, содержащая сапонины. На стадии одобрения находится вакцина Novavax 
против COVID-19. Перспективным подходом к созданию вакцин является использование 
вирусоподобных иммуностимулирующих комплексов (ИСКОМ) на основе сапонинов и со-
здание на их основе комплексов с антигеном (ИСКОМ-антиген). Цель работы: получение 
и изучение вирусоподобных иммуностимулирующих комплексов на основе сапонинов 
Квиллайи мыльной (Quillaja saponaria), а также аналогов на основе сапонинов Синюхи го-
лубой (Polemonium caeruleum), полученных из отечественного сырья. Материалы и методы: 
с применением метода жидкостной хроматографии получали препараты ИСКОМ адъю-
вантов — Матрикс-BQ и Матрикс-BP. Проведено электронно-микроскопическое исследо-
вание препаратов. Иммунизацию мышей Balb/c препаратами ИСКОМ-антиген проводили 
интраперитонеально и внутримышечно. Иммунизированных животных заражали адапти-
рованным летальным для мышей штаммом вируса гриппа A/California/4/2009 (H1N1)
pdm09. Образцы сыворотки крови иммунизированных животных исследовали в реакции 
торможения гемагглютинации  (РТГА). Результаты: получены ИСКОМ, содержащие сапо-
нины Синюхи голубой и Квиллайи мыльной. В образцах сыворотки крови животных, од-
нократно внутримышечно иммунизированных препаратом ИСКОМ-антиген, содержащим 
по 1 мкг гемагглютинина каждого из штаммов вирусов гриппа A/Brisbane/02/2018 (H1N1)
pdm09, A/Kansas/14/2017 (H3N2), B/ Phuket/3073/2013, значения титров антител в РТГА 
составили более 1:40 к соответствующим антигенам. При двукратном внутримышечном 
введении препарата ИСКОМ-антиген, содержащего 50 нг каждого антигена, был выявлен 
протективный ответ. Максимальные значения титров антител в РТГА выявлены при дву-
кратном интраперитонеальном введении препарата ИСКОМ-антиген и составили 1:20480 
к гемагглютинину вакцинного штамма A/Kansas/14/2017 (H3N2). Показано, что двукратное 
внутримышечное введение 5 мкг, 1 мкг, 200 нг, 50 нг препарата ИСКОМ-антиген и 5 мкг, 1 
мкг, 200 нг контрольного антигена коммерчески доступной вакцины мышам, впоследствии 
зараженным летальным штаммом вируса гриппа A/California/4/2009 (H1N1)pdm09, защи-
щает экспериментальных животных от гибели. Выводы: полученные препараты на основе 
ИСКОМ обладали высокой иммуностимулирующей активностью в исследовании на мыши-
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ной модели. Представленные результаты свидетельствуют о перспективности дальней-
шего изучения препаратов на основе ИСКОМ при разработке как противовирусных, так 
и иммунокорректирующих препаратов.

Ключевые слова:	 вирусоподобные иммуностимулирующие комплексы; ИСКОМ; адъювант; сапонин; вакци-
на; иммунизация; грипп; респираторная инфекция
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Development and laboratory production of 
virus-like immune-stimulating complexes based 
on saponins and evaluation of their adjuvant 
potential using mice immunisation with 
influenza antigens
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630559 Russian Federation

 Vasily A. Evseenko; evseenko_va@vector.nsc.ru

Abstract	 The COVID-19 pandemic has exacerbated the public’s need for effective vaccines. Consequent-
ly, significant financial support has been provided to developers of a number of innovative vac-
cines, including the vaccines with saponin-based adjuvants. In 2021, the World Health Organ-
isation recommended Mosquirix, the first malaria vaccine, which contains a saponin adjuvant. 
An anti-covid vaccine by Novavax is in the approval phase. A promising approach to vaccine 
development is presented by the use of virus-like immune-stimulating complexes (ISCOMs) 
containing saponins and by the creation of combinations of ISCOMs with antigens. The aim of 
the study was to develop, produce and characterise virus-like immune-stimulating complexes 
based on saponins of Quillaja saponaria, as well as similar saponins of Russian-sourced Pole-
monium caeruleum. Materials and methods: The ISCOM adjuvants, Matrix-BQ and Matrix-BP, 
were produced using liquid chromatography and examined using electron microscopy. Balb/c 
mice were immunised intraperitoneally and intramuscularly with ISCOM-antigen preparations. 
Afterwards, the immunised animals were challenged with the influenza virus strain, A/Califor-
nia/4/2009(H1N1)pdm09, adapted and lethal to mice. The serum samples were examined using 
haemagglutination inhibition (HI) tests. Results: The authors produced the ISCOMs containing 
saponins of Quillaja saponaria and Polemonium caeruleum. After one intramuscular injection 
of either of the ISCOM-antigen preparations with 1 µg of each of A/Brisbane/02/2018 (H1N1)
pdm09, A/Kansas/14/2017 (H3N2), and B/Phuket/3073/2013 haemagglutinin antigens (HAs), 
HI tests detected serum antibody titres to the corresponding antigens of ≥1:40. Two intramus-
cular injections of the ISCOM-antigen preparation containing 50 ng of each of the HAs and 
Matrix-BQ resulted in a protective response. In some animals, two intraperitoneal injections of 
ISCOM-antigen preparations resulted in the maximum antibody titre to the A/Kansas/14/2017 
(H3N2) vaccine strain of 1:20,480. Two intramuscular injections of a test preparation containing 
5 μg, 1 μg, 200 ng, or 50 ng of each of the HAs and Matrix-BQ or a control preparation contain-
ing 5 μg, 1 μg, or 200 ng of each of the HAs (commercially available vaccines) to the mice that 
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were afterwards infected with the lethal influenza strain protected the experimental animals 
from death. Conclusions: The ISCOM-based preparations had high immunostimulatory activity 
in the mouse-model study. The presented results indicate the potential of further studies of 
ISCOM-based preparations in terms of both vaccine and immunotherapeutic development.

Key words:	 virus-like immune-stimulating complexes; ISCOM; adjuvant; saponin; vaccine; immunisation; 
influenza; respiratory infection
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Введение
Пандемия коронавирусной инфекции 

COVID-19 обострила проблемы, связанные с им-
мунопрофилактикой респираторных заболева-
ний вирусной природы. Для заболеваний, вызы-
ваемых респираторно-синцитиальным вирусом, 
сезонным коронавирусом, риновирусом, пара-
миксовирусом и другими, вакцины не приме-
няются, а противогриппозные вакцины не обе-
спечивают продолжительную защиту. Одной 
из инновационных технологий является раз-
работка вакцин на основе иммуностимулирую-
щих комплексов — ИСКОМ (immune-stimulating 
complexes, ISCOM), в том числе создание ви-
русоподобных ИСКОМ на основе сапонинов. 
Сапонины относятся к семейству амфипатиче-
ских растительных гликозидов и структурно 
состоят из липофильных тритерпеновых про-
изводных  [1]. Отличительной особенностью 
некоторых растительных сапонинов является 
высокая аффинность к холестерину. Вирусопо-
добные комплексы размером около 40 нм, состо-
ящие из сапонинов Квиллайи мыльной (Quillaja 
saponaria), холестерина и лецитина, имеющие 
выраженные иммуномодулирующие свойства 
при парентеральном введении, исследуются 
с середины 80-х годов прошлого века [1]. Первые 
образцы обладали высокой цитотоксичностью, 
и использование ИСКОМ в низкой концентрации 
в препарате не имело преимуществ по сравне-
нию с хорошо зарекомендовавшим себя адъю-
вантом — гидроокисью алюминия. С развитием 
биотехнологических систем фракционирования 
компонентов при разработке и производстве 
биопрепаратов стало возможным проводить 
сложные исследования, результаты которых 
продемонстрировали уникальные свойства этих 
наночастиц. Сапонинсодержащие адъюванты 
стимулируют врожденный и адаптивный кле-
точный иммунитет, а также гуморальный ответ, 
характеризующийся продукцией всех изотипов 

IgG, таким образом, наблюдается формирова-
ние смешанного Th1/Th2 типа иммунного от-
вета. В ряде работ, в которых для иммунизации 
использовали сапонинсодержащие адъюванты, 
был выявлен выраженный клеточный иммун-
ный ответ на растворимые белки, и в частности 
на овальбумин [2–4]. Была установлена основ-
ная роль дендритных клеток в этом процессе [4]. 
Для сравнения, препараты, содержащие гидро-
окись алюминия или масляные адъюванты, в ос-
новном стимулируют Th2-иммунный ответ. По-
казано, что именно сапонины в составе ИСКОМ 
являются молекулярным компонентом, форми-
рующим инфламмасомы [5]. Уникальные особен-
ности ИСКОМ на основе сапонинов и установ-
ленные молекулярные механизмы их действия 
позволяют рассматривать их как перспективные 
адъювантные компоненты профилактических 
и терапевтических вакцин для борьбы с инфек-
ционными и онкологическими заболеваниями.

Получение ИСКОМ возможно с применением 
различных биотехнологических методик. Это 
обусловлено сильным биохимическим срод-
ством сапонинов, лецитина и холестерина, ко-
торые в растворе детергента при понижении 
его концентрации формируют идентичные кор-
пускулярные структуры, устойчивые при фрак-
ционировании. В физиологических растворах 
ИСКОМ заряжены отрицательно и при добав-
лении полярно заряженных вирусных антиге-
нов связываются с ними, формируя комплексы 
ИСКОМ-антиген. Эти свойства позволяют про-
ектировать аминокислотную последователь-
ность антигенов таким образом, чтобы в их 
составе были положительно заряженные кла-
стеры аминокислот, и формирование препарата 
ИСКОМ-антиген происходило с ожидаемой эф-
фективностью [6]. Для получения ИСКОМ нами 
была использована гель-фильтрация (SEC).

Аналитические исследования указывают 
на высокую перспективность вакцин, содержа-
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щих компонент на основе ИСКОМ, в частности 
адъювант Matrix-M (Novavax, США) [7]. Опа-
сения, связанные с высокой реактогенностью 
Matrix-M, не оправдались. Препараты, содер-
жащие Matrix-M, находятся на завершающих 
стадиях клинических исследований (КИ): вакци-
на против сезонного гриппа NanoFlu (Novavax, 
США) для применения в возрастной группе 
65  лет и старше прошла фазу 3 КИ; вакцина 
против респираторного синцитиального вируса 
RSV F (Novavax, США) — фазу 3 КИ1 [8]. Препарат 
для профилактики новой коронавирусной ин-
фекции, вызванной вирусом SARS-CoV-2, NVX-
CoV2373 (Novavax, США), успешно прошел кли-
нические испытания [9] и официально одобрен.

В Российской Федерации активно применяют-
ся гриппозные вакцины, содержащие адъюван-
ты Совидон и Полиоксидоний [10, 11]. В мировой 
практике применение адъювантов в гриппозных 
вакцинах произошло с запозданием. В настоя-
щий момент доступны препараты, содержащие 
масляный адъювант MF59 [12]. В то же время, 
помимо незначительной экономии антигена, 
использование данных соединений не привело 
к существенным изменениям производственно-
го процесса, при котором необходима ежегод-
ная аттестация производственных штаммов ВОЗ, 
или кардинальному снижению заболеваемости 
гриппом.

Цель работы — получение и изучение вирусо-
подобных иммуностимулирующих комплексов 
на основе сапонинов Квиллайи мыльной (Quillaja 
saponaria), а также аналогов на основе сапони-
нов Синюхи голубой (Polemonium caeruleum), по-
лученных из отечественного сырья.

Материалы и методы
Материалы:
	– лаурил саркозинат натрия (Sodium Lauroyl 
Sarcosine, Amerco #0719-500G); холестерин 
(Cholesterol, PanReac Applichem #A0807); ле-
цитин (Lecithin, PanReac Applichem #A0893); 
сапонины Quillaja saponaria (Saponin, Quillaja 
saponaria, PanReac Applichem #A2542); шпри-
цевая фильтрующая насадка с размером пор 
0,22 мкм (Minisart NML, Sartorius); гель-филь-
трующий носитель Sephadex G-100 Superfine 
(GE Healthcare #17006101); фосфатно-солевой 
буфер (ФСБ) pH 7,4 (VWR #E404-200TABS);

	– стандартные антигены вируса грип-
па: A/Guangdong-Maonan/SWL1536/2019 

1	 Safety and immunogenicity study to evaluate single- or two-dose regimens of RSV F vaccine with and without aluminum 
phosphate or Matrix-M1™ adjuvants in clinically-stable older adults. NCT03026348. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/
NCT03026348

(H1N1)pdm09; A/Hong Kong/2671/2019 
(H3N2); B/Washington/02/2019 (B/Victoria); 
B/Phuket/3073/2013 (B/Yamagata); A/Bris‑ 
bane/02/2018 (H1N1)pdm09; B/Colo
rado/06/2017; A/Kansas/14/2017 (H3N2) (ООО 
«ППДП», Санкт Петербург, Россия);

	– антигены A/YANAO/1/2019 (H1N1)pdm09, 
A/ Russia/01/2009 (H1N1)pdm09, A/Solomon 
Islands/03/06 (H1N1), A/New Caledonia/ 
20/1999 (H1N1), A/Texas/50/2012 (H3N2), 
A/ Switzerland/9715293/2013 (H3N2), A/Hong 
Kong/2671/2019 (H3N2), B/Brisbane/60/2008 
(B/Victoria) (предоставлены отделом зооноз-
ных инфекций и гриппа ФБУН ГНЦ ВБ «Век-
тор» Роспотребнадзора).
В работе были использованы мыши линии 

Balb/c (предоставлены виварием ФБУН ГНЦ ВБ 
«Вектор» Роспотребнадзора).

Методы
Получение иммуностимулирующих комплексов. 

В пробирку объемом 15 мл (Corning #430055) 
вносили 3 мл деионизованной воды, в которую 
далее, работая в респираторе 3M (PPP), аккурат-
но, не допуская распыления, вносили навеску 
500±50 мкг лаурил саркозината натрия. Далее 
встряхивали пробирку на вортексе до полного 
растворения детергента. Пробирку центрифуги-
ровали при 5000 g до исчезновения пены. Да-
лее в пробирку вносили 30±5 мг холестерина 
и 30±5 мг лецитина. Смесь встряхивали на вор-
тексе с интервалом 30 мин в течение 3 ч при ком-
натной температуре. За 30 мин до завершения 
инкубации отдельно в 2 мл деионизованной 
воды растворяли навеску 400±50 мг сапонинов 
Квиллайи мыльной (550000±26540 гемолити-
ческих единиц). После растворения сапонинов 
раствор фильтровали с использованием филь-
трующей насадки с размером пор 0,22 мкм и вно-
сили в смесь детергента, холестерина и лецити-
на. Смесь тщательно перемешивали на вортексе 
в течение 1 мин и далее инкубировали в тече-
ние 24 ч при комнатной температуре с перио-
дическим встряхиванием на вортексе. После за-
вершения инкубации смесь центрифугировали 
при 10000 g, шприцем на 15 мл с иглой отбира-
ли содержимое из центра пробирки, не касаясь 
осадка и поверхностной пленки. Эту реакцион-
ную смесь фильтровали с использованием филь-
трующей насадки с размером пор 0,22  мкм, 
после чего наносили на хроматографическую 
колонку HK-50 (GE Healthcare) c носителем 

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03026348
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03026348
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Sephadex G-100, уравновешенную ФСБ pH 
7,4 и соединенную с хроматографом AKTA pure 
(General Electric Healthcare). Нанесение препа-
рата на колонку осуществляли при скорости 
потока 200 мкл/мин. Хроматографию проводи-
ли при скорости потока 200 мкл/мин в течение 
12 ч, а затем при скорости 500 мкл/мин в тече-
ние приблизительно 1,5 ч. Выход частиц фикси-
ровали в первом характерном пике при длине 
волны 280 нм. Раствор с частицами обладал 
выраженными опалесцирующими свойствами. 
В зависимости от лабораторной серии выход 
продукта составлял 30–40 мл. Непосредствен-
но после завершения процедуры проводили 
стерилизующую фильтрацию с использованием 
фильтрующей насадки с размером пор 0,22 мкм. 
Препарат хранили до иммунизации при 4 °С 
не более 30 сут. Срок хранения, установленный 
с помощью определения 50% летальной дозы 
для мышей при интраперитонеальном введении 
(ИМЛД50), на момент публикации составил 7 мес. 
(методика определения ИМЛД50 приведена да-
лее). Замораживание препарата не допускается, 
так как часть препарата агрегирует и выпадает 
в осадок.

ИСКОМ на основе сапонинов Синюхи голу-
бой изготавливали идентичным способом со 
следующими изменениями. В реакционную 
смесь добавляли сапонины Синюхи голубой, 
стандартизованные в гемолитической реак-
ции (550000±36562 ед.). Выделение сапонинов 
из Синюхи голубой проводили согласно методи-
ке, описанной ранее [13]. Оптическую плотность 
раствора частиц измеряли спектрофотометри-
чески при длине волны 280 нм для сравнитель-
ной оценки потерь [14].

Определение единицы дозирования иммуно-
стимулирующих комплексов на основе сапонинов 
Синюхи голубой (Матрикс-BP) и Квиллайи мыль-
ной (Матрикс-BQ). Для некоторых биопрепара-
тов, например для токсинов, ферментов и др., 
биологическая активность может не в полной 
мерее соответствовать концентрации, опреде-
ляемой физико-химическими методами. Мето-
дов биологической стандартизации ИСКОМ ра-
нее не описано. В данной работе мы применили 
биологическую пробу, аналогичную проводимой 
для токсинов. Природа токсичности при интра-
перитонеальном введении ИСКОМ связана с ги-
перпродукцией цитокинов, приводящей к шоку 
и гибели животного. В ходе предварительных 
тестов с вирусоподобными иммуностимулиру-

2	 Руководство по работе с лабораторными животными для сотрудников ГБОУ ВПО РНИМУ им. Н.И. Пирогова Минздрава 
России, занятых проведением доклинических испытаний. М.: Изд-во ГБОУ ВПО РНИМУ им. Н.И. Пирогова; 2015.

ющими комплексами Матрикс-BP и Матрикс-BQ 
было установлено, что при интраперитоне-
альном введении ИСКОМ наблюдалась гибель 
мышей на первые или вторые сутки. При этом 
цитолитической активности у препаратов не на-
блюдалось при внесении даже 20-кратного кон-
центрата исходного продукта. Также не наблю-
далось цитотопатического эффекта для культур 
клеток MDCK и Vero при внесении 20-кратных 
концентратов исходного продукта ИСКОМ. 
В связи с этим было принято решение прово-
дить стандартизацию и дозирование препара-
тов на основе 50% летальной дозы для мышей 
при интраперитонеальном введении (ИМЛД50), 
принятой за 1 ед. активности. Мышам линии 
Balb/c (5 мышей, самцы 18–20 г в группе) интра-
перитонеально вводили 200 мкл 5-кратных раз-
ведений полученных препаратов в ФСБ (pH 7,4). 
Учитывали гибель животных на 1–3 сут после 
введения. Рассчитывали ИМЛД50 по методу Рида 
и Менча [15].

Иммунизация и заражение экспериментальных 
животных. Протокол исследования с использо-
ванием лабораторных животных был одобрен 
Биоэтической комиссией № 1 при ФБУН ГНЦ 
ВБ «Вектор» Роспотребнадзора (протокол ГНЦ 
ВБ «Вектор»/03-04.2021). До начала иммуниза-
ции экспериментальные животные находились 
на адаптационном карантине и стандартном ра-
ционе вивария ad libitum.

Инфицирование животных вирусом гриппа 
A/California/04/2009 (H1N1)pdm09 проводили 
интраназально дозой 25 ЛД50 в объеме 50 мкл. 
Животных перед заражением наркотизировали 
с использованием комбинации препаратов Зо-
летил 100 и Ксила, которые вводили внутримы-
шечно. После инфицирования, начиная с 3 сут, 
регистрировали гибель животных в течение 
21 сут. Далее оставшихся животных подвергали 
эвтаназии методом цервикальной дислокации 
с соблюдением правил гуманного обращения 
с животными2. В случае, если у животного в ре-
зультате тяжелого течения заболевания разви-
валось состояние, не совместимое с жизнью, 
выражавшееся в потере более 20% изначальной 
массы тела, на пике болезни проводили эвтана-
зию животного.

Для проведения интраперитонеаль-
ной иммунизации было сформировано 
7 групп по 5 животных. Мышей линии Balb/c 
иммунизировали интраперитонеально посред-
ством введения 200 мкл препарата ИСКОМ-
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антиген, в состав которого входило по 7,5 мкг 
или по 2 мкг гемагглютинина трех вакцинных 
штаммов вирусов гриппа и 0,1 ИМЛД50/мл Ма-
трикс-BР или Матрикс-ВQ. Препарат готовили 
за 1 ч до иммунизации. Для приготовления пре-
парата ИСКОМ-антиген использовали антигены 
вакцины гриппозной трехвалентной инактиви-
рованной расщепленной, содержащей 15 мкг 
гемагглютинина каждого из вакцинных штаммов 
вирусов гриппа A/Brisbane/02/2018 (H1N1)pdm09, 
B/Colorado/06/2017, A/ Kansas/14/2017 (H3N2) 
без адъюванта. В качестве положительного кон-
троля использовали препараты, содержащие ана-
логичную концентрацию антигенов, но не содер-
жащие ИСКОМ адъювант. Группе отрицательного 
контроля вводился ИСКОМ Матрикс-ВQ. На 142 сут 
проводили повторную иммунизацию идентичны-
ми препаратами. На 14, 28, 142 и 170 сут у мышей 
отбирали кровь из орбитального синуса для ана-
лиза образцов сыворотки крови.

Последующий эксперимент предполагал 
определение нижней границы концентрации 
гемагглютининов, вызывающей при внутри-
мышечном введении 10 ИМЛД50 Матрикс-BQ 
образование антител, детектируемых в реак-
ции торможения гемагглютинации (РТГА). Ис-
пользовали инактивированную четырехва-
лентную расщепленную вакцину, содержащую 
антигены A/Guangdong-Maonan/SWL1536/2019 
(H1N1)pdm09, A/Hong Kong/2671/2019 
(H3N2), B/Washington/02/2019 (B/Victoria), 
B/ Phuket/3073/2013 (B/Yamagata). Группы 
по 5 животных внутримышечно иммунизиро-
вали препаратом ИСКОМ-антиген, содержащим 
5, 1, 0,2 или 0,05 мкг каждого гемагглютинина, 
дозу 10 ИМЛД50/мл Матрикс-BQ. В качестве по-
ложительного контроля было сформировано 
4 группы по 5 животных, которых иммунизиро-
вали внутримышечно 5, 1, 0,2 или 0,05 мкг каж-
дого гемагглютинина без ИСКОМ адъюванта. 
В качестве отрицательного контроля использо-
вали мышей, которым внутримышечно вводили 
дозу 10 ИМЛД50/мл Матрикс-BQ. Использова-
ние препарата, содержащего только сапонины 
Квиллайи мыльной, обусловлено коммерче-
ской доступностью сырья для изготовления. 
Доза адъюванта при внутримышечном вве-
дении была выбрана исходя из того, что доза 
10 ИМЛД50 ИСКОМ Матрикс-BQ при введении 
мышам внутримышечно не вызывала опре-
деляемых визуально нарушений поведения, 
циркадных ритмов, а также нарушения дина-
мики набора веса. Эта доза может быть неоп-
тимальной и, возможно, потребует уточнения 
при дальнейших работах с более крупными 
животными. Кровь у животных отбирали на 21 

сут после первой иммунизации, в этот же день 
осуществляли вторую иммунизацию и на 21 
сут после второй иммунизации также отбира-
ли кровь для анализа сыворотки в РТГА. На 42 
сут после первой иммунизации всех животных 
заражали адаптированным к мышам летальным 
штаммом вируса гриппа A/California/04/2009 
(H1N1)pdm09 в дозе 25 ЛД50. За мышами наблю-
дали в течение 21 сут, учитывали погибших жи-
вотных. На 27 сут после заражения у выживших 
животных отбирали кровь для анализа образ-
цов сыворотки в РТГА. РТГА и гемолитическую 
реакцию проводили согласно методике, опи-
санной V. Evseenko c соавт. [16]. Для вычисления 
значений средних геометрических титров (СГТ) 
и погрешностей измерения считали, что титр 
ниже предела детекции равен 1:10.

Электронная микроскопия. Для электрон-
но-микроскопического исследования получен-
ные препараты, подвергшиеся стерилизующей 
фильтрации через фильтр-насадку 0,22 мкм, 
наносили в объеме 15 мл в мембранный цен-
трифужный концентратор с мембраной 100 кДа 
(Millipore). Центрифугировали в течение 1 ч 
при 1500 g (ротор 12150-Н, Sigma). Концентрат 
переносили в пробирки в объеме 150 мкл. Изо-
бражения получены методом негативного кон-
трастирования 1% уранилацетатом с анализом 
на просвечивающем электронном микроскопе 
JEM-1400 (JEOL, США).

Определение остаточной концентрации де-
тергента. Остаточный детергент в препаратах 
Матрикс-BP, Матрикс-BQ определяли в реакции 
гемолиза. Лаурил саркозинат натрия, применяе-
мый при изготовлении ИСКОМ Матрикс-BQ и Ма-
трикс-BP, является детергентом и в следовых ко-
личествах обладает способностью лизировать 
эритроциты. Для оценки гемолитической актив-
ности использовали эритроциты петуха. Гемо-
литическую активность препаратов сравнивали 
с гемолитической активностью стандартного 
раствора детергента. Для приготовления стан-
дартного раствора детергента навеску лаурил 
саркозината натрия 0,015±0,002 г растворяли 
в 1 мл ФСБ (pH 7,4).

Гемолитическую реакцию проводили в ми-
кроварианте в 96-луночных полистироловых 
планшетах [16]. На одном планшете готовили 
двукратные разведения исследуемых раство-
ров ИСКОМ (Матрикс-BP и Матрикс-BQ) и стан-
дартного раствора детергента в повторах, по-
сле чего добавляли по 50 мкл 0,5% суспензии 
эритроцитов петуха. При завершении оседания 
эритроцитов в контрольных лунках учитывали 
лизис эритроцитов в стандартных и экспери-
ментальных лунках. Рассчитывали предельные 
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разведения препаратов, вызывающие лизис 
эритроцитов.

Результаты
Предложенная лабораторная технология по-

зволила получать препараты ИСКОМ адъюван-
тов в объеме 42,0±5,7 мл (15 серий): Матрикс-BР- 
или Матрикс-ВQ-содержащих растворов (в 1 мл 
77,9±8,3 ИМЛД50). Растворы характеризуются 
выраженной опалесценцией. При фильтрации 
через фильтр-насадку 0,22 мкм контролировали 
потерю активного компонента спектрофотоме-
трически при длине волны 280 нм. В препаратах 
Матрикс-BP, Матрикс-ВQ минимальная концен-
трация, вызывающая лизис эритроцитов, соста-
вила 107±11 мкг/мл.

Частицы, полученные с использованием са-
понинов Квиллайи мыльной, имели размер око-
ло 40 нм и характерную клетчатую (cage-like) 
структуру (рис. 1A, 1D). Данные характеристи-
ки аналогичны ранее описанным ИСКОМ, в том 
числе препарату Matrix-M, входящему в состав 
вакцины NVX-CoV2373 (Novavax, США) для про-
филактики COVID-19 [9].

Изучая снимки препарата до и после инкуба-
ции с антигенами вирусов гриппа, можно оце-
ночно сделать вывод о том, что антиген распре-
делен по поверхности частицы. Важно отметить, 
что не наблюдается свободного антигена в поле 
зрения (рис. 1B, 1F).

Частицы, изготовленные с использованием 
сапонинов Синюхи голубой, имеют размер 250–
330 нм и слабовыраженную клетчатую структу-
ру (рис. 1C, 1E). При стерилизующей фильтрации 
фиксировались потери 8,3±4,0%. По сравнению 
с частицами с размером 40 нм на основе Квил-
лайи мыльной в препаратах на основе Синюхи 
голубой более отчетливо видна ассоциация ан-
тигенов вирусов гриппа с частицами, визуально 
представленная в виде электронно-прозрачного 
вещества на поверхности частицы (рис. 1C, 1F).

Оценка эффективности интраперитонеальной 
иммунизации мышей иммуностимулирующими 
комплексами

Результаты проведения РТГА с образцами 
сыворотки крови мышей, иммунизированных 
интраперитонеально, представлены в виде 
значений СГТ антител на рисунках 2A, 2B и 3A, 
3B. Для анализа и обсуждения выбраны груп-
пы, в которых значения СГТ составили 1:40 
и выше для выбранного типа антигена (про-
тективный уровень)3.

3	 Методические указания МУ 3.1.3490-17 Изучение популяционного иммунитета к гриппу у населения Российской Феде-
рации (утв. Главным государственным санитарным врачом Российской Федерации 27.10.2017); 2017.

В сыворотке крови животных, взятой 
на 14 сут после иммунизации, только у некото-
рых животных фиксировалась сероконверсия 
(рис.  2A). К 28  сут после иммунизации пре-
паратом во всех экспериментальных группах 
и группах положительного контроля наблюдал-
ся подъем значений титров антител к компонен-
там A/ (Н1N1)pdm09 и A/(H3N2). На компонент 
вируса гриппа B значения титров 1:40 и выше 
были только в группе животных, иммунизи-
рованных препаратом ИСКОМ-антиген: ком-
плексом 2 мкг каждого антигена + 0,1 ИМЛД50 
Матрикс-BQ. Внутри экспериментальных групп 
и групп положительного контроля не отмечено 
статистически значимых отличий (Р=0,95) между 
значениями СГТ на А/(Н1N1)pdm09 и A/(H3N2) 
компоненты на 28 сут. Важно отметить, что значе-
ния СГТ к A/ (H1N1)pdm09 и A/(H3N2) компонен-
там в группах, иммунизированных препаратами 
ИСКОМ-антиген: комплексом 2 мкг антигена  + 
0,1 ИМЛД50 Матрикс-BР; комплексом 7,5 мкг ан-
тигена + 0,1 ИМЛД50 Матрикс-BQ; комплексом 
2 мкг антигена + 0,1 ИМЛД50 Матрикс-BQ, были 
статистически достоверно выше (Р=0,95) в 3,0; 
3,5; 5,3 раза (в случае антигенного компонента 
A/ (H1N1)pdm09) и в 5,3; 6,0; 13,9 раза (в случае 
антигенного компонента A/(H3N2)) в сравнении 
со значениями СГТ в ответ на препарат положи-
тельного контроля, содержащий 7,5 мкг каждо-
го антигена без ИСКОМ адъюванта. Наиболее 
сильный ответ был отмечен для препарата, со-
держащего по 2 мкг антигена и 0,1 ИМЛД50 Ма‑ 
трикс-BQ (рис. 2B).

На 142 сут (около 4,5 мес.) после иммунизации 
наблюдалось снижение титров ко всем антиген-
ным компонентам во всех группах, иммунизиро-
ванных препаратами ИСКОМ-антиген. Из-за неод-
нородности ответа снижение у разных животных 
происходило по-разному. Статистически досто-
верные различия (Р=0,95) наблюдались между 
группами животных, иммунизированных препа-
ратами ИСКОМ-антиген: комплексом 2 мкг антиге-
на + 0,1 ИМЛД50 Матрикс-BР; комплексом 7,5 мкг 
антигена + 0,1 ИМЛД50 Матрикс-BQ; комплексом 
2 мкг антигена + 0,1 ИМЛД50 Матрикс-BQ в срав-
нении с группой положительного контроля, имму-
низированной 2 мкг каждого антигена без ИСКОМ 
адъюванта (рис. 3A). Важно отметить, что во всех 
группах также не было статистически достовер-
ных различий (Р=0,95) СГТ на антигенные компо-
ненты A/(H1N1)pdm09 и A/(H3N2). Во всех группах 
фактически не определялся ответ на антиген грип-
па В или был на пределе определения (рис. 3A).
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Рис. 1. Фотографии частиц иммуностимулирующих комплексов, полученных с использованием сапонинов Квиллайи мыль-
ной: А — 100-кратный концентрат Матрикс-BQ, В — 100-кратный концентрат Матрикс-BQ после инкубации с антигенами 
гриппозной вакцины. Ультраструктура частиц иммуностимулирующих комплексов: С — частицы Матрикс-BP, изготовленных 
с использованием сапонинов Синюхи голубой; D — частицы Матрикс-BQ, изготовленных с использованием сапонинов Квил-
лайи мыльной. Фотографии частиц иммуностимулирующих комплексов, полученных с использованием сапонинов Синюхи 
голубой: E — 100-кратный концентрат Матрикс-BP, F — 100-кратный концентрат Матрикс-BP после инкубации с антигенами 
гриппозной вакцины.

Fig. 1. Images of the immune-stimulating complexes containing Quillaja saponaria saponins: (A) a concentrate (100×) of Matrix-BQ, 
(B)  a concentrate (100×) of Matrix-BQ after incubation with influenza vaccine antigens. Ultrastucture of immune-stimulating 
complexes: Matrix-BP particles containing Polemonium caeruleum saponins (C); Matrix-BQ particles containing Quillaja saponaria 
saponins (D). Images of the immune-stimulating complexes containing Polemonium caeruleum saponins: (E) a concentrate (100×) of 
Matrix-BP, (F) a concentrate (100×) of Matrix-BP after incubation with influenza vaccine antigens.
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После проведенной повторной интраперито-
неальной иммунизации идентичными препарата-
ми ИСКОМ-антиген в образцах сыворотки крови, 
взятых на 28 (170) сут после второй иммуниза-
ции, был отмечен значительный подъем значе-
ний титров. Анализ результатов РТГА показывает 
наличие статистически достоверных различий 
(Р=0,95) значений СГТ на антигенные компонен-
ты A/(H1N1)pdm09, A/(H3N2) и В/ Victoria между 
группами, иммунизированными препаратами, 
содержащими ИСКОМ адъюванты, и группами, 
иммунизированными без ИСКОМ адъювантов 
(рис. 3B). Достоверных различий (Р=0,95) значе-
ний СГТ к A/(H1N1)pdm09, A/ (H3N2) и B/ Victoria 
между группами, иммунизированными препара-
том, содержащим 7,5 мкг или 2 мкг каждого ан-
тигена, нет. Существенным образом изменился 
титр антител к компоненту вируса гриппа В. Если 
на 142 сут он не определялся, то после второй 
инъекции достоверные различия (Р=0,95) между 
значениями СГТ к компонентам A/(H1N1)pdm09 
и B/Victoria отсутствуют (рис. 3B). Максималь-
ное значение СГТ к антигену B/Colorado/06/17 
(B/V ictoria) составило 1:2413 в группе, имму-
низированной комплексом 7,5 мкг антигена + 

0,1 ИМЛД50 Матрикс-BQ. Существенным образом 
выросли титры к A/(H3N2) компоненту. У некото-
рых животных, иммунизированных препарата-
ми, содержащими ИСКОМ адъювант, титры были 
1:20480, что для реакции торможения гемагглю-
тинации можно назвать рекордными значениями. 
Значения СГТ к компоненту A/(H3N2) в конкретной 
группе животных, иммунизированных с ИСКОМ 
адъювантом, были в 4–7 и 4,6–8,3 раза выше, 
чем к компонентам A/ (H1N1)pdm09 и В/ Victoria 
соответственно. Сравнивая экспериментальные 
группы и группы положительного контроля, мож-
но заключить, что в ответ на введение препара-
тов с ИСКОМ адъювантом значения СГТ в РТГА 
были выше в 4,6–12,1 раза в зависимости от типа 
антигена (рис. 3B).

Ранее полученные экспериментальные дан-
ные, а также данные, представленные в требо-
ваниях методических указаний, позволяют счи-
тать титры 1:40–1:80 протективными, а титры 
1:320 и выше защищающими не только от тя-
желого течения гриппа, но и от заражения [16]. 
Нами определены титры кросс-реактивности 
сывороток, полученных в этой работе, в РТГА 
с антигенами штаммов вирусов гриппа, ранее 

Рис. 2. Данные реакции торможения гемагглютинации с образцами сыворотки крови иммунизированных интраперитоне-
ально мышей, взятыми на 14 (А) и 28 (В) сутки после иммунизации. Ось абсцисс — группы экспериментальных животных: 1 — 
Матрикс-ВР + 7,5 мкг антигена; 2 — Матрикс-ВР + 2 мкг антигена; 3 — Матрикс-BQ + 7,5 мкг антигена; 4 — Матрикс-BQ + 2 мкг 
антигена; 5 — 7,5 мкг антигена; 6 — 2 мкг антигена; 7 — Матрикс-BQ без антигена (отрицательный контроль). Ось ординат — 
среднее геометрическое значений обратных титров антител. В легенде указаны антигены вирусов гриппа, использованные 
для иммунизации. Вертикальные маркеры погрешностей указывают значения доверительного интервала при P=0,95.

Fig. 2. Data on haemagglutination inhibition in mouse serum samples taken on days 14 (А) and 28 (В) after intraperitoneal immu-
nisation. The X-axis shows the experimental animal groups: (1) Matrix-BP + 7.5 μg of each antigen; (2) Matrix-BP + 2 μg of each 
antigen; (3) Matrix-BQ + 7.5 μg of each antigen; (4) Matrix-BQ + 2 μg of each antigen; (5) 7.5 μg of each antigen; (6) 2 μg of each an-
tigen; (7) the negative control group of Matrix-BQ without antigens. The Y-axis represents geometric means of reciprocal antibody 
titres. The legend indicates the influenza virus antigens used for immunisation. Whiskers reflect confidence intervals at P=0.95.
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использовавшимися для производства вак-
цин, эпидемическими штаммами, выделен-
ными в культуре клеток от людей с диагнозом 
грипп, и допандемическим штаммом A/Solomon 
Islands/03/06 (H1N1). Результаты определения 
значений СГТ представлены в таблице 1.

Оценка эффективности внутримышечной 
иммунизации мышей иммуностимулирующими 
комплексами

Значения титров антител в образцах сыворот-
ки крови мышей, иммунизированных препара-
тами ИСКОМ-антиген с адъювантом Матрикс-BQ, 
взятых на 21 сут после внутримышечной 
иммунизации, а также значения титров антител 
в образцах сыворотки крови контрольных живот-
ных, определенные в РТГА, представлены на ри-
сунке  4A. Животные экспериментальных групп, 
иммунизированных препаратами ИСКОМ-анти-
ген: комплексом 1 мкг антигена + Матрикс-BQ 
или комплексом 5 мкг антигена + Матрикс-BQ, 
в РТГА против четырех антигенов A/Guangdong-
Maonan/SWL1536/2019 (H1N1)pdm09, A/Hong 
Kong/2671/2019 (H3N2), B/Washington/02/2019 
(B/Victoria), B/Phuket/3073/2013 (B/Yamagata) 
имели протективные значения СГТ 1:40 и выше. 

В группе животных, иммунизированных ком-
плексом ИСКОМ-антиген в дозе 200 нг антиге-
на + Матрикс-BQ, протективное значение СГТ 
1:92 наблюдалось для A/Guangdong-Maonan/
SWL1536/2019 (H1N1)pdm09. Для остальных ан-
тигенов детектируемые в РТГА титры фиксиро-
вались у единичных животных. В группе мышей, 
иммунизированных комплексом ИСКОМ-анти-
ген в дозе 50 нг антигена + Матрикс-BQ, толь-
ко у одного животного в РТГА детектирова-
лись титры к антигенам A/Guangdong-Maonan/
SWL1536/2019 (H1N1)pdm09 и B/ Phuket/ 
3073/2013 (B/Yamagata lineage), которые, тем 
не менее, не достигали уровня 1:40. У мы-
шей из этой группы не было выявлено титров 
к остальным антигенам. В группах положитель-
ного и отрицательного контролей антитела в сы-
воротке крови не детектировались в РТГА.

Значения титров антител в образцах сыво-
ротки крови мышей, иммунизированных ан-
тигенами с ИСКОМ адъювантом Матрикс-BQ, 
взятых на 42 сут после первой иммунизации 
(повторная иммунизация проводилась на 21 сут 
после первой), а также значения титров анти-
тел в образцах сыворотки крови контрольных 
животных, определенные в РТГА, представлены 

Рис. 3. Данные реакции торможения гемагглютинации с образцами сыворотки крови иммунизированных интраперитоне-
ально мышей, взятыми на 142 сутки после иммунизации (А) и на 28 сутки после повторной иммунизации (170 сутки после 
иммунизации) (В). Ось абсцисс — группы экспериментальных животных: 1 — Матрикс-ВР + 7,5 мкг антигена; 2 — Матрикс-ВР + 
2 мкг антигена; 3 — Матрикс-BQ + 7,5 мкг антигена; 4 — Матрикс-BQ + 2 мкг антигена; 5 — 7,5 мкг антигена; 6 — 2 мкг антигена; 
7 — Матрикс-BQ без антигена (отрицательный контроль). Ось ординат — среднее геометрическое значений обратных титров 
антител. В легенде указаны антигены вирусов гриппа, использованные для иммунизации. Вертикальные маркеры погрешно-
стей указывают значения доверительного интервала при P=0,95.

Fig. 3. Data on haemagglutination inhibition in mouse serum samples taken on 142 day after intraperitoneal immunization (А) and 
28 day after boosting second immunization (170 day after immunization) (В). The X-axis shows the experimental animal groups: (1) 
Matrix-BP + 7.5 μg of each antigen; (2) Matrix-BP + 2 μg of each antigen; (3) Matrix-BQ + 7.5 μg of each antigen; (4) Matrix-BQ + 2 μg 
of each antigen; (5) 7.5 μg of each antigen; (6) 2 μg of each antigen; (7) the negative control group of Matrix-BQ without antigens. 
The Y-axis represents geometric means of reciprocal antibody titres. The legend indicates the influenza virus antigens used for 
immunisation. Whiskers reflect confidence intervals at P=0.95.
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Таблица 1. Результаты реакции торможения гемагглютинации в образцах сыворотки крови мышей, двукратно интраперито-
неально иммунизированных 7,5 мкг или 2 мкг антигена вируса гриппа каждого субтипа (A/Brisbane/02/2018 (H1N1)pdm09; 
B/ Colorado/06/2017 (B/Victoria); A/Kansas/14/2017 (H3N2)) в составе препарата ИСКОМ Матрикс-BQ
Table 1. Results of haemagglutination inhibition reactions in serum samples of mice immunised twice intraperitoneally with 7.5 µg 
or 2 µg of each haemagglutinin of A/Brisbane/02/2018 (H1N1)pdm09, B/Colorado/06/2017, and A/Kansas/14/2017 (H3N2) influ-
enza strains, adjuvanted with Matrix-BQ

Штамм, использованный в РТГА в качестве антигена
Strains used as HI antigens

Значения СГТ антител в образцах сыворотки крови животных, 
иммунизированных препаратами

Serum antibody GMTs in animals immunised with the preparations

Матрикc-BQ + 7,5 мкг антигенаa

Matrix-BQ + 7.5 µg antigena
Матрикc-BQ + 2 мкг антигенаa

Matrix-BQ + 2 µg antigena

A/Brisbane/02/2018 (H1N1)pdm09b 2425 (3068–1917) 2111 (2671–1668)

A/YANAO/1/2019 (H1N1)pdm0c 5382 (7558–3832) 4525 (6699–3057)

A/Russia/01/2009 (H1N1)pdm09c 3675 (5884–2295) 3200 (4335–2361)

A/Guangdong-Maonan/SWL1536/2019 (H1N1)pdm09 800 (1393–459) 566 (837–382)

A/Solomon Islands/03/06 (H1N1)d 113 (167–76) 57 (84–38)

A/New Caledonia/20/1999 (H1N1)d <20 <20

A/Kansas/14/2017 (H3N2)b 11143 (13503–9195) 14703 (21063–10264)

A/Texas/50/2012 (H3N2) 673 (1289–351) 1600 (2786–919)

A/Switzerland/9715293/2013 (H3N2) 2690 (3779–1916) 3805 (5344–2710)

A/Hong Kong/2671/2019 (H3N2) 283 (419–191) 400 (696–230)

B/Colorado/06/2017 (B/Victoria)b 2414 (3046–1913) 1766 (2759–1130)

B/Brisbane/60/2008 (B/Victoria) 1903 (2672–1355) 2263 (5439–941)

B/Washington/02/2019 (B/Victoria) 226 (335–153) 452 (893–229)

B/Phuket/3073/2013 (B/Yamagata) <20 <20

Примечание. РТГА — реакция торможения гемагглютинации; СГТ — среднее геометрическое титров антител.
a Доверительный интервал при P=0,95.
b Гомологичные вакцинные штаммы, использованные при иммунизации.
c Изоляты вируса гриппа «дикого» типа, выделенные в культуре клеток MDCK.
d Штаммы являются допандемическими.
Note. HI—haemagglutinin inhibition reaction; GMT—geometric mean antibody titre.
a Confidence intervals are at P=0.95.
b Homologous vaccine strains used for immunisation.
c Wild-type influenza virus isolates obtained in MDCK.
d Prepandemic strains.



181

Evseenko V.A., Gudymo A.S., Danilchenko N.V., Svyatchenko S.V., Taranov O.S., Ryzhikov A.B.
Development and laboratory production of virus-like immune-stimulating complexes based on saponins and evaluation...﻿

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2022, V. 22, No. 2

на рисунке  4B. Значения СГТ антител в образ-
цах сыворотки крови животных из эксперимен-
тальных групп, иммунизированных препарата-
ми ИСКОМ-антиген: комплексом 1, 0,2 или 0,05 
мкг каждого антигена с адъювантом Матрикс-BQ, 
после повторной иммунизации достоверно 
(P=0,95) выросли против всех четырех использо-
ванных антигенов. Наибольший рост значений 
титров зафиксирован в группе мышей, иммуни-
зированных комплексом 0,05 мкг антигена + Ма-
трикс-BQ, который составил 147, 95, 73 и 24 раза 
соответственно против A/(H1N1)pdm09, A/ Hong 
Kong/2671/2019 (H3N2), B/Victoria, B/Yamagata 
антигенов. В группах животных, внутримы-
шечно иммунизированных препаратами анти-
генов в дозе 5 и 1 мкг без ИСКОМ адъюванта, 
не наблюдалось достоверного нарастания зна-
чений титров, а в группах, иммунизированных 
0,2 и 0,05 мкг, антитела не детектировались 
в РТГА. Рассматривая вопрос достоверности 
различий между экспериментальными груп-
пами, необходимо отметить, что различия де-
тектировались только между значениями СГТ 
антител против некоторых антигенов в некото-
рых группах. То есть в совокупности можно сде-

лать заключение, что при двукратном введении 
препаратов ИСКОМ-антиген в предложенных 
концентрациях дозозависимого эффекта не на-
блюдалось и введение 50 нг антигена вызывает 
ответ, схожий с ответом на введение 5 мкг.

Результаты оценки выживаемости экспери-
ментальных животных, иммунизированных вну-
тримышечно, инфицированных адаптирован-
ным штаммом вируса гриппа A/California/04/09 
(H1N1)pdm09, на 42 сут после первой имму-
низации представлены на рисунке 5. Гибель 
животных из группы отрицательного контро-
ля фиксировалась с 4 сут после заражения. 
На 9 сут 100% животных погибли. Также гибель 
животных на 8–15  сут после заражения фикси-
ровалась в группе, дважды иммунизированной 
препаратом без ИСКОМ адъюванта, сме-
сью антигенов по 50 нг гемагглютинина 
штаммов A/Guangdong-Maonan/SWL1536/2019 
(H1N1)pdm09, A/Hong Kong/2671/2019 (H3N2), 
B/Washington/02/2019, B/Phuket/3073/2013. 
Неожиданно, но в группе животных, иммуни-
зированных дважды препаратом без ИСКОМ 
адъюванта, содержащим 200 нг каждого гемаг-
глютинина, притом, что ни у одного животного 

Рис. 4. Данные реакции торможения гемагглютинации с образцами сыворотки крови иммунизированных внутримышечно 
мышей, взятыми на 21 (А) и 42 (В) сутки после иммунизации. Ось абсцисс — группы экспериментальных животных: 1 — Ма-
трикс-ВQ + 5 мкг антигена; 2 — Матрикс-ВQ + 1 мкг антигена; 3 — Матрикс-BQ + 200 нг антигена; 4 — Матрикс-BQ + 50 нг 
антигена; 5 — 5 мкг антигена; 6 — 1 мкг антигена; 7 — 200 нг антигена; 8 — 50 нг антигена; 9 — Матрикс BQ без антигена 
(отрицательный контроль). Ось ординат — среднее геометрическое значений обратных титров антител. В легенде указаны 
антигены вирусов гриппа, использованные для иммунизации. Вертикальные маркеры погрешностей указывают значения 
доверительного интервала при P=0,95.

Fig. 4. Data on haemagglutination inhibition in mouse serum samples taken on days 21 (А) and 42 (В) after intramuscular immu-
nisation. The X-axis shows the experimental animal groups: (1) Matrix-BQ + 5 μg of each antigen; (2) Matrix-BQ + 1 μg of each 
antigen; (3) Matrix-BQ + 200 ng of each antigen; (4) Matrix-BQ + 50 ng of each antigen; (5) 5 μg of each antigen; (6) 1 μg of each 
antigen; (7) 200 ng of each antigen; (8) 50 ng of each antigen; (9) the negative control group of Matrix-BQ without antigens. The 
Y-axis represents geometric means of reciprocal antibody titres. The legend indicates the influenza virus antigens used for immu-
nisation. Whiskers reflect confidence intervals at P=0.95.
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не фиксировалось титров антител методом РТГА, 
гибели мышей не наблюдалось.

У выживших животных на 27 сут после зара-
жения были отобраны пробы крови, и сыворот-
ка была исследована в РТГА. Значения титров 
к компоненту A/(H1N1)pdm09 представлены 
на рисунке 6. Были определены значения ти-
тров к исследовавшимся четырем компонентам, 
но достоверные различия со значениями титров 
до заражения зафиксированы только для компо-
нента A/(H1N1)pdm09. Для животных, иммунизи-
рованных препаратами ИСКОМ-антиген в дозе 
5 мкг, 1 мкг, 200 нг, 50 нг, имевших высокие титры 
антител в РТГА перед заражением, характерно 
снижение титров. На основании статистически 
достоверных различий (Р=0,95) можно сделать 
вывод о том, что в группах мышей, иммунизиро-
ванных препаратами ИСКОМ-антиген: комплек-
сом 5 мкг антигена + Матрикс-BQ и комплексом 
50 нг антигена + Матрикс-BQ, падение значений 
СГТ антител составило 1,52 и 2,3 раза соответ-
ственно. В то же время у животных, иммунизи-
рованных препаратом без ИСКОМ адъюванта, 
титры значительно выросли. В группе животных, 

иммунизированных препаратом в дозе 50  нг 
без ИСКОМ адъюванта, выжило 2 животных. 
В группе отрицательного контроля (Матрикс BQ 
без антигена) все животные погибли.

Обсуждение
Данные, обсуждаемые в этом исследовании, 

получены при интраперитонеальной и внутри-
мышечной иммунизации мышей препарата-
ми ИСКОМ-антиген в сравнении с антигенами 
без ИСКОМ адъюванта. Эти модели дают ряд 
преимуществ, таких как доступность линейных 
животных, возможность введения препарата 
в объеме, рассчитанном исходя из предполага-
емого введения человеку, и др. В то же время 
при внутримышечном введении возможен иной 
уровень ответа по сравнению с интраперитоне-
альным, и для этого были изготовлены препара-
ты с небольшим объемом введения.

Растительные сапонины давно известны 
и применяются в медицине. С развитием им-
мунологии стали известны уникальные особен-
ности сапонинов, которые обуславливают вы-
раженные адъювантные свойства, в основном 

Рис. 5. Выживаемость экспериментальных животных, двукратно иммунизированных внутримышечно, после заражения 
адаптированным штаммом вируса гриппа A/California/04/2009 (H1N1)pdm09. В легенде приведены наименования групп: 
указана доза каждого гемагглютинина в смеси штаммов A/Guangdong-Maonan/SWL1536/2019 (H1N1)pdm09, A/Hong 
Kong/2671/2019 (H3N2), B/Washington/02/2019, B/Phuket/3073/2013 в комплексе с компонентом ИСКОМ Матрикс-BQ или 
без него, а также отрицательный контроль — Матрикс-BQ без антигена.

Fig. 5. Survival rates of experimental animals infected with mouse-adapted A/California/04/2009 (H1N1)pdm09 after two intra-
muscular immunisations. The legend names the study groups, indicating haemagglutinin concentrations of each strain (A/Guang-
dong-Maonan/SWL1536/2019 (H1N1)pdm09; A/Hong Kong/2671/2019 (H3N2); B/Washington/02/2019; B/Phuket/3073/2013) in 
the mixtures with or without Matrix-BQ, and the negative control group of Matrix-BQ without antigens.
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обусловленные Th1 иммунным ответом  [17]. 
В ходе исследования было установлено, что еди-
нообразно стандартизованные и полученные 
по одной технологии на основе сапонинов Си-
нюхи голубой и Квиллайи мыльной иммуности-
мулирующие комплексы обладают аналогичны-
ми свойствами.

Образцы сыворотки крови, полученные в по-
сле интраперитонеального введения комплек-
сов ИСКОМ с антигенами вируса гриппа, имеют 
сопоставимые значения титров. Коммерчески 
доступны сапонины Квиллайи мыльной. Сапо-

нины Синюхи голубой могут быть получены 
в больших количествах, так как это растение 
пригодно для промышленного культивирова-
ния. Данные адъюванты показали перспектив-
ные свойства с точки зрения производственных 
стратегий, предполагающих рациональное ис-
пользование антигенов. Даже после однократ-
ного интраперитонеального введения, на 28 
сут после иммунизации, препараты ИСКОМ-ан-
тиген, содержавшие комплексы 0,1 ИМЛД50 
Матрикс-BР или 0,1 ИМЛД50 Матрикс-BQ 
с 2 мкг гемагглютинина каждого вакцинно-
го штамма A/Brisbane/02/2018 (H1N1)pdm09, 
A/ Kansas/14/2017 (H3N2), B/Colorado/06/2017, 
вызывали достоверное кратное увеличение 
титров по сравнению с введением антигена 
(7,5 мкг антигена) без ИСКОМ адъюванта. В экс-
периментальных работах, проведенных ранее, 
было показало, что антитела в титре в РТГА 
более 1:320 к антигену (H1N1)pdm09 способ-
ны защищать животное от заражения вирусом 
гриппа данного подтипа, а значения титров бо-
лее 1:40 — от гибели [16]. Полученные в этом ис-
следовании результаты свидетельствуют о том, 
что от летального исхода при заражении адапти-
рованным к мышам штаммом вируса гриппа 
A/ California/04/09 (H1N1)pdm09 защищает им-
мунизация такими концентрациями антигенов, 
ответ на которые не фиксируется в РТГА, то есть 
менее 1:10. Несмотря на то что гриппозные ан-
тигены, производимые в развивающихся кури-
ных эмбрионах (РКЭ), могут иметь серологиче-
ские отличия от эпидемических штаммов и их 
культуральных изолятов, иммунный ответ, фор-
мируемый на двукратное внутримышечное вве-
дение таких низких доз антигенов, полученных 
с использованием РКЭ, как 0,2 мкг, не приводя-
щий к выработке антител в количествах, детек-
тируемых в РТГА, может являться протективным 
и предотвращать гибель экспериментальных 
животных при заражении культуральным штам-
мом вируса гриппа A/California/04/2009 
(H1N1)pdm09, прошедшим 8 пассажей на мышах.

После двукратного введения препаратов 
ИСКОМ-антиген у мышей сформировались такие 
высокие титры антител в сыворотке крови, уро-
вень которых гипотетически может способство-
вать формированию стерилизующего иммуни-
тета к вирусам гриппа, при достижении которого 
можно было бы стремиться к эрадикации гриппа 
наравне с корью и полиомиелитом при широком 
распространении такого типа вакцин. Это тре-
бует подтверждения в экспериментах с исполь-
зованием более крупных животных, у которых 
возможно взятие назальных смывов для количе-
ственных исследований репликации вируса.

Рис. 6. Данные реакции торможения гемагглютинации с об-
разцами сыворотки крови иммунизированных двукратно 
внутримышечно мышей, инфицированных адаптированным 
летальным штаммом вируса гриппа A/ California/04/2009 
(H1N1)pdm09. Ось абсцисс — группы экспериментальных жи-
вотных: 1 — Матрикс-ВQ + 5 мкг антигена; 2 — Матрикс-ВQ + 
1 мкг антигена; 3 — Матрикс-BQ + 200 нг антигена; 4 — Ма-
трикс-BQ + 50 нг антигена; 5 — 5 мкг антигена; 6 — 1 мкг ан-
тигена; 7 — 200 нг антигена; 8 — 50 нг антигена; 9 — Матрикс 
BQ без антигена (отрицательный контроль). Ось ординат — 
среднее геометрическое значений обратных титров анти-
тел. На гистограмме указаны данные о титрах антител до 
заражения животных штаммом A/ California/04/2009 (H1N1)
pdm09 (  ) и после заражения (   ). Вертикальные маркеры 
погрешностей указывают значения доверительного интер-
вала при P=0,95.

Fig. 6. Data on haemagglutination inhibition reactions in mice 
serum samples after two intramuscular immunisations and 
infection with the A/California/04/2009 (H1N1)pdm09 strain 
adapted and lethal to mice. The X-axis shows the experimen-
tal animal groups: (1) Matrix-BQ + 5 μg of each antigen; (2) 
Matrix-BQ + 1 μg of each antigen; (3) Matrix-BQ + 200 ng of 
each antigen; (4) Matrix-BQ + 50 ng of each antigen; (5) 5 μg of 
each antigen; (6) 1 μg of each antigen; (7) 200 ng of each anti-
gen;  (8) 50 ng of each antigen; (9) the negative control group 
of Matrix-BQ without antigens. The Y-axis represents geomet-
ric means of reciprocal antibody titres. The boxes indicate an-
tibody titres to A/California/04/2009 (H1N1)pdm09 before (  ) 
and after infection (    ). Whiskers reflect confidence intervals 
at P=0.95.
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Можно предположить возможность рассмо-
трения вопроса об универсальной гриппозной 
вакцине. В настоящее время под универсаль-
ной вакциной в основном понимают препарат 
равноэффективный в отношении всех вирусов 
гриппа в течение продолжительного периода 
времени. Для этих целей рассматривают воз-
можность иммунизации высококонсерватив-
ными компонентами вириона — матриксным 
белком или нуклеопротеином [18]. Серологи-
ческий анализ, проведенный нами в данном 
исследовании, показывает, что при использо-
вании препаратов ИСКОМ-антиген антитела 
имеют кросс-реактивность к циркулировавшим 
ранее штаммам гриппа на протективном уров-
не. Наиболее ярким свидетельством этого яв-
ляется то, что значения СГТ антител к допан-
демическому штамму A/Solomon Islands/03/06 
(H1N1) при двукратной интраперитонеаль-
ной иммунизации антигенами, входившими 
в вакцину сезона 2019–2020  гг., составили 
113,2 (167,5–76,5) и 56,6 (83,7–38,2) для групп 
животных, иммунизированных препаратами 
ИСКОМ-антиген: комплексами 7,5 и 2 мкг каж-
дого антигена и 0,1 ИМЛД50 Матрикс-BQ со-
ответственно. Эти значения статистически 
неразличимы со значениями титров антител 
к использовавшемуся при иммунизации штам-
му A/ Brisbane/02/2018 (H1N1)pdm09 на 28  сут 
в группе животных, однократно интраперито-
неально иммунизированных вакциной в дозе 
7,5 мкг. Штаммы разделяет не только 12-лет-
ний интервал циркуляции, но и то, что пред-
шественник A/ Brisbane/02/2018 (H1N1)pdm09 
в это время циркулировал в популяциях свиней.

Также заслуживает внимания факт, 
что образцы сыворотки крови мышей, получен-
ные при иммунизации компонентом вакцины 
B/Colorado/06/2017 (B/Victoria), имеют значе-
ния СГТ антител к штамму B/Brisbane/60/2008 
(Victoria) в интервале 1:1902,7–1:2262,7 в зависи-
мости от группы животных, и эти титры статисти-
чески неразличимы (P=0,95) в сравнении с титра-
ми к гомологичному штамму B/Colorado/06/2017 
(B/Victoria). Для исследованных негомологич-
ных штаммов подтипа H3N2 значения СГТ ан-
тител были ниже по сравнению со значениями 
титров в РТГА со штаммом A/Kansas/14/2017 
(H3N2), использовавшимся при иммунизации, 
но они также позволяют говорить не только 
о протективном, но и, вероятно, стерилизующем 
иммунитете для временного интервала 10 лет.

Отдельно стоит обратить внимание на дан-
ные по кросс-реактивности полученных сыво-
роток с изолятами вируса гриппа «дикого» типа, 
выделенными на клеточной культуре MDCK. 

Для исследованных в этой работе антигенов 
штаммов A/(H1N1)pdm09 нет достоверных раз-
личий между образцами, полученными в РКЭ, 
и культуральными изолятами, циркулировав-
шими 11 лет назад (табл. 1). В Российской Фе-
дерации производство инактивированных грип-
позных вакцин основано на культивировании 
штаммов-продуцентов в РКЭ. За счет адаптации 
к клеткам птиц вирус изменяется, и после имму-
низации наблюдается снижение кросс-реактив-
ности с изолятами вируса гриппа «дикого» типа. 
Анализ образцов сыворотки крови, полученных 
в этом исследовании при иммунизации мышей 
антигенами, полученными в РКЭ, в составе ком-
плекса ИСКОМ-антиген, показал, что между зна-
чениями СГТ, определенными при постановке 
РТГА с использованием штаммов-продуцентов, 
адаптированных к РКЭ, и «диких» культураль-
ных изолятов подтипа A/(H1N1)pdm09 не вы-
является статистически достоверных различий. 
Эти данные сопоставимы с аналогичными ре-
зультатами, полученными ранее [19, 20].

Заключение
В результате выполнения данной работы 

создана лабораторная технология получения 
ИСКОМ адъювантов с использованием сапо-
нинов Синюхи голубой и Квиллайи мыльной. 
Структура препаратов была изучена с помощью 
электронной микроскопии, установлена иден-
тичность ИСКОМ адъюванта Матрикс-BQ адъю-
ванту Matrix-M (Novavax, США). Исследование 
биологических свойств показало, что получен-
ные нами препараты аналогичны адъювантам, 
используемым в производстве вакцины против 
COVID-19 NVX-CoV2373 и гриппозной вакцины 
NanoFlu (Novavax, США).

Результатом внедрения ИСКОМ адъюван-
тов Матрикс-BQ и Матрикс-BP может стать 
существенное снижение потребности в ан-
тигенах вирусов при производстве вакцин. 
Опираясь на полученные данные, можно 
высказать предположение, что при исполь-
зовании Матрикс-ВР и Матрикс-BQ или ана-
логичных адъювантов возможно достигнуть 
экономии антигенов в 15–30 раз для препа-
ратов, вводимых однократно, и 150–300 раз 
для препаратов, вводимых двукратно и бо-
лее. Эффективность использования препа-
ратов Матрикс-ВP и Матрикс-BQ в разработ-
ке вакцин для профилактики инфекционных 
заболеваний, показанная в нашем исследо-
вании, позволяет считать целесообразным 
рассмотрение возможности их применения 
также и при разработке иммунокорректиру-
ющих препаратов.
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Разработка технологии приготовления 
сухой питательной среды для производства 
сибиреязвенной вакцины
Д.А. Шаров, А.А. Лещенко , Е.А. Коваленко, Д.В. Боровской, В.В. Крупин, 
С.В. Багин, Д.А. Мохов, А.Г. Лазыкин, И.В. Косенков, А.Н. Мошков

Филиал Федерального государственного бюджетного учреждения «48 Центральный научно-
исследовательский институт» Министерства обороны Российской Федерации (г. Киров), 
Октябрьский проспект, д. 119, Киров, 610000, Российская Федерация

 Лещенко Андрей Анатольевич; 23527@mil.ru

Резюме	 В настоящее время при производстве вакцины сибиреязвенной живой для глубинного вы-
ращивания штамма Bacillus anthracis СТИ-1 используется жидкая питательная среда, недо-
статками которой являются малый срок годности — не более одного месяца и узкий диапа-
зон температуры ее хранения: от 2 до 8 °С. Сухие питательные среды (ПС) обладают рядом 
неоспоримых преимуществ: их можно хранить от 2 до 5 лет при температуре от 2 до 30 °С 
без консервантов; они транспортабельны, удобны в применении и стандартны в сохранении 
свойств. Цель работы: разработка технологии приготовления сухой ПС для производства 
сибиреязвенной вакцины. Материалы и методы: в исследованиях использовали вакцинный 
штамм B. anthracis СТИ-1 и ПС, состоящую из смеси ферментативного гидролизата казеина 
и раствора обработанного кукурузного экстракта в соотношении 70 и 30%, для культиви-
рования сибиреязвенного микроба. Обезвоживание ПС осуществляли на установке распы-
лительного типа. Экспериментальные серии сухой ПС оценивали по физико-химическим 
показателям на соответствие требованиям нормативной документации. Срок годности 
определяли методом «ускоренного старения». С использованием сухой ПС готовили вак-
цину сибиреязвенную живую и проводили оценку показателей качества препарата на со-
ответствие требованиям нормативной документации. Результаты: разработана технология 
приготовления сухой ПС (скорость подачи ПС на сушку от 20 до 25 дм3/ч, давление сжатого 
воздуха в распылителе 0,02 МПа, температура воздуха на входе в сушильную камеру от 118 
до 122 °С, температура воздуха на выходе — от 85 до 90 °С). По этой технологии получе-
ны 3 серии экспериментальной сухой ПС. Показано, что разработанная технология вос-
производима, а экспериментальные серии сухой ПС по изученным показателям отвечают 
предъявляемым требованиям. Срок годности сухой ПС, установленный с использованием 
метода «ускоренного старения», не менее 3 лет при температуре хранения от 2 до 30 °С. 
Экспериментально подтверждена возможность использования сухой ПС в технологии про-
изводства сибиреязвенной вакцины. Приготовленный препарат по основным показате-
лям качества отвечает требованиям нормативной документации. Выводы: разработанная 
технология позволяет получить сухую ПС стандартную с увеличенным сроком хранения 
и удобную при использовании в производстве вакцины сибиреязвенной живой.

Ключевые слова:	 технология; ферментативный гидролизат казеина; кукурузный экстракт; питательная сре-
да; сибиреязвенная вакцина; сушильная установка
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Development of a technology for the 
preparation of a dry nutrient medium for 
anthrax vaccine production
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Branch Office of the 48th Central Scientific Research Institute (Kirov), 119 Oktyabrsky Ave, Kirov 
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 Andrey A. Leshchenko; 23527@mil.ru

Abstract	 Currently, submerged cultivation of the Bacillus anthracis STI-1 strain for live anthrax vac-
cine production requires liquid nutrient media, which have disadvantages of a short shelf life 
(no more than one month) and a narrow range of storage temperatures (2–8 °С). Dry media, in 
contrast, have a number of indisputable advantages: such media are transportable and easy to 
use, have a standard capability to retain properties, and can be stored without preservatives at 
2–30 °С for 2–5 years. The aim of this work was to develop a technology for the preparation of 
a dry nutrient medium for anthrax vaccine production. Materials and methods: The study used 
the Bacillus anthracis STI-1 vaccine strain and a nutrient medium for its cultivation, containing 
a 70:30 mixture of an enzymatic digest of casein and a pre-processed corn extract solution. 
Drying of the nutrient medium was carried out on a spray-drying unit. The authors evaluated 
physicochemical parameters of experimental medium batches. The shelf life was determined 
by an accelerated stability study. The dry nutrient medium was used to produce a live anthrax 
vaccine. Quality attributes of the vaccine were assessed for compliance with regulatory re-
quirements. Results: The authors developed the dry media production technology. According 
to it, the liquid nutrient medium is fed to the drying unit at a rate of 20–25 dm3/h. The spray 
air pressure is 0.02 MPa. Temperatures at the drying chamber inlet and outlet are 118–122 °С 
and 85–90 °С, respectively. The technology was used to obtain 3 experimental batches of the 
dry medium. The study results demonstrate that the technology is reproducible, and the tested 
quality attributes of experimental medium batches are consistent with the requirements. Ac-
cording to the accelerated stability study, the shelf life of the dry nutrient medium at 2–30 °С 
is at least 3 years. Experiments demonstrated the possibility of using the dry nutrient medium 
for live anthrax vaccine production. Critical quality attributes of the vaccine obtained with the 
medium met regulatory requirements. Conclusions: The developed technology allows for the 
production of a standard dry nutrient medium with a prolonged shelf life, which is convenient 
for live anthrax vaccine production.

Key words:	 production technology; enzymatic digest of casein; corn extract; nutrient medium; anthrax 
vaccine; drying unit

For citation:	 Sharov D.A., Leshchenko A.A., Kovalenko E.A., Borovskoy D.V., Krupin V.V., Bagin S.V., Mo
khov  D.A., Lazykin A.G., Kosenkov I.V., Moshkov A.N. Development of a technology for the 
preparation of a dry nutrient medium for anthrax vaccine production. BIOpreparaty. Profilaktika, 
diagnostika, lechenie = Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment.  2022;22(2):187–195. 
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-2-187-195

1	 О состоянии санитарно-эпидемиологического благополучия населения в Российской Федерации в 2020 году: Государ-
ственный доклад. М.: Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека; 
2021. https://www.rospotrebnadzor.ru/upload/iblock/5fa/gd-seb_02.06-_s-podpisyu_.pdf

Введение
Сибирская язва относится к особо опасным ин-

фекционным заболеваниям, которое встречает-
ся как в нашей стране, так и за рубежом1. Одним 
из путей осуществления контроля за сибирской 

язвой в Российской Федерации является совер-
шенствование производства средств специфи-
ческой профилактики надлежащего качества [1]. 
В Российской Федерации для профилактики си-
бирской язвы в соответствии с национальным 
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календарем прививок по эпидемическим пока-
заниям используется вакцина сибиреязвенная 
живая, лиофилизат для приготовления суспен-
зии для подкожного введения и накожного ска-
рификационного нанесения, выпускаемая ФГБУ 
«48 ЦНИИ» Минобороны России2 [2].

Анализ технологии производства вакцины по-
казал, что одной из наиболее критических ста-
дий, влияющих на качество конечного продук-
та и стабильность выпуска препарата, является 
стадия приготовления питательной среды (ПС).

Для получения нативной споровой культуры 
Bacillus anthracis вакцинного штамма СТИ-1 ис-
пользуется жидкая ПС, содержащая в качестве 
питательной основы ферментативный гидро-
лизат казеина (ФГК) и раствор обработанного 
кукурузного экстракта (КЭ). Приготовление ПС 
осуществляется в течение 48 ч перед глубин-
ным культивированием на специально обо-
рудованном участке. Несмотря на то что ПС 
обеспечивает питательные потребности сиби-
реязвенного микроба, для нее характерны от-
дельные недостатки, основными из которых яв-
ляются малый срок годности — не более одного 
месяца и узкий диапазон температур хранения: 
от 2 до 8 °С3.

Современный рынок микробиологических 
питательных основ и сред4 представлен в по-
давляющем своем большинстве сухими форма-
ми препаратов5. Сухие ПС в отличие от жидких 
обладают целым рядом неоспоримых преиму-
ществ: их можно хранить от 2 до 5 лет при тем-
пературе от 2 до 30 °С без консервантов; такие 
среды транспортабельны, удобны в применении 
и стандартны в сохранении физико-химических 
и биологических свойств6.

Все это определяет актуальность исследова-
ний по разработке технологии сухой формы ПС, 
внедрение которой в практику позволит повы-
сить стабильность препарата и обеспечить не-
прерывность выпуска вакцины.

Цель работы — разработка технологии при-
готовления сухой ПС для производства сибире-
язвенной вакцины.

2	 Государственный реестр лекарственных средств (по состоянию на 06.05.2022). http://grls.rosminzdrav.ru/grls.aspx
3	 Промышленный регламент ПР № 08461522-26-19 на производство вакцины сибиреязвенной живой лиофилизата для при-

готовления суспензии для подкожного введения, накожного скарификационного нанесения. Утв. нач. НИЦ «48 ЦНИИ» 
Минобороны России, г. Киров; 2019.

4	 Справочник по микробиологии Merck, 2021.
5	 Питательные среды. Каталог продукции. https://sredy-obolensk.ru/produkciya
6	 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 11.08.2020 № 100 «О Фармакопее Евразийского экономи-

ческого союза».
7	 Методические указания МУК 4.2.2316-08 Методы контроля бактериологических питательных сред. М.: Федеральный 

центр гигиены и эпидемиологии Роспотребнадзора; 2008.
8	 Там же.

Материалы и методы
Материалы:
	– в исследованиях использовали вакцинный 
штамм Bacillus anthracis СТИ-1. Штамм полу-
чен из Государственной коллекции возбуди-
телей бактериальных инфекций, используе-
мых для разработки и оценки эффективности 
медицинских средств биологической защиты, 
филиала ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны Рос-
сии (г. Киров);

	– жидкая ПС для культивирования сибиреязвен-
ного микроба, состоящая из смеси фермен-
тативного гидролизата казеина и раствора 
обработанного кукурузного экстракта в соот-
ношении 70 и 30%. 
Ферментативный гидролизат казеина и обра-

ботанный КЭ приготовлены на производствен-
ной базе организации и использованы в течение 
срока их годности.

Методы
Обезвоживание ПС, состоящей из смеси ФГК 

и раствора обработанного КЭ, осуществляли 
на установке распылительного типа А1-ФМУ (за-
вод «Продмаш», г. Донецк).

Готовую сухую ПС оценивали по следующим 
физико-химическим показателям: «Внешний 
вид», «Растворимость», «Прозрачность и цвет-
ность», «Содержание общего азота и аминного 
азота», «Концентрация ионов водорода», «Поте-
ря в массе при высушивании»7.

Предварительную оценку срока годности 
сухой ПС проводили методом «ускоренно-
го старения»8. Метод «ускоренного старения» 
заключался в выдерживании испытуемой ПС 
при температурах, превышающих среднюю тем-
пературу хранения, с последующим изучением 
показателей ее качества. Срок годности вычис-
ляли по формуле (1):

	 C = K Cэ = 2
tэ -20

2
Cэ ,	

(1)

где С — срок хранения (годности) при стандартных 
условиях, мес.; K — коэффициент соответствия 
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срока экспериментального хранения при повы-
шенной температуре сроку хранения при стан-
дартной температуре, равной 20 °С; Сэ  — срок 
экспериментального хранения, мес.; 2 — при-
нятое значение температурного коэффициента 
скорости химических реакций; tэ — температура 
экспериментального хранения, °С.

За срок экспериментального хранения (Сэ) 
принимали максимальное время хранения пре-
парата при повышенных температурах, в те-
чение которого все показатели качества нахо-
дились в допустимых пределах. Срок годности 
препарата определяли как величину, рассчитан-
ную по формуле (1) за вычетом 3 месяцев.

Сибиреязвенную вакцину готовили с исполь-
зованием экспериментальной сухой ПС в со-
ответствии с промышленным регламентом ПР 
08461522-11-199.

Изучение физико-химических и иммунобио-
логических свойств приготовленной вакцины си-
биреязвенной живой выполняли методами, из-
ложенными в нормативной документации (НД)10.

Испытания специфической безопасности 
и иммуногенности вакцины выполняли на лабо-
раторных животных. Эксперименты проводили 
на морских свинках массой 275±25 г и кроликах 
массой 2–2,5 кг. В работе использовали здоро-
вых животных, полученных из питомника фи-
лиала ФГБУ  «48 ЦНИИ» Минобороны России (г. 
Киров). Морских свинок и кроликов выдержива-
ли на стандартном рационе с достаточным коли-
чеством воды в течение 10 суток. Эксперименты 
на животных осуществляли в соответствии с Ди-
рективой Европейского парламента и Совета Ев-
ропейского союза от 22.09.201011.

Достоверность результатов оценивали с ис-
пользованием критерия Стьюдента при уровне 
доверительной вероятности 0,95 [3].

Результаты и обсуждение
При разработке технологии приготовления 

ПС с улучшенными свойствами для производ-
ства сибиреязвенной вакцины осуществляли 
выбор способа и условий обезвоживания жид-
кой ПС, содержащей ФГК (70%) и раствор обра-
ботанного КЭ (30%).

При всем многообразии существующих 
способов обезвоживания и их аппаратурного 
оформления наиболее производительным и эко-

9	 Промышленный регламент ПР № 08461522-26-19 на производство вакцины сибиреязвенной живой лиофилизата для при-
готовления суспензии для подкожного введения, накожного скарификационного нанесения. Утв. нач. НИЦ «48 ЦНИИ» 
Минобороны России, г. Киров; 2019.

10	 Нормативная документация Р N001273/01-161019 Вакцина сибиреязвенная живая, лиофилизат для приготовления су-
спензии для подкожного введения и накожного скарификационного нанесения.

11	 Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the Council of 22 September 2010 on the protection of animals used 
for scientific purposes. http://data.europa.eu/eli/dir/2010/63/oj

номически целесообразным является сушка рас-
пылением. Специфические особенности данного 
процесса обезвоживания обуславливают воз-
можность его использования для большинства 
термолабильных продуктов, и в том числе ми-
кробиологических питательных основ и сред [4].

Высушивание жидкой ПС проводили на рас-
пылительной сушильной установке типа А1-Ф-
МУ с виброкипящим слоем гранул инертного 
материала.

В ходе отработки процесса были выбраны сле-
дующие технологические параметры: скорость 
подачи ПС на сушку от 20 до 25 дм3/ч, давление 
сжатого воздуха в распылителе 0,02 МПа, тем-
пература воздуха на входе в сушильную камеру 
от 118 до 122 °С, температура воздуха на выходе 
из сушильной камеры от 85 до 90 °С. Используя 
данный режим обезвоживания, получили три 
экспериментальные серии ПС. Поскольку сухая 
ПС для производства вакцины сибиреязвенной 
живой разрабатывалась впервые, то при оценке 
физико-химических показателей эксперимен-
тальных серий руководствовались требования-
ми МУК 4.2.2316-08 и ПР № 08461522-26-19. Ре-
зультаты испытаний экспериментальных серий 
сухих ПС по физико-химическим показателям 
представлены в таблице 1.

Данные таблицы 1 свидетельствуют о том, 
что разработанная технология воспроизводима, 
а экспериментальные серии сухой ПС по изу-
ченным показателям отвечают предъявляемым 
требованиям.

Далее методом «ускоренного старения» опре-
деляли срок годности сухой ПС. Исследовались 
три экспериментальные серии сухой ПС, ко-
торые хранили в термостате при температу-
ре, превышающей рекомендованную на 30 °С 
(50  °С). Перерасчет срока экспериментального 
хранения на срок годности сухой ПС при стан-
дартных условиях выполняли по формуле (1).

В таблице 2 представлены результаты оценки 
физико-химических характеристик трех серий 
сухой ПС, хранившейся в условиях повышенной 
температуры.

Из представленных данных (табл. 2) следует, 
что по физико-химическим показателям образ-
цы ПС, хранившиеся в течение 5 мес. при тем-
пературе 50 °С, сохраняют свою стабильность, 
а образцы с 6- и 7-месячным сроком хранения 

http://data.europa.eu/eli/dir/2010/63/oj
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Таблица 1. Результаты испытаний экспериментальных серий сухой питательной среды по физико-химическим показателям
Table 1. Results of testing experimental batches of the dry nutrient medium for physical and chemical parameters

Наименование показателя,
ед. измерения

Parameter, measurement 
units

Требование НД
Regulatory requirements

Значение показателя для серии
Test results for batch No.

1 2 3

Внешний видa

Appearancea

Должно указываться физическое состояние, 
цветность
The physical form and colour of the medium should 
be indicated

Порошок, цвет коричневый
A brown powder

Растворимостьa

Solubilitya

Количество препарата (г), необходимое для 
приготовления конкретной серии ПС, должно 
растворяться при перемешивании и, если необ-
ходимо, при кипячении в течение 2–3 мин
The amount (g) required for a batch of the nutrient 
medium should dissolve with stirring and, if necessary, 
boiling within 2–3 min

ПС в количестве 2 г растворяется 
в 98 см3 дистиллированной воды при 
кипячении в течение 1 мин
2 g of the nutrient medium dissolves 
in 98 cm3 of boiling distilled water within 
1 min

Прозрачность 
и цветностьa

Clarity and colour of 
solutiona

Раствор ПС должен быть прозрачным, 
с указанием оттенка перед основным цветом
The nutrient medium solution should be clear. A shade 
is indicated before the main colour

2% раствор ПС прозрачный, 
желто-коричневого цвета
2% solution of the nutrient medium is clear 
and yellow-brown

Потеря в массе 
при высушивании, %a

Loss on drying, %a

5,0, не более
No more than 5.0 2,8 2,9 2,9

Содержание общего 
азота, %a, b

Total nitrogen, %a, b

От 8,5 до 11,5
8.5 to 11.5 9,6 10,6 10,2

Содержание аминного 
азота, %a, b

Amino-nitrogen, %a, b

От 2,5 до 4,5
2.5 to 4.5 3,3 4,2 4,4

Концентрация ионов 
водорода 2% водного 
раствора, ед. рНb

Concentration of hydrogen 
ions in 2 % aqueous solution, 
pH unitsb

От 7,4 до 8,0
7.4 to 8.0 7,8 7,8 7,9

Примечание. НД — нормативная документация; ПС — питательная среда.
a Методические указания МУК 4.2.2316-08. Методы контроля бактериологических питательных сред. М.: Федеральный центр 
гигиены и эпидемиологии Роспотребнадзора; 2008.
b Промышленный регламент ПР № 08461522-26-19 на производство вакцины сибиреязвенной живой лиофилизата для при-
готовления суспензии для подкожного введения, накожного скарификационного нанесения. Утв. нач. НИЦ «48 ЦНИИ» Ми-
нобороны России, г. Киров; 2019.
a Guidelines MUK 4.2.2316-08. Methods for controlling bacteriological culture media. Moscow: Federal Centre for Hygiene and 
Epidemiology of Rospotrebnazdor; 2008.
b Industrial regulation PR No. 08461522-26-19 for the production of lyophilised live anthrax vaccines for suspension for subcuta-
neous administration or scarification. Approved by the Head of the Branch Office of the 48th Central Scientific Research Institute, 
Kirov; 2019.
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Таблица 2. Физико-химические показатели экспериментальных серий сухой питательной среды, хранившихся при повы-
шенной температуре
Table 2. Physicochemical parameters of the experimental batches of the dry nutrient medium, stored at elevated temperatures

Наименование 
показателя,

ед. измерения
Parameter, 

measurement units

Требование НД
Regulatory requirements

Номер
cерии
Batch 

number

Срок экспериментального хранения / Срок хранения при 
стандартных условиях, мес.

Experimental shelf life / Shelf life under standard conditions, 
months

0/0 3/24 4/32 5/40 6/48 7/56

Внешний видa

Appearancea
Должны указываться физи-
ческое состояние, цветность
The physical form and colour of 
the medium should be indicated

1 Мелкодисперсный гомогенный порошок коричневого 
цвета
A fine homogeneous brown powder

2

3

Растворимостьa

Solubilitya
Количество препарата (г), 
необходимое для приго-
товления конкретной серии 
ПС, должно растворяться 
при перемешивании и, если 
необходимо, при кипячении 
в течение 2–3 мин
The amount (g) required for a 
batch of the nutrient medium 
should dissolve with stirring 
and, if necessary, boiling within 
2–3 min

1

Препарат в количестве 2 г раство-
ряется в 98 см3 дистиллированной 
воды при кипячении в течение 
1 мин
2 g of the nutrient medium dissolves in 
98 cm3 of boiling distilled water within 
1 min

Препарат 
в количестве 2 г 
растворяется 
в 98 см3 дис-
тиллированной 
воды при кипя-
чении в течение 
4 мин
2 g of the nutrient 
medium dissolves 
in 98 cm3 of 
boiling distilled 
water within 4 min

2

3

Потеря в массе при 
высушивании, %a

Loss on drying, %a

5,0, не более
No more than 5.0

1 2,8 3,2 3,3 3,7 4,0 4,0

2 2,9 3,2 3,4 3,6 3,9 4,0

3 2,9 3,2 3,3 3,6 4,0 4,1

Содержание общего 
азота, %b

Total nitrogen, %b

От 8,5 до 11,5
8.5 to 11.5

1 9,6 9,5 9,6 9,6 9,6 9,6

2 10,6 10,6 10,5 10,5 10,6 10,6

3 10,2 10,1 10,1 10,1 10,2 10,2

Содержание 
аминного азота, %b

Amino-nitrogen, %b

От 2,5 до 4,5
2.5 to 4.5

1 3,3 3,3 3,1 3,0 3,0 3,0

2 4,2 4,2 4,1 4,2 4,1 4,2

3 4,4 4,3 4,4 4,4 4,3 4,4

Концентрация ионов 
водорода
2% водного 
раствора, ед. рНb

Concentration of 
hydrogen ions in 2% 
aqueous solution, pH 
unitsb

От 7,4 до 8,0
7.4 to 8.0

1 7,8 7,8 7,7 7,7 7,1 7,0

2 7,8 7,8 7,7 7,6 6,9 6,8

3 7,9 7,8 7,7 7,6 6,9 6,8

Примечание. НД — нормативная документация; ПС — питательная среда.
a Методические указания МУК 4.2.2316-08 Методы контроля бактериологических питательных сред. М.: Федеральный центр 
гигиены и эпидемиологии Роспотребнадзора; 2008.
b Промышленный регламент ПР № 08461522-26-19 на производство вакцины сибиреязвенной живой лиофилизата для при-
готовления суспензии для подкожного введения, накожного скарификационного нанесения. Утв. нач. НИЦ «48 ЦНИИ» Ми-
нобороны России, г. Киров; 2019.
a Guidelines MUK 4.2.2316-08. Methods for controlling bacteriological culture media. Moscow: Federal Centre for Hygiene and 
Epidemiology of Rospotrebnazdor; 2008.
b Industrial regulation PR No. 08461522-26-19 for the production of lyophilised live anthrax vaccines for suspension for subcuta-
neous administration or scarification. Approved by the Head of the Branch Office of the 48th Central Scientific Research Institute, 
Kirov; 2019.
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Таблица 3. Основные показатели качества серий вакцины сибиреязвенной живой, полученной с использованием экспери-
ментальных серий сухой питательной среды
Table 3. Main quality attributes of live anthrax vaccine batches obtained using experimental batches of the dry nutrient medium

Наименование показателя,
ед. измерения

Parameter, measurement 
units

Требование нормативной документации
Regulatory requirements

Значение показателя для серии
Test results for batch No.

1 2 3

Описание
Description

Пористая масса серовато-белого или 
желтовато-белого цвета с коричневатым 
оттенком.
Восстановленный препарат — непрозрачная 
гомогенная суспензия серовато-белого или 
желтовато-белого цвета без посторонних 
включений
The lyophilised vaccine should be a porous 
grayish-white or yellowish-white mass with 
a brownish tint.
The reconstituted vaccine should be an opaque 
homogeneous grayish-white or yellowish-white 
suspension free of foreign matter

Пористая масса желтовато-белого цвета 
с коричневатым оттенком.
Восстановленный препарат — непрозрачная 
гомогенная суспензия серовато-белого цвета 
без посторонних включений
The lyophilised vaccine is a porous grayish-white 
or yellowish-white mass with a brownish tint. 
The reconstituted vaccine is an opaque 
homogeneous greyish-white suspension free 
of foreign matter

Подлинность
Identification

Должна содержать чистую культуру вакцин-
ного штамма B. anthracis СТИ-1
The vaccine should contain a pure culture of the 
B. anthracis STI-1 vaccine strain

Содержит чистую культуру вакцинного штамма 
B. anthracis СТИ-1
The vaccine contains a pure culture of the 
B. anthracis STI-1 vaccine strain

Время растворения, мин
Dissolution time, min

5,0, не более
No more than 5.0 3 3 2

Седиментативная 
устойчивость, мин
Sedimentation stability, min

Суспензия не должна расслаиваться 
в течение 5 мин
The suspension should not separate within 5 min

Суспензия не расслаивается в течение 5 мин
The suspension does not separate within 5 min

рН, ед. рН
pH, pH units

От 6,8 до 8,3
6.8 to 8.3 7,8 7,9 7,8

Потеря в массе 
при высушивании, %
Loss on drying, %

5,0, не более
No more than 5.0 2,2 2,4 2,8

Средняя масса и отклоне-
ние от средней массы, %
Average mass and deviation 
from average mass, %

5,0, не более
No more than 5.0

1,9 2,1 1,9

Отсутствие посторонних 
бактерий и грибов
Bacteria and fungi

Не должна содержать посторонних бактерий 
и грибов
The vaccine should not contain contaminating 
bacteria and fungi

Вакцина не содержит посторонних бактерий 
и грибов
The vaccine does not contain contaminating 
bacteria and fungi

Специфическая безопас-
ность
Specific safety

Должна быть безопасной
The vaccine should be safe

Вакцина безопасна
The vaccine is safe

Иммуногенность для мор-
ских свинок
Immunogenicity for guinea 
pigs

Индекс иммунитета должен быть не менее 
10000
The immunity index should be at least 10000

Индекс 
иммунитета 
251000
The immunity 
index is 251000

Индекс 
иммунитета 
398000
The immunity 
index is 
398000

Индекс 
иммунитета 
630000
The immunity 
index is 
630000

Специфическая активность:
Potency:

1. Общая концентрация 
спор
1. Total spores

4–6 млрд спор в ампуле
4–6 billion per ampoule

5,1 млрд спор 
в ампуле
5.1 billion per 
ampoule

5,3 млрд спор 
в ампуле
5.3 billion per 
ampoule

4,8 млрд спор 
в ампуле
4.8 billion per 
ampoule

2. Количество живых спор
2. Live spores

Не менее 40% от общей концентрации
Not less than 40% of the total concentration

53% от общей 
концентрации
53% of the total 
concentration

62% от общей 
концентрации
62% of the total 
concentration

67% от общей 
концентрации
67% of the total 
concentration
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не соответствуют требованиям НД по показате-
лям растворимости и концентрации ионов водо-
рода. Исходя из этого расчетный срок годности 
сухой ПС составил 36 мес.

На основе экспериментальных серий сухой 
ПС, хранившихся в течение 5 мес. при темпера-
туре 50 °С, были приготовлены три серии вакци-
ны сибиреязвенной живой и проведена оценка 
показателей качества препаратов на соответ-
ствие требованиям НД12. Результаты проведен-
ных исследований представлены в таблице 3.

Все серии вакцины сибиреязвенной живой 
(табл. 3), приготовленные с использованием экс-
периментальных серий сухой ПС, хранившихся 
5 мес. при температуре 50 °С, по основным по-
казателям качества отвечают требованиям НД.

Таким образом, процесс распылительного 
обезвоживания позволяет приготовить сухую ПС 
на основе ФГК и КЭ, удовлетворяющую требова-
ниям НД. Приготовленная таким образом сухая ПС 
обладает увеличенным сроком хранения и удобна 

при использовании в производстве вакцины си-
биреязвенной живой. На разработанную техноло-
гию получения сухой ПС получен патент [5].

Заключение
Разработанная технология распылительного 

обезвоживания питательной среды со следую-
щими параметрами: скорость подачи питатель-
ной среды на сушку от 20 до 25 дм3/ч, давление 
сжатого воздуха в распылителе 0,02  МПа, тем-
пература воздуха на входе в сушильную камеру 
от 118 до 122  °С, температура воздуха на вы-
ходе от 85 до 90 °С позволяет получить сухую 
питательную среду, сохраняющую свои свойства 
при температуре от 2 до 30 °С в течение 3 лет.

Дальнейшие исследования целесообразно 
направить на разработку гранулированной фор-
мы питательной среды как более технологичной 
и удобной в производстве вакцины сибире-
язвенной живой.
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Разработка защитной среды высушивания 
и режима лиофилизации для стабилизации 
диагностикума эритроцитарного 
туляремийного иммуноглобулинового
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в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, ул. Советская, д. 13–15, 
г. Ставрополь, 355035, Российская Федерация

 Курчева Светлана Александровна; kurcheva@yandex.ru

Резюме	 Практическое применение эритроцитарных диагностических препаратов выявило недо-
статки, связанные с их транспортировкой на значительные расстояния с возможным не-
соблюдением режимов холодовой цепи, что может привести к полной потере их биоло-
гической активности. Для стабилизации основных свойств жидких форм эритроцитарных 
диагностических препаратов в настоящее время необходима разработка технологии по-
лучения лиофилизированных форм диагностикумов, которая позволит сохранить перво-
начальные свойства препарата в течение длительного времени. Цель работы: разработка 
защитной среды высушивания и режима лиофилизации для стабилизации диагностику-
ма эритроцитарного туляремийного иммуноглобулинового. Материалы и методы: были 
использованы вспомогательные вещества для подготовки защитных сред (желатин, тио-
мочевина, трегалоза, сахароза, декстран, твин 80). Для контроля чувствительности и спе
цифичности лиофилизированных диагностикумов использовали 9 штаммов гомологичных 
и гетерологичных микроорганизмов разных родов и видов. При изучении стабильности 
основных показателей качества препаратов для диагностики in vitro (внешний вид высу-
шенного препарата; потеря в массе при высушивании; растворимость, внешний вид вос-
становленного препарата; внешний вид препарата после отстаивания; чувствительность; 
специфичность) учитывали температуры различных климатических зон, в которых пред-
полагается их реализация и использование. Результаты: разработаны и использованы ста-
билизирующие защитные среды с различным составом, с последующей сублимационной 
сушкой препарата и постановкой контрольных исследований. Наиболее перспективной 
признана среда высушивания для эритроцитарных диагностикумов, содержащая в своем 
составе меньшее количество ингредиентов — 6% декстрана, 0,06% твин 80 и азид натрия 
до 0,01%, как наиболее простая в исполнении и обеспечивающая полное сохранение каче-
ственных показателей препарата. Отработан рентабельный 12–14-часовой режим лиофи-
лизации. Выводы: по совокупности полученных результатов изучения стабильности в ре-
альном времени (долговременная стабильность) и ускоренном исследовании стабильности 
лиофилизированных форм диагностикума показана возможность хранения в течение двух 
лет при регламентированной температуре от 2 до 8 °С, а также в условиях повышенных 
и пониженных температур при 30±2 °С и минус 18 °С соответственно. Отрицательного вли-
яния указанных температур на результаты контролируемых показателей не выявлено.

Ключевые слова:	 туляремия; среда высушивания; стабильность препаратов; реакция непрямой гемагглюти-
нации; лиофилизация
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Development of a protective lyophilisation 
medium and conditions to stabilise the 
erythrocyte diagnostic preparation of 
tularaemia immunoglobulin
S.A. Kurcheva , A.G. Koshkidko, I.V. Zharnikova, D.V. Rusanova, A.A. Semircheva, 
O.L. Startseva, E.V. Zhdanova, M.M. Kurnoskina, I.S. Tyumentseva

Stavropol Antiplague Institute, 13–15 Sovetskaya St., Stavropol 355035, Russian Federation

 Svetlana A. Kurcheva; kurcheva@yandex.ru

Abstract	 Liquid erythrocyte diagnostic preparations have a practical disadvantage; i.e., long-distance 
transportation involving possible non-compliance with cold-chain requirements may result in a 
complete loss of biological activity. A lyophilisation technology is necessary to ensure that the 
preparations retain their original properties for a long time. The aim of the work was to develop 
a protective medium and conditions for lyophilisation to stabilise the erythrocyte diagnostic 
preparation of tularaemia immunoglobulin. Materials and methods: Gelatin, thiourea, treha-
lose, sucrose, dextran, and Tween 80 were used as excipients for protective media. The authors 
used nine strains of homologous and heterologous microorganisms of different genera and 
species to control the lyophilised diagnostic preparation sensitivity and specificity. Evaluation 
of the main stability-related quality attributes (appearance of the dried preparation, loss on 
drying, solubility, appearance after reconstitution, appearance after settling, sensitivity, speci-
ficity) considered the temperatures specific to the climatic zones where the in vitro diagnostics 
is intended to be marketed and used. Results: The authors developed protective stabilising 
media with different compositions, used them in freeze-drying of the preparation and carried 
out control testing. The most promising was the lyophilisation medium containing a smaller 
amount of ingredients —6% of dextran, 0.06% of Tween 80 and up to 0.01% of sodium azide—as 
it was the simplest one to prepare and ensured complete preservation of the quality attributes. 
The authors carried out practical evaluation of lyophilisation procedures, and the 12–14-hour 
procedure proved to be the most cost-effective. Conclusions: The results of long-term, or real 
time, and accelerated stability testing of the lyophilised diagnostic preparation demonstrated 
the possibility of two-year storage at a labelled temperature of 2–8 °C, as well as at elevated 
and low temperatures of 30±2 °С and –18 °С, respectively. The tests showed no negative ef-
fects of the temperatures on the controlled quality attributes.

Keywords:	 tularaemia; lyophlisation medium; stability; indirect hemagglutination test; lyophilisation

For citation:	 Kurcheva S.A., Koshkidko A.G., Zharnikova I.V., Rusanova D.V., Semircheva A.A., Startseva O.L., 
Zhdanova E.V., Kurnoskina M.M., Tyumentseva I.S. Development of a protective lyophilisation 
medium and conditions to stabilise the erythrocyte diagnostic preparation of tularaemia immu-
noglobulin. BIOpreparaty. Profilaktika, diagnostika, lechenie = Biological Products. Prevention, Diag-
nosis, Treatment. 2022;22(2):196–207. https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-2-196-207

Введение
Туляремия — природно-очаговая зооноз-

ная инфекция, которая занимает относитель-

но скромное место в структуре инфекционной 
патологии человека по уровню регистрируе-
мой заболеваемости в Российской Федерации. 
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Актуальность проблемы определяется различ-
ными факторами и особенностями эпидеми-
ческого проявления инфекции, возбудитель 
которой принадлежит к особо опасным микро-
организмам II группы патогенности (опасности), 
способен вызывать эпидемические проявления 
чрезвычайного характера и является потенци-
альным агентом биотерроризма [1–3].

В связи со сказанным лабораторная диагно-
стика туляремии имеет важнейшее значение 
в комплексе противоэпидемических меропри-
ятий и складывается из индикации и иденти-
фикации возбудителя или его специфических 
антигенов и определения сывороточных анти-
тел у человека и восприимчивых животных [4, 
5]. При этом, как правило, на практике предпо-
чтение отдается серологическим и молекуляр-
но-генетическим методам, характеризующимся 
экспрессностью, высокой специфичностью, чув-
ствительностью1.

Несмотря на появление новых методов ис-
следования в лабораторной диагностике инфек-
ций, до сих пор остается актуальной реакция 
непрямой гемагглютинации (РНГА)2, обладаю-
щая высокой чувствительностью и простотой 
постановки [6].

Специалистами ФКУЗ Ставропольский проти-
вочумный институт Роспотребнадзора разрабо-
тана технология изготовления и осуществляется 
производство диагностикума эритроцитарного 
туляремийного иммуноглобулинового в жидкой 
форме «РНГА-Тул-Иг-СтавНИПЧИ» (срок годно-
сти 12 месяцев). Препарат допущен к обраще-
нию на территории Российской Федерации при-
казом Росздравнадзора3.

Основной и существенный недостаток эри-
троцитарных диагностикумов в жидкой фор-
ме связан со сложностью соблюдения условий 
хранения при транспортировке этих препаратов 
на значительные расстояния, при несоблюде-
нии температурного режима возможна полная 
потеря биологической активности диагности-
кума. В связи с этим возникла необходимость 
в разработке условий стабилизации эритроци-
тарных диагностикумов. Наиболее доступным 
и перспективным методом является лиофиль-
ное высушивание, направленное на максималь-
ное удаление свободной и частично связанной 
влаги. Сублимированные препараты сохраняют 

1	 Курчева СА. Разработка биотехнологии производства иммунобиологических препаратов для диагностики туляремии 
и индикации ее возбудителя: дис. … канд. биол. наук. Ставрополь; 2011.

2	 Жарникова ИВ. Методологические подходы и разработка биотехнологии иммунобиологических препаратов для диагно-
стики инфекционных особо опасных заболеваний и детекции их возбудителей: дис. … д-ра биол. наук. Ставрополь; 2004.

3	 Регистрационное удостоверение на медицинское изделие «Набор реагентов диагностикум эритроцитарный туля-
ремийный иммуноглобулиновый жидкий» («РНГА-Тул-Иг-СтавНИПЧИ») по ТУ 9388-023-01897080-2010 от 29.01.2014 
№ ФСР 2011/10271.

первоначальные свойства в течение длительно-
го периода хранения и становятся более устой-
чивыми к факторам внешнего воздействия, воз-
никающим при их транспортировке конечному 
потребителю [7–9].

За последние несколько лет были проведены 
многочисленные исследования, которые пока-
зали, что этапы замораживания и сушки в про-
цессе лиофилизации могут повлиять на структу-
ру и функцию белков, что приводит к потере их 
активности и устойчивости [10–12]. Применение 
сред высушивания позволяет защитить диагно-
стикумы при замораживании и лиофилизации. 
Следовательно, выбор состава защитных сред 
в оптимальной концентрации и выбор соот-
ветствующих параметров рабочего процесса 
во время лиофилизации имеют решающее зна-
чение для стабилизации белковых препаратов. 
Защитная среда должна иметь мелкопористую, 
достаточно плотную структуру, обязательно 
быть гидрофильной и характеризоваться невы-
сокой концентрацией компонентов, так как в слу-
чае невыполнения этих условий увеличивается 
время процесса лиофилизации, а повышенный 
уровень остаточной влажности может снизить 
растворимость препарата.

Цель работы — разработка защитной среды 
высушивания и режима лиофилизации для ста-
билизации диагностикума эритроцитарного ту-
ляремийного иммуноглобулинового.

Для достижения цели были поставлены сле-
дующие задачи:

	– осуществить подбор режима (условий) лио-
фильного высушивания и состава эффектив-
ных защитных сред, не влияющих на исход-
ные свойства диагностического препарата;

	– получить экспериментально-производствен-
ные серии лиофилизированной формы диагно-
стикума эритроцитарного туляремийного им-
муноглобулинового и провести верификацию 
характеристик препарата после лиофилизации. 
Методом ускоренного исследования стабиль-
ности определить срок годности лиофилизи-
рованного эритроцитарного диагностикума;

	– изучить долговременную стабильность функ-
циональных характеристик (в соответствии со 
сроком годности) лиофилизированной формы 
диагностикума эритроцитарного туляремий-
ного иммуноглобулинового и стабильность 
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препарата при хранении в различных темпе-
ратурных режимах.

Материалы и методы
Материалы

Декстран (AppllChem, Германия); сахароза 
(Sigma-Aldrich, США); трегалоза 100% (Swanson, 
США); желатин (HiMedia Laboratories, Индия); твин 
80 (Sigma-Aldrich, США); азид натрия (Molekula, 
Германия); хлорид натрия (ООО «ТД Малиновое 
Озеро», Россия); тиомочевина (Shandong Efirm 
Biochemistry and Environmental Protection Co., 
Ltd., Китай); питательная среда для культивиро-
вания и выделения туляремийного микроба су-
хая (FT-агар) (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск, Россия); 
агар Альбими (ФКУЗ Ставропольский противо-
чумный институт Роспотребнадзора, Россия); пи-
тательный агар для культивирования микроорга-
низмов, готовый к применению (агар Хоттингера) 
(ФКУЗ Ставропольский противочумный институт 
Роспотребнадзора, Россия); средство «Прогресс» 
по ТУ 2383-018-52662802-2002 с изм. № 1 (ООО 
«АМС Медиа», Россия); сыворотка диагности
ческая туляремийная сухая для реакции агглю-
тинации по ТУ 8852-003-01898090-2010 (ФКУЗ 
Иркутский научно-исследовательский проти-
вочумный институт Роспотребнадзора, Россия); 
натрия гидроокись (ООО «НПФ Невский химик», 
Россия); хлороформ очищенный (ПАО «Хим-
пром», Россия); формалин (ООО ОХК «Щекино-
азот», Россия); агар микробиологический (ООО 
«ЭКОлаб-Диагностика», Россия); вода дистилли-
рованная (изготовлена по ГОСТ Р 58144-2018); 
набор реагентов диагностикум эритроцитарный 
туляремийный иммуноглобулиновый жидкий 
(«РНГА-Тул-Иг-СтавНИПЧИ») (ФКУЗ Ставрополь-
ский противочумный институт Роспотребнадзо-
ра, Россия).

При выполнении работы использовали: 50% 
взвесь формалинизированных эритроцитов 
барана (серии 1–18), прошедших внутренний 
контроль на гомогенность и отсутствие склон-
ности к спонтанному склеиванию [13]; экспе-
риментальные серии IgG (фракционированные 
из туляремийных сывороток каприловым ме-
тодом), полученные в научно-производствен-
ной лаборатории препаратов для диагности-
ки особо опасных и других инфекций ФКУЗ 
Ставропольский противочумный институт Рос
потребнадзора.

4	 СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологические требования по профилактике инфекционных болезней» (утв. По-
становлением Главного государственного санитарного врача Российской Федерации от 28.01.2021 № 4).

5	  Общая фармакопейная статья 1.7.2.0008.15 Определение концентрации микробных клеток. Государственная фармако-
пея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.

При контроле специфичности и чувствитель-
ности лиофилизированного диагностикума ис-
пользовали штаммы гомологичных (Francisella 
tularensis holarctica 15  НИИЭГ, F.  tularensis 
holarctica Miura, F. tularensis nearctica Sсhu, 
F.  tularensis mediaasiatica 55) и гетерологичных 
(Brucella abortus 544, B. melitensis 16-M, B. suis 1330, 
Yersinia enterocolitica 178, 383) микроорганизмов, 
находящиеся в рабочей коллекции научно-про-
изводственной лаборатории препаратов для ди-
агностики особо опасных и других инфекций 
ФКУЗ Ставропольский противочумный институт 
Роспотребнадзора. Штаммы микроорганизмов 
обладали типичными культуральными, морфо-
логическими, тинкториальными и другими био-
логическими свойствами. При работе руковод-
ствовались санитарными правилами и нормами4.

Перед постановкой РНГА подготавлива-
ли взвеси микроорганизмов в концентрации 
1×108 м.к./мл с использованием отраслевого 
стандартного образца мутности бактериальных 
взвесей ОСО 42-48-855.

Оборудование и расходные материалы
Весы технические ALC 2100 d2 (ACCULAB, 

США); весы лабораторные электронные OHAUS 
Pionеer (OHAUS, КНР); микроскоп биологиче-
ский Meiji Techno МТ6000 (Meiji Techno, Япония); 
шкаф сушильный вакуумный ШСВ-45к (ОАО «Ка-
занский завод медицинской аппаратуры», Рос-
сия); низкотемпературный стол (Elcold, Дания); 
рНметр Sartorius РВ-11 (Sartorius, Германия); тер-
мостат электрический суховоздушный ТС-1/20 
(ОАО «Смоленское СКТБ СПУ», Россия); холо-
дильник LCv 4010-24B-001 (Liebherr, Австрия); 
лиофильная сушка Alpha 2-4  LSCplus (Martin 
Christ, Германия); центрифуга SIGMA 6-K15 
(Sigma Laborzentrifugen, Германия); настольный 
орбитальный шейкер с открытым типом платфор-
мы MaxQ2000 (Thermo Scientific, США); планшет 
полимерный иммунологический 72 лунки (ООО 
«ПФК Современные технологии», Россия); 
планшет полимерный для иммунологических 
реакций круглодонный 96-луночный (ОАО «Фир-
ма Медполимер», Россия).

Методы
Сенсибилизация эритроцитов. Перед сенсиби-

лизацией взвесь формалинизированных эритро-
цитов разводили 0,9% раствором хлорида натрия 
до концентрации 20%. Сенсибилизацию эритро-
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цитов иммуноглобулинами класса G проводили 
в присутствии 2% раствора средства «Прогресс» 
при температуре 45 °С, рН 5,0 в течение 12 ч.

Контроль параметров эритроцитарного 
диагностикума. Контроль характеристик диа-
гностикума эритроцитарного туляремийного 
иммуноглобулинового лиофилизированного 
проводили по следующим параметрам.

Внешний вид. Пористая масса коричневого 
цвета, уплотненная в таблетку.

После растворения (в течение 1 мин) — гомо-
генная взвесь коричневого цвета. После отста-
ивания образуются два слоя: надосадок — про-
зрачная бесцветная или светло-желтого цвета 
жидкость и осадок — плотный коричневый, раз-
бивающийся при встряхивании.

Определение потери в массе при высушивании. 
Контроль проводили весовым методом6. Потеря 
в массе при высушивании не должна превышать 3%.

Растворимость. В течение 1 мин содержимое 
ампулы с диагностикумом эритроцитарным ту-
ляремийным иммуноглобулиновым лиофили-
зированным должно полностью растворяться 
в 4,0 мл 0,9% раствора хлорида натрия.

Чувствительность. Диагностикум дол-
жен выявлять F.  tularensis в концентрации 
3,12×106 м.к./ мл при постановке реакции не-
прямой гемагглютинации макрометодом 
и 6,25×106 м.к./мл при постановке реакции ми-
крометодом.

Специфичность. При постановке РНГА со 
штаммами гетерологичных микроорганизмов 
в концентрации 1,0×108 м.к./мл должно опреде-
ляться отсутствие агглютинации.

Исследования чувствительности и специфич-
ности проводили в РНГА микро- и макромето-
дом по стандартной методике7.

В ходе изучения стабильности препарата 
определяли сроки годности и возможные усло-
вия хранения диагностикума. Использовали ре-
гламентированные нормативными документами 
методы8 — исследование стабильности в реаль-
ном времени (долговременная стабильность) 
и ускоренное исследование стабильности.

Метод ускоренного исследования стабиль-
ности: образцы выдерживали при температу-

6	 Общая фармакопейная статья 1.2.1.0010.15 Потеря в массе при высушивании. Государственная фармакопея Российской 
Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.

7	 Лабораторная диагностика опасных инфекционных болезней. Практическое руководство. Онищенко Г.Г., Кутырев В.В., 
ред. М.: ЗАО «Шико»; 2013.

8	 ГОСТ Р ИСО 23640-2015. Изделия медицинские для диагностики in vitro. Оценка стабильности реагентов для диагности-
ки in vitro. М.: Стандартинформ; 2015.

	 Общая фармакопейная статья 1.1.0009.18 Стабильность и сроки годности лекарственных средств. Государственная фар-
макопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.

9	 Общая фармакопейная статья 1.1.0009.18 Стабильность и сроки годности лекарственных средств. Государственная фар-
макопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.

рах, превышающих температуру его хранения 
в процессе обращения: при температуре 27±1 °С 
в течение 116 сут с контрольными испытания-
ми каждые 15 сут, при 37±1 °С в течение 47 сут 
с контрольными испытаниями каждые 10 сут.

Температура экспериментального хранения 
(tэ) должна превышать температуру хранения 
(tхр) не менее чем на 10 °C.

Сроки экспериментального хранения в зави-
симости от температурного интервала рассчи-
тывали в соответствии с ОФС 1.1.0009.189. Срок 
годности (С ) рассчитывали по формуле зависи-
мости Вант-Гоффа (1):

	 С = K×Cэ ,	 (1)

где К — коэффициент соответствия; Сэ — экспе-
риментальный срок годности, сут.

Исследования долговременной стабильности: 
образцы хранили при регламентированной тем-
пературе от 2 до 8 °С, а также в условиях повы-
шенных и пониженных температур при 30±2 °С 
и минус 18 °С соответственно. При этом кон-
трольные исследования проводили каждые 
шесть месяцев в течение первого года хранения 
и затем ежегодно на протяжении последующего 
периода испытаний.

Статистический анализ. Обработку и стати-
стический анализ данных проводили с исполь-
зованием языка программирования R для ста-
тистической обработки данных (версия 4.0.2). 
Анализ групповых различий проводили 
с использованием критерия Фишера. Значения 
представлены в виде среднего значения и стан-
дартного отклонения. Критическим уровнем 
статистической значимости различий установ-
лено значение p<0,001.

Результаты и обсуждение
Подбор состава защитных сред для 
лиофилизации диагностикума эритроцитарного 
туляремийного иммуноглобулинового

При составлении композиции защитных сред 
необходимо использовать несколько разных на-
полнителей для обеспечения разных или даже 
противоположных защитных функций. Вслед-
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ствие этого в экспериментальной работе нами 
были использованы различные ингредиенты 
как наиболее перспективные составляющие раз-
рабатываемых сред. Поверхностно-активные ве-
щества (ПАВ) использовали для снижения дена-
турации белков во время замораживания за счет 
уменьшения границы раздела лед–вода  [14], 
а также для упрощения постановки реакции (ис-
ключения специальной разводящей жидкости). 
Углеводы за счет связывания с поверхностью 
биологического материала защищают препарат 
от повреждений при высыхании [15–17]. Так, 
углеводы с более высокой молекулярной мас-
сой обладают меньшим защитным эффектом, 
поскольку имеют меньше свободных гидрок-
сильных групп, доступных для взаимодействия 
с белком [18, 19]. Поэтому в качестве эффектив-
ных лиопротекторов использовали дисахариды, 
такие как трегалоза и сахароза. Некоторыми 
исследователями было обнаружено, что добав-
ление сахарозы к препаратам при лиофилиза-
ции приводит к сдвигу температуры плавления 
в сторону увеличения, обеспечивая таким об-
разом эффективную защиту препарата [20, 21]. 
Для лиофилизации в составе защитных сред 
также успешно применяются коллоиды (желатин, 
агар, пептон, молоко и сыворотки). Как показали 
исследования, желатин обладает сильным за-
щитным действием, что связано со способностью 
формировать при замораживании–высушивании 
аморфную фазу с низкой молекулярной подвиж-
ностью [22]. Из других коллоидов нужно отметить 
поливинилпирролидон и полиглюкин (6%  рас-
твор декстрана в физиологическом растворе). 
В качестве антиоксиданта в некоторые составы 
была добавлена тиомочевина [23]. Азид натрия 
использовали как консервант и антисептик.

При выполнении экспериментальных работ 
было изготовлено пять защитных сред для лио-
филизации диагностикума следующего состава:

	– состав 1 — желатин, тиомочевина, трегалоза;
	– состав 2 — желатин, тиомочевина, сахароза;
	– состав 3 — декстран;
	– состав 4 — сахароза;
	– состав 5 — тиомочевина, трегалоза, декстран.

Составы защитных сред делили на две груп-
пы, в первую (№ 1/1, 2/1, 3/1, 4/1,5/1) добав-
ляли: твин 80 — 0,06 г на рассчитанный объем, 
азид натрия до 0,01% и доводили рН растворов 
до 7,4 с помощью 5% раствора NaOH; во вторую 
группу (№ 1/2, 2/2, 3/2, 4/2, 5/2) добавляли толь-
ко азид натрия в той же концентрации с дове-
дением рН до 7,4. Ингредиентный состав разра-
батываемых защитных сред, указан в таблице 1.

Далее сконструированные защитные среды 
смешивали с диагностикумом эритроцитарным 

туляремийным иммуноглобулиновым. Объемное 
соотношение защитной среды к диагностикуму 
составляло 9:1. К предварительно полученным 
сенсибилизированным формалинизированным 
эритроцитам, осажденным центрифугировани-
ем (3000 об/мин, 5 мин), при постоянном пере-
мешивании добавляли свежеприготовленные 
растворы сред высушивания. Для подготовки 
к последующей лиофилизации диагностикум су-
спендировали в защитной среде до концентра-
ции 10% и разливали в ампулы по 1 мл.

Параметры этапов лиофилизации 
диагностикума эритроцитарного 
туляремийного иммуноглобулинового

Все стадии процесса лиофилизации — замо-
раживание, сублимация, досушивание, герме-
тизация — являются обязательными, и от пра-
вильно подобранных параметров всех этапов 
зависит получение стабильных препаратов 
без потери их специфической активности.

Начальный этап сублимационного высуши-
вания — замораживание материала. Препараты 
замораживали в морозильной камере в течение 
16–18 ч при температуре минус 40 °С для даль-
нейшего высушивания в лиофильной установке. 
Следует отметить, что диагностикум перед за-
мораживанием должен находиться в защитных 
средах высушивания во взвешенном состоянии.

Замороженный препарат перегружали 
в вакуумную камеру сублимационной установ-
ки для проведения стадии первичной субли-
мации (первичной сушки). Стадия первичной 
сублимации инициируется возникновением 
вакуума в камере при постепенном нагреве за-
мороженной матрицы в объеме, достаточном 
для сублимации льда. В течение этого перио-
да необходимо установить правильный баланс 
между объемом подающегося тепла (теплопе-
редачей) и сублимацией воды (массообменом), 
чтобы во время сушки не происходило чрез-
мерного перегрева замороженного материа-
ла и возникновения побочных явлений, таких 
как обратное плавление, вспучивание или раз-
рушение (коллапс).

Стадия десорбции (вторичная сушка) на-
чинается после сублимации льда и проходит 
при температуре выше нуля и более низком дав-
лении для извлечения связанной влаги. На дан-
ном этапе должно быть обеспечено достижение 
определенных значений остаточной влажности 
лиофилизата, при которых препарат сохраняет 
стабильность.

В ходе экспериментов были апробированы 
следующие протоколы сушки: «умеренный»  — 
24±2 ч, «ускоренный» — 13±1 ч. Учитывая 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7372743/table/Tab1/
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то, что с увеличением количества продукта 
в сублимационной камере возрастают объемы 
пара, возникающие при сублимации и создаю-
щие дополнительные нагрузки на вакуумный 
насос и конденсатор, при отработке каждого 
режима в работу брали не более 150 ампул под-
готовленных эритроцитарных диагностикумов.

Наиболее экономичным и реально примени-
мым на практике признан 12–14-часовой режим 
высушивания (рис. 1) для обеспечения следую-
щих характеристик:

	– замораживание препаратов при температу-
ре минус 40 °С, т.е. достаточно низкой, чтобы 
избежать оттаивания, и при этом не удлиняю-
щей процесс высушивания;

	– сокращение времени удаления не только сво-
бодной, но и связанной воды в препарате 
за счет глубокого вакуума — 15–20 Па;

	– плавного (до 25–26 °С) подвода тепла и низкой 
температуры конденсатора — минус 80–90 °С, 
для исключения оттаивания и вспенивания 
препарата при сохранении физико-химиче-
ских (растворимость, прозрачность, цвет-
ность, потеря в массе при высушивании) 
и иммунобиологических (чувствительность, 
специфичность) свойств препаратов.
После завершения процесса высушивания 

препарат извлекали из камеры. Ампулы с пре-
паратом запаивали на газо-кислородной горел-

ке в среде атмосферного воздуха. Так как все 
биопрепараты в лиофилизированном состоянии 
обладают высокой степенью гидрофильности, 
опай ампул с диагностикумом проводили в су-
хом помещении.

Таким образом, проведенные исследования 
показали, что соблюдение вышеописанных па-
раметров гарантировало высокое качество вы-
сушенных диагностических препаратов.

Контроль экспериментальных серий 
диагностикума эритроцитарного 
туляремийного иммуноглобулинового 
лиофилизированного

При осуществлении контроля основных ха-
рактеристик полученных лиофилизатов отбира-
ли пробы из каждой серии для оценки ключевых 
параметров диагностикума:

	– внешний вид высушенного препарата;
	– потеря в массе при высушивании;
	– растворимость, внешний вид (цвет и прозрач-
ность) восстановленного препарата; внешний 
вид препарата после отстаивания;

	– чувствительность;
	– специфичность.

В качестве препарата сравнения при исследо-
вании чувствительности и специфичности лио-
фильно высушенных диагностикумов использо-
вали «РНГА-Тул-Иг-СтавНИПЧИ».

Таблица 1. Ингредиентный состав защитных сред для диагностикума эритроцитарного туляремийного иммуноглобулинового
Table 1. Ingredient composition of protective media for the erythrocyte diagnostic preparation of tularaemic immunoglobulin

Ингредиент
Ingredient

Состав защитных сред 
Composition of protective media

Со
ст

ав
 1

/1
Co

m
po

si
tio

n 
1/

1

Со
ст

ав
 2

/1
Co

m
po

si
tio

n 
2/

1

Со
ст

ав
 3

/1
Co

m
po

si
tio

n 
3/

1

Со
ст

ав
 4

/1
Co

m
po

si
tio

n 
4/

1

Со
ст

ав
 5

/1
Co

m
po

si
tio

n 
5/

1

Со
ст

ав
 1

/2
Co

m
po

si
tio

n 
1/

2

Со
ст

ав
 2

/2
Co

m
po

si
tio

n 
2/

2

Со
ст

ав
 3

/2
Co

m
po

si
tio

n 
3/

2

Со
ст

ав
 4

/2
Co

m
po

si
tio

n 
4/

2

Со
ст

ав
 5

/2
Co

m
po

si
tio

n 
5/

2

(количество грамм на 100 мл объема)
(in g/100 mL)

Желатин
Gelatin

1,0 1,0 – – – 1,0 1,0 – – –

Тиомочевина
Thiourea

1,0 1,0 – – 1,0 1,0 1,0 – – 1,0

Трегалоза
Trehalose

8 – – – 4 8 – – – 4

Сахароза
Sucrose

– 10 – 15 – – 10 – 15 –

Декстран
Dextran

– – 6 – 6 – – 6 – 6

Твин 80
Tween 80

0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 – – – – –

Азид натрия
Sodium azide

0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
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Установлено, что для всех полученных серий 
эритроцитарных диагностикумов характерны 
следующие параметры:

	– диагностикум эритроцитарный лиофилизиро-
ванный имеет вид пористой массы, уплотнен-
ной в таблетку, коричневого цвета, без при-
знаков микрооттаивания;

	– потеря в массе при высушивании для всех 
серий эритроцитарных диагностикумов — 
2,5±0,5%;

	– такие параметры, как растворимость диагно-
стикумов эритроцитарных лиофилизирован-
ных, цвет и прозрачность восстановленного 
препарата, его внешний вид после отстаива-
ния, а также чувствительность имели разли-
чия и представлены в таблице 2;

	– специфичность — отсутствие перекрестных 
реакций при постановке РНГА со штаммами 
гетерологичных микроорганизмов в концен-
трации 1,0×108 м.к./мл.
Наилучшие результаты были получены при ис-

пользовании в качестве защитных сред составов 
№ 1, 2 и 3 первой группы. Лиофилизаты второй 
группы при проведении контрольных исследова-
ний показали снижение чувствительности диа-
гностикумов эритроцитарных туляремийных им-
муноглобулиновых вплоть до ее полной утраты.

После проведения контрольных исследова-
ний полученных экспериментальных серий ди-
агностикумов были отобраны образцы серий 
№ 1/1, 2/1, 3/1, имеющие соответствующие 
представленным требованиям характеристики. 
При разработке дизайна испытаний стабильно-
сти учитывали температуры различных клима-
тических зон, в которых предполагается реали-
зация и использование диагностикумов.

Срок годности устанавливали экспери-
ментально. Метод ускоренного исследова-
ния стабильности позволяет рассчитать сро-
ки годности препаратов и сделать прогноз 
срока годности готового изделия на основании 
контрольных испытаний в течение хранения 
при различных температурах.

Для вычисления срока годности использова-
ли формулу (1). Сводные данные представлены 
в таблице 3.

Все испытуемые серии лиофильно высушен-
ного эритроцитарного диагностикума стабиль-
но сохраняли качественные характеристики 
независимо от температуры и временного ин-
тервала. Результаты испытаний чувствительно-
сти и специфичности показали, что выявление 
гомологичных штаммов (F. tularensis holarctica 
15 НИИЭГ, F. tularensis holarctica Miura, F. tularensis 

Рис. 1. График лиофилизации диагностикумов эритроцитарных туляремийных иммуноглобулиновых.

Fig. 1. Lyophilisation chart for the erythrocyte diagnostic preparation of tularaemia immunoglobulin.
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nearctica Sсhu, F. tularensis mediaasiatica 55) со-
ставило 100% независимо от условий хранения 
образцов, также было отмечено отсутствие пе-
рекрестных реакций с гетерологичными штам-
мами B. abortus 544, B. melitensis 16-M, B. suis 1330, 
Y. enterocolitica 178, Y. enterocolitica 383, что под-
тверждает специфичность диагностикума.

Данные, полученные в испытаниях с исполь-
зованием метода ускоренного исследования 
стабильности, были подкреплены результатами 
исследования долговременной стабильности, 
подтверждающими стабильность препаратов 

в течение всего заявленного срока годности. 
При этом контрольные исследования проводи-
ли каждые шесть месяцев в течение первого 
года хранения и затем ежегодно на протяжении 
последующего периода испытаний. Образцы 
хранили при регламентированной температуре 
от 2 до 8 °С, а также в условиях повышенных 
и пониженных температур при 30±2 °С и ми-
нус 18 °С соответственно.

При постановке РНГА макрометодом в контро-
лируемых образцах отмечалось полное сохране-
ние первоначальных физико-химических свойств 

Таблица 2. Характеристика основных параметров диагностикума эритроцитарного туляремийного иммуноглобулинового 
после его лиофилизации
Table 2. Characteristics of the main parameters of the lyophilised erythrocyte diagnostic preparation of tularaemia immunoglobulin

№ серии
Batch No.

Характеристика основных параметров
Characteristics of the main parameters

растворимостьa

solubilitya

внешний вид восстановленного препарата / 
внешний вид после отстаивания

appearance after reconstitution / after settling

чувствительность 
м.к./мл

sensitivity m.c./mL

1/1 1 мин
1 min

Гомогенная взвесь коричневого цвета /
2 слоя: надосадок — прозрачная светло-желтого цвета жидкость, оса-
док — плотный коричневый, разбивающийся при встряхивании
Homogeneous brown suspension /
2 layers: a clear, light yellow supernatant liquid and a dense brown sediment 
readily dispersed on shaking

1,56×106

2/1 1 мин
1 min

Гомогенная взвесь коричневого цвета /
2 слоя: надосадок — прозрачная бесцветная жидкость, осадок — плот-
ный коричневый, разбивающийся при встряхивании
Homogeneous brown suspension /
2 layers: a transparent, colourless supernatant liquid and a dense brown 
sediment readily dispersed on shaking

1,56×106

3/1 30 с
30 s

Гомогенная взвесь коричневого цвета /
2 слоя: надосадок — прозрачная бесцветная жидкость, осадок — плот-
ный коричневый, разбивающийся при встряхивании
Homogeneous brown suspension/
2 layers: a transparent, colourless supernatant liquid and a dense brown 
sediment readily dispersed on shaking

1,56×106

4/1 1 мин
1 min

Гомогенная взвесь коричневого цвета /
2 слоя: надосадок — прозрачная светло-желтого цвета жидкость, осадок 
— плотный коричневый, разбивающийся при встряхивании
Homogeneous brown suspension /
2 layers: a transparent, light yellow supernatant liquid and a dense brown 
sediment readily dispersed on shaking

1,25×107

5/1 3 мин
3 min

Наличие конгломератов /
2 слоя: надосадок — прозрачная желтого цвета жидкость, осадок — 
плотный коричневый, разбивающийся при встряхивании
Presence of conglomerates /
2 layers: a transparent, yellow supernatant liquid and a dense brown sediment 
readily dispersed on shaking

2,5×107

Контроль — «РНГА-Тул-Иг-СтавНИПЧИ»
Reference—liquid erythrocyte preparation of tularaemia immunoglobulin by Stavropol Antiplague Institute

б/н
none

– Гомогенная взвесь коричневого цвета /
2 слоя: надосадок — прозрачная светло-желтого цвета жидкость, осадок 
— плотный коричневый, разбивающийся при встряхивании
Homogeneous brown suspension /
2 layers: a transparent, light yellow supernatant liquid and a dense brown 
sediment readily dispersed on shaking

1,56×106

Примечание. «–» — не применимо.
a Определяли согласно методике, изложенной в разделе «Материалы и методы».
Note. — not applicable.
a The analytical procedure is described in the “Materials and methods section”.
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препарата, его чувствительности и специфичности. 
Отрицательного влияния вышеуказанных темпе-
ратур на результаты контролируемых показате-
лей не выявлено. По совокупности полученных 
результатов при исследовании стабильности по-
казателей качества лиофилизированной формы 
диагностикума показана возможность хранения 
в течение двух лет (срок наблюдения) при регла-
ментированной температуре, а также в условиях 
повышенных и пониженных температур.

Проведенные исследования показали, 
что при получении и изучении лиофилизирован-
ных препаратов, приготовленных с использова-
нием разработанных защитных сред высушива-
ния, наилучшие результаты показали защитные 
среды составов № 1/1, 2/1, 3/1, позволяющие 
предотвратить агрегацию эритроцитов, сохранить 
первоначальные свойства диагностикума эритро-
цитарного туляремийного иммуноглобулинового 
в течение заявленного срока годности незави-
симо от температурного режима хранения. Вве-
дение в состав представленных защитных сред 
неионного ПАВ (твин 80) предотвращает денату-
рацию белков с сохранением активности препа-
рата, а также позволяет исключить из постановки 
реакции специальную разводящую жидкость.

Выводы
1.	 В результате исследований наиболее пер-

спективной в использовании признана среда 

высушивания для эритроцитарных диагно-
стикумов, состоящая из 6% декстрана, 0,06% 
твин 80 и азида натрия до 0,01% как наи-
более простая в исполнении, содержащая 
меньшее количество ингредиентов и позво-
ляющая сохранить все физико-химические 
и иммунобиологические показатели. Отра-
ботан рентабельный 12–14-часовой режим 
лиофилизации.

2.	 Получены экспериментально-производствен-
ные серии лиофилизированной формы диа-
гностикума эритроцитарного туляремийного 
иммуноглобулинового. При осуществлении 
контроля основных характеристик получен-
ных лиофилизатов показано высокое каче-
ство высушенных диагностических препара-
тов с сохранением исходной биологической 
и иммунологической активности.

3.	 По совокупности полученных результатов 
изучения стабильности в реальном времени 
(долговременная стабильность) и ускорен-
ном исследовании стабильности лиофили-
зированных форм диагностикума показана 
возможность хранения в течение двух лет 
при регламентированной температуре 
от 2 до 8 °С, а также в условиях повышенных 
и пониженных температур при 30±2 °С и ми-
нус 18 °С соответственно. Отрицательного 
влияния указанных температур на результаты 
контролируемых показателей не выявлено.
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Влияние материала бюксов 
на воспроизводимость методики 
определения потери в массе 
при высушивании
А.А. Воропаев , О.В. Фадейкина, Т.Н. Ермолаева, Д.С. Давыдов

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

 Воропаев Андрей Андреевич; voropaev@expmed.ru

Резюме	 Одним из факторов, влияющих на неопределенность измерений остаточной влажности 
биологических лекарственных препаратов, является накопление электростатического 
заряда на поверхностях взвешиваемых бюксов и весов, что выражается в низкой вос-
производимости результатов взвешивания. Наиболее простым и экономичным способом 
решения данной проблемы, по нашему мнению, является использование бюксов из элек-
тропроводящих материалов, например металлических. Цель работы: оценить влияние 
материала бюксов на воспроизводимость методики определения потери в массе при вы-
сушивании. Материалы и методы: модельные образцы для проведения исследований го-
товили на основе сахарозо-желатиновой среды способом лиофилизации и последующей 
сорбцией влаги до определенных значений остаточной влажности. Оценку однородности 
модельных образцов по массе проводили с применением Х-карт Шухарта. Определяли по-
терю в массе при высушивании модельных образцов с использованием стеклянных и ме-
таллических бюксов. Статистическую обработку результатов проводили, рассчитывая ос-
новные статистические показатели, t-критерий Стьюдента, критерий Фишера. Результаты: 
подготовлены и стандартизированы четыре серии модельных образцов с применением 
карт Шухарта по средней массе. Влияние материала бюксов наиболее сильно проявля-
ется при низкой остаточной влажности модельных образцов (менее 0,5%): относитель-
ное стандартное отклонение результатов измерений потери в массе при высушивании 
получаемых при использовании стеклянных бюксов достигало 76%, при использовании 
металлических бюксов — 35%. При большей остаточной влажности образцов (2–5%) мини-
мальное относительное стандартное отклонение составляло 15% при использовании сте-
клянных бюксов и 6% при использовании металлических бюксов. Выводы: проведенные 
исследования позволили оценить влияние материала бюксов на результат определения 
потери в массе при высушивании: показана более высокая воспроизводимость результа-
тов испытаний с использованием металлических бюксов, что подтверждает возможность 
их использования при оценке качества биологических лекарственных препаратов по по-
казателю «Потеря в массе при высушивании».

Ключевые слова:	 потеря в массе при высушивании; остаточная влажность; металлические бюксы; стеклян-
ные бюксы; лиофилизаты; иммунобиологический лекарственный препарат
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Russian Federation
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Abstract	 One of the factors influencing the uncertainty of residual moisture measurements in biological 
medicinal products is the accumulation of electrostatic charge on the surfaces of weighing bot-
tles and laboratory balances, which results in poor weighing reproducibility. The authors be-
lieve that the simplest and most economical solution to this problem is to use weighing bottles 
made of a conductive material, e.g. metal. The aim of the work was to evaluate the influence 
of the material of weighing bottles on the reproducibility of loss-on-drying (LOD) methods. 
Materials and methods: Model samples for the study were prepared from a sucrose-gelatin me-
dium by lyophilisation and subsequent moisture sorption to achieve a certain residual moisture 
content. The authors assessed the samples’ mass uniformity using Shewhart’s X-charts, and 
analysed their residual moisture content using a loss-on-drying procedure with glass and metal 
weighing bottles. Statistical processing of the results was carried out by calculating the main 
statistical indicators: Student’s t-test and Fisher’s F-test. Results: Four batches of model sam-
ples were prepared and standardised in terms of average mass using Shewhart’s charts. The ef-
fect of weighing bottle materials was most pronounced at low residual moisture contents (less 
than 0.5%), with the relative standard deviation (RSD) values for the results obtained with glass 
and metal weighing bottles reaching 76% and 35%, respectively. For the samples with a higher 
residual moisture content (2–5%), the minimum RSDs with glass and metal weighing bottles 
were 15% and 6%, respectively. Conclusions: The study allowed for evaluating the influence 
of the material of weighing bottles on the results of LOD measurements and demonstrated a 
higher reproducibility with metal weighing bottles. This confirms the possibility of using metal 
weighing bottles in quality assessment of biological medicinal products for human use with 
LOD methods.

Key words:	 loss on drying; residual moisture; metal weighing bottles; glass weighing bottles; lyophilisates; 
immunobiological medicinal product

For citation:	 Voropaev A.A., Fadeikina O.V., Ermolaeva T.N., Davydov D.S. Influence of the material of 
weighing bottles on loss-on-drying reproducibility. BIOpreparaty. Profilaktika, diagnostika, 
lechenie = Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2022;22(2):208–217. https://doi.
org/10.30895/2221-996X-2022-22-2-208-217

1	 Общая фармакопейная статья 1.4.1.0031.18 Лиофилизаты. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 1; 2018.

2	 Общая фармакопейная статья 1.2.1.0010.15 Потеря в массе при высушивании. Государственная фармакопея Российской 
Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.

Введение

Остаточная влажность является одним 
из важнейших показателей качества биологиче-
ских препаратов для медицинского применения 
в твердых лекарственных формах. От содер-
жания влаги в образце зависит стабильность 
свойств лекарственного препарата, его актив-
ность и срок годности [1]. В целях оценки оста-
точной влажности в лиофилизатах требования 
Государственной фармакопеи Российской Феде-

рации предусматривают определение показате-
ля «Потери в массе при высушивании»1. Под дан-
ным понятием подразумевают потерю в массе 
за счет гигроскопической влаги и летучих ве-
ществ, которую определяют в веществе при вы-
сушивании до постоянной массы либо в течение 
времени, указанного в фармакопейной статье 
или нормативной документации. Согласно ме-
тодике для биологических лекарственных пре-
паратов2 при проведении испытаний точную 

mailto:voropaev@expmed.ru
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-2-208-217
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-2-208-217
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навеску испытуемого образца массой 0,15–0,20 г 
помещают в весовой стаканчик (бюкс) и высу-
шивают с открытой крышкой в шкафу вакуум-
сушильном при температуре 60±1 °С и остаточ-
ном давлении, не превышающем 0,667 кПа (5 мм 
рт. ст.), в течение 3 ч. Открытый бюкс вместе 
с крышкой помещают в эксикатор для охлажде-
ния на 40 мин, после чего закрывают крышкой 
и взвешивают, оценивая разницу полученного 
результата с исходной массой образца.

Воспроизведение методики оценки потери 
в массе при высушивании предполагает нали-
чие значительного количества факторов, кото-
рые могут влиять на воспроизводимость резуль-
татов. К числу основных факторов, влияющих 
на правильность и прецизионность методики, 
относятся высокая гигроскопичность большин-
ства исследуемых материалов; малые массы на-
весок исследуемых образцов; в некоторых слу-
чаях — незначительное, близкое к допустимой 
погрешности взвешивания весов, фактическое 
остаточное содержание влаги в образцах.

Также оказывают влияние факторы внешней 
среды в помещениях, где проводится испытание. 
Одним из таких факторов является накопление 
электростатического заряда на поверхностях 
взвешиваемых бюксов из неэлектропроводно-
го материала, например стеклянных, и элемен-
тов корпуса весов. По закону Кулона сила вза-
имодействия точечных электрических зарядов, 
при условии разности знаков, является силой 
притяжения, которая может быть интерпретиро-
вана как изменение массы (∆m) при взвешива-
нии согласно формуле (1)3:

	 m
g

k
Q  Q

re
1 1  

2 ,2  	  (1)

где g — гравитационная постоянная, м3·с−2·кг−1; 
ke — постоянная величина; Q1 — заряд первого 
объекта, Кл; Q2 — заряд второго объекта, Кл; r — 
расстояние между объектами, м.

При накоплении электростатического по-
тенциала заряды, возникающие на поверхно-
стях, формируют притягивающую силу (рис.  1), 
что выражается в изменении показаний весов 
и приводит к низкой воспроизводимости ре-
зультатов взвешивания. Осложняющим об-
стоятельством является то, что данный фак-
тор, в отличие от других условий среды, таких 
как температура, влажность, интенсивность 
движения воздуха и пр., сложен для выявления, 
мониторинга и нейтрализации. Есть несколько 

3	 Electrostatic charges and their effects on weighing. https://www.mt.com/de/en/home/library/collections/laboratory-
weighing/electrostatic-and-weighing.html

вариантов устранения влияния статического 
электричества на результаты взвешиваний: ис-
пользование антистатических пистолетов, клет-
ки Фарадея, весов со встроенным ионизаторами 
и др. [2]. При отсутствии такого дополнительно-
го оборудования одним из самых простых и эко-
номичных способов решения данной проблемы 
является использование бюксов из электропро-
водящих материалов, на которых электроста-
тический заряд не накапливается. Наиболее 
подходящими для этих целей являются метал-
лические бюксы (рис. 2).

Цель работы — оценить влияние материала 
бюксов на воспроизводимость методики опре-
деления потери в массе при высушивании.

Для выполнения цели были поставлены сле-
дующие задачи:

	– изготовить и стандартизировать по массе 
лиофилизированные модельные образцы 

Рис. 1. Воздействие электростатического заряда, влияюще-
го на результаты взвешивания.

Fig. 1. Effect of electrostatic charge on weighing results.

Рис. 2. Стеклянный и алюминиевые бюксы для проведения 
испытаний по показателю «Потеря в массе при высуши-
вании».

Fig. 2. Glass and aluminium weighing bottles for loss-on-dry-
ing tests.

https://www.mt.com/de/en/home/library/collections/laboratory-weighing/electrostatic-and-weighing.html
https://www.mt.com/de/en/home/library/collections/laboratory-weighing/electrostatic-and-weighing.html
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для определения потери в массе при высу-
шивании;

	– провести исследования промежуточной пре-
цизионности методики определения потери 
в массе при высушивании с использованием 
стеклянных и металлических бюксов.

Материалы и методы
Материалы:

	– сахароза (Merck, кат. № 1.07653, сер. 
K48546153);

	– желатин (Merck, кат. № 1.04070, сер. 
VM918570);

	– флаконы для лиофилизации стандарта 
R2 (Wheaton, США);

	– бюксы стеклянные (стаканчик весовой) высо-
той 35 мм, диаметром 25 мм, ГОСТ 25336-82 
(Россия);

	– бюксы лабораторные алюминиевые высотой 
30 мм, диаметром 25 мм, ТУ 25-11-1271-76 
(Россия).

Оборудование:
	– морозильник MDF-193AT (Panasonic Healthcare 
Co., Ltd, Япония);

	– лиофильный аппарат M.S.R 18 (Usifroid, 
Франция);

	– вакуум-сушильный шкаф VD 23 (Binder, Гер-
мания);

	– весы специальные класса 1 ВР-221S («Сарто-
госм», Россия);

	– термостат ТС-1/80 СПУ (СКТБ СПУ, Россия);
	– термогидрометр 608-H1 (Testo AG, Германия).

Методы
Подготовка образцов. Для создания модель-

ных образцов использовали сахарозо-желати-
новую среду, содержащую 10% сахарозы и 1% 
желатина по массе. Данная среда является 
стандартной средой лиофильного высушива-
ния биологических лекарственных препара-
тов для медицинского применения. По 1,0 мл 
данной среды разливали в пронумерованные 
флаконы для лиофилизации. Проводили лио-
филизацию, десорбцию влаги, контролируе-
мую сорбцию влаги и определение массы со-
держимого флакона для контроля модельных 
образцов.

Режим лиофилизации. Образцы заморажива-
ли в течение 4 ч при температуре минус 70  °С 

4	 ГОСТ Р ИСО 7870-2-2015 Статистические методы. Контрольные карты. Часть 2. Контрольные карты Шухарта.
5	 Общая фармакопейная статья 1.1.0013.15 Статистическая обработка результатов эксперимента. Государственная фар-

макопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
6	 Общая фармакопейная статья 1.2.1.0010.15 Потеря в массе при высушивании. Государственная фармакопея Российской 

Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.

в морозильнике. После замораживания образцы 
переносили в лиофильный аппарат и высушива-
ли 24 ч в вакууме 0,2–0,3 Па.

Режим десорбции влаги. Для получения образ-
цов с минимальными значениями остаточной 
влажности проводили дополнительную десор-
бцию влаги в течение 3 ч в вакуум-сушильном 
шкафу при температуре 60 °С и вакууме 4 гПа, 
используя кальция хлорид безводный в каче-
стве влагопоглотителя. По описанной процеду-
ре были приготовлены четыре серии лиофили-
зированных образцов.

Сорбция влаги. Образцы помещали в тер-
мостат с установленной температурой 50  °С. 
На дно термостата предварительно помещали 
лоток с водой для увеличения влажности до 80–
90%. Температуру и влажность оценивали с ис-
пользованием термогидрометра.

Оценка однородности полученных модельных 
образцов. Однородность образцов оценивали 
по массе содержимого флаконов. Построение 
и оценку контрольных карт проводили в соот-
ветствии с требованиями ГОСТ  Р  ИСО  7870-2-
20154.

Статистическая обработка результатов. 
Рассчитывали среднее значение, стандартное 
отклонение, относительное стандартное откло-
нение (RSD), дисперсию, коэффициент корреля-
ции. Выбор применяемых статистических кри-
териев осуществляли с учетом ОФС.1.1.0013.155. 
Для оценки статистической значимости раз-
личий средних значений остаточной влажно-
сти, полученных с использованием разных ви-
дов бюксов, применяли t-критерий Стьюдента 
для двух независимых выборок. Для оценки 
дисперсии результатов использовали критерий 
Фишера [3]. Расчеты проводили с помощью про-
граммы Microsoft Excel 2016.

Определение потери в массе при высу­
шивании. Испытания проводили согласно 
ОФС.1.2.1.0010.156 (методика определения по-
тери в массе при высушивании в иммунобиоло-
гических лекарственных препаратах).

Результаты и обсуждение
Для проведения исследований предвари-

тельно получали модельные образцы, отвечаю-
щие следующим критериям.
1)	 Состав модельных образцов должен соот-

ветствовать составу среды высушивания 
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лиофилизированных иммунобиологических 
препаратов.

2)	 Остаточная влажность модельных образцов 
должна находиться в диапазоне от 0 до 5%.

3)	 Вариабельность остаточной влажности вну-
три серии должна быть минимальной.
Для приготовления модельных образцов 

была выбрана сахарозо-желатиновая лиопро-
тективная среда, содержащая 10% сахарозы 
и 1% желатина по массе. Такой состав широко 
используется при производстве лиофилизиро-
ванных вакцин, а также обеспечении условий 
для длительной сохранности образцов микро-
организмов [1, 4, 5].

Известно, что при лиофилизации вследствие 
«эффекта краевого флакона» остаточная влаж-
ность содержимого каждого из флаконов может 
существенно отличаться от средних значений 
для всей партии в целом, что зависит от их рас-
положения в аппарате для высушивания. Это 
связано с неравномерным теплопереносом в ка-
мерах лиофильных аппаратов и вследствие это-
го с разной скоростью сублимации влаги [6, 7]. 
Чтобы избавиться от данного эффекта и при-
готовить образцы с небольшой вариабельно-
стью по остаточной влажности, их высушивали 
до минимально возможного в заданных усло-
виях количества несвязанной воды, проводя 
дополнительную десорбцию. Затем в образцах 
увеличивали содержание влаги, используя ги-
гроскопичность лиофилизированных матери-
алов и их способность к сорбции атмосферной 
влаги. Показано, что при этом процесс сорбции 
имеет линейный характер на начальном пери-
оде увлажнения, а скорость сорбции влаги за-
висит от температуры и относительной влаж-
ности воздуха7. Способ накопления примесей 
в модельных образцах с помощью воздействия 
экстремальных условий рекомендован Государ-
ственной фармакопеей Российской Федерации 
в ОФС.1.1.0012.158.

Сорбция влаги лиофилизированными образцами
Факторами, влияющими на скорость сорбции, 

являются природа материала, его простран-
ственная структура, температура и относитель-
ная влажность. Для ускорения процесса сорб-
ции использовали максимально приемлемые 
для обеспечения сохранности образцов повы-
шенную температуру и влажность. Для опре-
деления скорости сорбции влаги проводили 

7	 Позин МЕ, Зинюк РЮ. Физико-химические основы неорганической технологии: Учебное пособие для вузов. Химия; 1985.
8	 Общая фармакопейная статья 1.1.0012.15 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской 

Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
9	 ГОСТ Р ИСО 7870-2-2015 Статистические методы. Контрольные карты. Часть 2. Контрольные карты Шухарта.

предварительный эксперимент по воздействию 
экстремальных условий. Лиофилизированные 
образцы устанавливали в термостат при темпе-
ратуре 50 °С и относительной влажности 90%. 
Далее каждые 20 мин отбирали образцы, в ко-
торых определяли потерю в массе при высуши-
вании. Результат представлен на рисунке 3. Про-
цесс сорбции в данных условиях имеет линейную 
зависимость: изменение остаточной влажности 
происходило приблизительно на 1% каждые 
20 мин. Поэтому для получения серий модельных 
образцов с определенной остаточной влажно-
стью флаконы с лиофилизатом подвергали воз-
действию экстремальных условий в течение 20, 
40, 60 мин и на одну серию не воздействовали, 
чтобы получить минимальное содержание влаги. 
Таким способом были получены четыре серии 
модельных образцов: первая — без воздействия 
экстремальных условий, вторая — 20  мин, тре-
тья — 40 мин и четвертая — 60 мин воздействия 
экстремальных условий.

Контроль однородности модельных образцов 
по массе

Для достижения однородности модельных 
образцов проводили контроль по массе: взве-
шивали пустые флаконы; флаконы, заполненные 
жидкой сахарозо-желатиновой средой до лио-
филизации; флаконы после лиофилизации и со-
рбции влаги. Массу содержимого рассчитывали 
как разность массы флакона с содержимым и пу-
стого флакона. Используя данные рассчитанной 
массы, проводили построение контрольной 
карты Шухарта в соответствии с ГОСТ  Р ИСО 
7870-2-20159. Тип карты  — контрольная карта 
индивидуальных значений (Х-карта) с оценкой 
контрольных границ. По результатам анализа 
исключали из работы все флаконы, масса со-
держимого которых выходила за контрольные 
границы (значение, отмеченное красным марке-
ром на рисунке 4), и повторяли процедуру по-
строения карты Шухарта и визуальной оценки 
до тех пор, пока все значения не укладывались 
в пределы контрольных границ. Таким способом 
добивались однородности по массе модельных 
образцов как до лиофилизации, так и после ли-
офилизации и сорбции влаги. Пример Х-карты 
для серии 1 до и после удаления исключенных 
образцов приведен на рисунке 4.

Характеристики серий модельных образ-
цов по средней массе приведены в таблице 1. 
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Рис. 3. Зависимость результатов определения потери в массе при высушивании от времени нахождения модельных образ-
цов в экстремальных условиях при температуре 50 °С и относительной влажности 90%.

Fig. 3. Loss-on-drying results as a function of the time of model samples exposure to extreme conditions of the temperature 
of 50 °C and relative humidity of 90%.

Рис. 4. Х-карты, построенные по значениям массы модельного образца первой серии после лиофилизации: A — все данные 
по серии образцов; B — контрольная карта после удаления образцов, выходящих за контрольные границы. UCL и LCL — 
верхняя и нижняя контрольные границы; CL — центральная линия.

Fig. 4. X-charts plotted against the values of mass of the model samples from the first batch after lyophilisation, showing all the 
values obtained for the batch (A) and the values after exclusion of the samples beyond the control limits (B). UCL and LCL—upper 
and lower control limits; CL—central line.

А

B



БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2022, Т. 22, № 2
214

Воропаев А.А., Фадейкина О.В., Ермолаева Т.Н., Давыдов Д.С.
Влияние материала бюксов на воспроизводимость методики определения потери в массе при высушивании

Значение относительного стандартного откло-
нения массы содержимого флаконов модельных 
образцов (после лиофилизации и сорбции вла-
ги), характеризующее степень неоднородности 
по средней массе подготовленных образцов, на-
ходилось в пределах от 0,6 до 1,5%.

Определение воспроизводимости (промежуточной 
прецизионности) результатов определения 
потери в массе при высушивании с использованием 
стеклянных и металлических бюксов

Воспроизводимость результатов определе-
ния потери в массе при высушивании оценивали 
по промежуточной прецизионности в условиях 
вариации факторов (оператор, время), формиру-
ющих разброс результатов измерений, но с ис-
пользованием идентичных серий модельных об-
разцов и одной методики. Определение потери 
в массе при высушивании выполняли два опера-
тора. В условиях повторяемости каждый опера-
тор за один цикл в один день проводил по три 
повторных измерения для каждого типа бюксов 
каждой серии модельных образцов. Испытания 
проводили два дня последовательно. Результа-
ты определений представлены в таблице 2.

При анализе результатов испытаний для ка-
ждой серии образцов отмечается, что среднее 
значение показателя, полученное с исполь-
зованием стеклянных бюксов, выше, чем 
при использовании металлических (алюми-
ниевых), что может быть объяснено наличием 
электростатического заряда на стеклянных 
бюксах. При этом анализ с применением t-кри-
терия Стьюдента для двух независимых выбо-
рок показал, что статистически достоверные 
различия между результатами, полученными 
с использованием стеклянных и металлических 
бюксов, отсутствуют. Для всех серий значения 

t-критерия Стьюдента, рассчитанного по экспе-
риментальным данным (t1=1,05; t2=1,85; t3=0,44; 
t4=1,19) были меньше критического значения 
tкр=2,074 (df=22; α=0,05) при достигнутом уров-
не значимости p более 0,05. При этом стан-
дартное отклонение результатов определения 
потери в массе при высушивании, полученных 
при использовании стеклянных бюксов, выше, 
чем при использовании металлических.

Результаты оценки промежуточной прецизи-
онности определения потери в массе при высу-
шивании представлены в таблице 3.

Из анализа представленных данных следует, 
что влияние материала бюксов наиболее сильно 
проявляется при низкой остаточной влажности ис-
следуемого образца. Для серий модельных образ-
цов с остаточной влажностью менее 2% различие 
дисперсий, характеризующих разброс результа-
тов измерений при использовании металлических 
бюксов, статистически значимо: значение кри-
терия Фишера для серий 1 и 2, соответственно 
Fэксп1=8,55 и Fэксп2=7,45, превышает табличное зна-
чение Fтабл=4,5. Следовательно, при проведении 
испытаний по показателю «Потеря в массе при вы-
сушивании» для препаратов с низкой (менее 2%) 
остаточной влажностью предпочтительнее ис-
пользовать металлические бюксы.

При остаточной влажности образцов 3–5% 
различие дисперсий статистически не значимо: 
значение критерия Фишера Fэксп3=2,25 и Fэксп4=2,39 
(для серий 3 и 4 соответственно) меньше таблич-
ного значения Fтабл=4,5. Это означает, что точ-
ность измерений с применением разных видов 
бюксов сопоставима. При этом относительное 
стандартное отклонение для металлических 
бюксов значительно меньше, что также позволя-
ет рекомендовать к использованию металличе-
ские бюксы вместо стеклянных.

Таблица 1. Средняя масса содержимого флаконов серий модельных образцов
Table 1. Average mass of vial contents in model sample batches

№ серии 
образцов

Sample batch 
No.

Характеристика серий модельных образцов
Characteristics of model sample batches

Количество подготов-
ленных модельных 

образцов, шт.
Number of model samples 

prepared, units

до лиофилизации
before lyophilisation

после лиофилизации и сорбции влаги
after lyophilisation and moisture sorption 

средняя масса, г
Average mass, g RSD, % средняя масса, г

Average mass, g RSD, %

1 1,0363 0,5 0,1223 1,0 79

2 1,0323 0,3 0,1284 1,5 72

3 1,0394 0,5 0,1176 0,6 46

4 1,0440 0,8 0,1195 0,9 38

Примечание. RSD — относительное стандартное отклонение.
Note. RSD—relative standard deviation.
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Таблица 2. Результаты определения потери в массе при высушивании с использованием стеклянных и металлических бюксов
Table 2. Results of loss-on-drying measurements using glass and metal weighing bottles

Серия 
образ-

цов
Sample 
batch

Бюксы
Weighing 

bottles

Аналитик
Operator

День
Day

Среднее значение 
± стандартное 
отклонение, %

(Xn=3)
Mean±Standard 

Deviation, % (Xn=3)

Среднее значение 
± стандартное 
отклонение, %

(Xn=12)
Mean±Standard 

Deviation, %
(Xn=12)

tэксп-критерий Стьюдента (p)
Student t-values, 

texp (p)

1

Стеклянные
Glass 1

1 0,50±0,35

0,41±0,31

t1=1,05
(p=0,303818)
различие статистически 
незначимо
no statistically significant 
difference

2 0,59±0,10

2
1 0,24±0,49

2 0,33±0,23

Металличе-
ские
Metal

1
1 0,46±0,05

0,31±0,11
2 0,30±0,04

2
1 0,24±0,10

2 0,24±0,04

2

Стеклянные
Glass 1

1 1,80±0,12

1,90±0,28

t2=1,86
(p=0,075106)
различие статистически 
незначимо
no statistically significant 
difference

2 2,03±0,39

2
1 1,91±0,41

2 1,84±0,24

Металличе-
ские
Metal

1
1 1,75±0,03

1,74±0,10
2 1,73±0,13

2
1 1,77±0,06

2 1,72±0,19

3

Стеклянные
Glass 1

1 3,95±0,64

3,58±0,57

t3=0,46
(p=0,661244)
различие статистически 
незначимо
no statistically significant 
difference

2 3,56±0,33

2
1 3,71±0,37

2 3,08±0,73

Металличе-
ские
Metal

1
1 3,18±0,64

3,49±0,38
2 3,47±0,20

2
1 3,62±0,07

2 3,70±0,35

4

Стеклянные
Glass 1

1 4,96±0,55

4,90±0,91

t4=1,18
(p=0,246914)
различие статистически 
незначимо
no statistically significant 
difference

2 3,86±1,02

2
1 5,31±0,86

2 5,49±0,24

Металличе-
ские
Metal

1
1 3,83±0,70

4,53±0,59
2 4,92±0,02

2
1 4,82±0,42

2 4,56±0,38

Примечание. Табличное значение tкр=2,074 (df=22; α=0,05).
Note. Tabular t-value, tcritical=2.074 (df=22; α=0.05).
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В целом для всех серий модельных образцов 
относительное стандартное отклонение, харак-
теризующее промежуточную прецизионность 
(разброс) результатов измерений потери 
в массе, при высушивании с использованием 
металлических бюксов существенно меньше, чем 
с использованием стеклянных бюксов. Например, 
при остаточной влажности испытуемых образцов 
менее 0,5%, разброс значений (RSD), получаемых 
при использовании стеклянных бюксов, достига-
ет 76%. В то же время для металлических бюк-
сов RSD составляет 35%. Для серий с остаточной 
влажностью 2–5%: минимальное значение RSD 
составило 15% для стеклянных бюксов, а для ме-
таллических бюксов — 6%, что свидетельствует 
о принципиально более высокой точности про-
ведения испытаний. Отметим, что для низких 
концентраций определяемых веществ (приме-
сей) рекомендованные критерии приемлемости 
значения RSD составляют 25–30%10 [8].

Кроме того, во время работы аналитиками 
было отмечено, что при использовании стеклян-
ных бюксов время взвешивания кратно увеличи-
вается, так как стабилизация значений на весах 
происходит продолжительное время.

Таким образом, использование металличе-
ских бюксов является очень простым и эконо-

10	 Эрмер Й, Миллер ДХ. Валидация методик в фармацевтическом анализе. Примеры наилучших практик, 1-е изд. Пер. 
с англ. Группа компаний ВИАЛЕК; 2013.

мичным способом повысить воспроизводимость 
результатов для определения потери в массе 
при высушивании при оценке качества лекар-
ственных препаратов, уменьшая тем самым нео-
пределенность результатов испытаний.

Заключение
Для всех серий модельных образцов проме-

жуточная прецизионность (RSD) методики опре-
деления потери в массе при высушивании, ха-
рактеризующая разброс результатов измерений, 
полученных с использованием металлических 
бюксов, значительно меньше, чем для результа-
тов измерений, полученных с использованием 
стеклянных бюксов, что подтверждает преиму-
щество использования металлических бюксов.

Статистически значимые различия результа-
тов оценки потери в массе при высушивании, 
полученных с использованием стеклянных и ме-
таллических бюксов, не обнаружены при уровне 
значимости α=0,05.

Результаты исследования подтверждают 
возможность использования металлических 
бюксов при оценке качества биологических 
лекарственных препаратов для медицинско-
го применения по показателю «Потеря в массе 
при высушивании».

Таблица 3. Оценка промежуточной прецизионности определения потери в массе при высушивании с использованием сте-
клянных и металлических бюксов
Table 3. Evaluation of the intermediate precision of loss-on-drying measurements using glass and metal weighing bottles

Серия 
образцов

Sample 
batch

Бюксы
Weighing bottles RSD, % Дисперсия

Variance

Значение критерия 
Фишера (Fэксп)
Experimental 

F-value

Табличное значение критерия Фишера (Fтабл)
(уровень значимости α=0,01)

Tabular F-value (significance level α=0.01)

1

Стеклянные
Glass

76 0,09803

8,55 4,5
Металлические
Metal

35 0,01146

2

Стеклянные
Glass

15 0,08011

7,45 4,5
Металлические
Metal

6 0,01076

3

Стеклянные
Glass

16 0,32732

2,25 4,5
Металлические
Metal

11 0,14547

4

Стеклянные
Glass

19 0,82537

2,39 4,5
Металлические
Metal

13 0,34679

Примечание. RSD — относительное стандартное отклонение.
Note. RSD—relative standard deviation.
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Резюме	 Наличие стандартных образцов для оценки подлинности структуры рекомбинантных 

терапевтических белков является непременным условием оценки качества биотехноло-
гических лекарственных средств, полученных на их основе. Актуальность разработки 
и аттестации данных стандартных образцов обусловлена, с одной стороны, отсутствием 
международных или фармакопейных стандартных образцов для ряда новых или срав-
нительно недавно зарегистрированных белков, с другой стороны — нарушением логи-
стической цепочки обеспечения биофармацевтической индустрии Российской Федера-
ции международными стандартными образцами. При этом нормативные международные 
и отечественные документы содержат общие требования к процедуре аттестации стан-
дартных образцов и не отражают специфику стандартных образцов для оценки подлин-
ности структуры биотехнологических лекарственных средств, зависящую от технологии 
получения конкретной терапевтически активной молекулы. Цель работы — представле-
ние рекомендаций к процедуре разработки и порядку аттестации стандартных образцов 
для подтверждения подлинности структуры рекомбинантных терапевтических белков. 
В настоящих рекомендациях определены 4 основных этапа разработки и аттестации 
стандартных образцов: этап 1 — разработка требований к стандартному образцу, обо-
снование выбора материала для стандартного образца, формы выпуска, разработка спец-
ификации и оценка качества; этап 2 — выбор методики и установление величины атте-
стованной характеристики; этап 3 — исследование стабильности и установление срока 
годности стандартного образца; этап 4 — разработка сопроводительной документации. 
Рассмотрены особенности наполнения данных этапов с учетом специфики рекомбинант-
ных терапевтических белков и формата применения стандартных образцов. Настоящие 
рекомендации разработаны на основании многолетнего опыта работы сотрудников ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России в области экспертизы и стандартизации биотехнологиче-
ских лекарственных препаратов. На основе рекомендаций возможно создание индиви-
дуальных программ аттестации стандартных образцов для подтверждения подлинности 
структуры конкретного белка. Данный подход позволит систематизировать процесс раз-
работки стандартных образцов, обеспечит прослеживаемость и доступность информации. 
Стандартные образцы, аттестованные в соответствии с настоящими рекомендациями, мо-
гут рассматриваться как первичные в случае необходимости.

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.30895/2221-996X-2022-22-1-6-22&domain=pdf&date_stamp=2022-04-09
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Abstract	 Reference standards for structure identification of recombinant therapeutic proteins are es-
sential for quality assessment of recombinant protein-based biotechnological medicinal prod-
ucts. The development and certification of such reference standards hold special relevance 
because of, firstly, the absence of international, national or compendial reference standards 
for a number of new or recently approved proteins and, secondly, the disruption of supply 
chains providing the biopharmaceutical industry of the Russian Federation with international 
reference standards. Moreover, international and national regulatory documents contain only 
general requirements for the procedure of reference standards certification but not the con-
siderations specific to the standards for biotechnologicals’ structure identification, which vary 
with the production technologies for each individual active moiety. The aim of this work was 
to provide recommendations on the procedure for the development and certification of ref-
erence standards used to identify the structure of recombinant therapeutic proteins. These 
recommendations define 4 main stages of the procedure: stage 1 covers the development of 
requirements for the reference standard, including the justification of material and formula-
tion choices, the elaboration of quality specifications, and the assessment of quality; stage 2 
comprises the selection of analytical procedures and the establishment of the values for the 
certified parameters; stage 3 includes stability studies and shelf-life setting; and stage 4 in-
volves the development of documentation for the reference standard. The paper dwells upon 
the scope of the stages, taking into account the specific considerations for recombinant ther-
apeutic proteins and the use of reference standards. The recommendations are based upon 
the extensive experience in biotechnologicals testing and standardisation of the employees of 
the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products. These recommendations can 
provide a base for the establishment of protein-specific certification programmes for reference 
standards used in structure identification. This approach will allow for systematisation of the 
process for standards development and ensure the traceability of information and the validity 
of results. The reference standards certified in accordance with these recommendations can be 
considered primary standards, if necessary.
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For citation:	 Ustinnikova O.B., Volkova R.A., Movsesyants A.A., Merkulov V.A., Bondarev V.P. Recommen-
dations on the certification of reference standards for structure identification of recombinant 

https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-2-218-225
mailto:ustinnikova@expmed.ru


БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2022, Т. 22, № 2
220

﻿Устинникова О.Б., Волкова Р.А., Мовсесянц А.А., Меркулов В.А., Бондарев В.П.
Рекомендации по аттестации стандартных образцов для подтверждения подлинности структуры рекомбинантных...

therapeutic proteins. Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2022;22(2):218–225. 
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-2-218-225

1	 Общая фармакопейная статья 1.7.1.0007.15 Лекарственные средства, получаемые методами рекомбинантных ДНК. Госу-
дарственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

	 Глава 1. Оценка качества биологических лекарственных препаратов, полученных с использованием методов рекомби-
нантной ДНК. В: Руководство по экспертизе лекарственных средств. Tом III. М.: Полиграф-плюс; 2014.

	 01/2010:20255 Peptide mapping. European Pharmacopoeia 10.8.
	 Biotechnology-derived articles–peptide mapping. USP 43–NF 38.
	 01/2011:20259 Glycan analysis of glycoproteins. European Pharmacopoeia 10.8.
2	 Общая фармакопейная статья 1.1.0007.18 Стандартные образцы. Государственная фармакопея Российской Федерации. 

XIV изд. Т. 1; 2018.
	 British Pharmacopoeia chemical reference substances (BPCRS); 2022. https://www.pharmacopoeia.com/reference-standards
	 Pharmaceutical Reference Standards. 11th International Symposium, 3–4 September 2012, Strasbourg, France; 2012. 
	 Ph. Eur. Reference Standards: Purpose and use; 2022. https://www.edqm.eu/en/ph-eur-reference-standards-purpose-and-use
	 <11> USP Reference Standards. United States Pharmacopeia, Issue 1. USP 43–NF 38.
	 07/2018:51200 Reference standards. European Pharmacopoeia 10.8.
3	 Федеральный закон Российской Федерации от 12.04.2010 № 61-ФЗ «Об обращении лекарственных средств».

Введение
Отличительной особенностью биотехноло-

гических лекарственных средств является не-
обходимость подтверждения их подлинности 
не только на уровне специфической биологиче-
ской активности, но и на уровне структуры мо-
лекулы основного действующего вещества. 

Для рутинного подтверждения подлинности 
структуры каждой вновь получаемой серии про-
дукта в качестве основного метода большинство 
производителей применяют метод пептидно-
го картирования с УФ-ВЭЖХ детектированием 
продуктов ферментативного гидролиза белка 
и метод картирования гликанов (определения 
профиля гликанов) с флуоресцентным ВЭЖХ 
детектированием ферментативно отщепленных 
меченых гликанов1.

Данные методы предполагают необходи-
мость использования стандартного образца 
сравнения (СО).

Использование для пептидного картирования 
и определения профиля гликанов высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии с масс-спек-
трометрическим детектированием (ВЭЖХ-МС), 
безусловно, является перспективным и более 
технологичным подходом, не требующим на-
личия СО. Однако сегодня данный метод только 
начинает находить широкое применение в ру-
тинном анализе в связи с высокой стоимостью 
оборудования, особенностями эксплуатации 
и необходимостью наличия высококвалифици-
рованных кадров. 

Таким образом, оценка результатов рутинного 
подтверждения подлинности структуры каждой 
вновь получаемой серии продукта осуществля-
ется путем сравнения пептидных карт/профилей 
гликанов испытуемого и стандартного образцов. 
Поскольку для новых, а также ряда сравнитель-

но недавно зарегистрированных белков отсут-
ствуют международные или фармакопейные СО, 
актуальной задачей становится разработка пер-
вичных СО для подтверждения структуры. 

Кроме того, в настоящее время, при отсут-
ствии стабильного обеспечения российской 
биофармацевтической индустрии международ-
ными СО, необходимо наличие отечественных 
фармакопейных СО и/или СО предприятий, по-
зволяющих оценивать качество вновь выпуска-
емых серий биотехнологических белков в части 
подтверждения подлинности структуры. 

В настоящее время нормативные междуна-
родные и отечественные документы содержат 
общие требования к процедуре аттестации СО 
и не отражают специфику биологических ле-
карственных средств, которая требует инди-
видуального подхода, зависящего от природы 
биологического объекта [1–4]. Принципиальные 
требования к характеристике СО для биотехно-
логических лекарственных средств отражены 
в Государственной фармакопее Российской Фе-
дерации, во всех ведущих фармакопеях мира 
и документах Евразийского экономического 
союза2. Необходимость представления сведе-
ний о СО обозначена в Федеральном законе 
Российской Федерации «Об обращении лекар-
ственных средств»3. Однако данные докумен-
ты носят общий характер и не конкретизируют 
ни особенности требований к аттестации СО 
для подтверждения подлинности структуры мо-
лекулы рекомбинантных терапевтических бел-
ков, ни формат наполнения регистрационного 
досье в части сведений о подобных СО.

При этом очевидно, что качество СО сравне-
ния и полнота его характеристики в значитель-
ной мере определяют объективность оценки 
важнейших показателей качества биотехноло-
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гического терапевтического белка: подлинности 
и чистоты.

Цель работы — представление рекомендаций 
к процедуре разработки и порядку аттестации 
стандартных образцов для подтверждения под-
линности структуры рекомбинантных терапев-
тических белков.

Основная часть
Процедура разработки СО для подтвержде-

ния структуры рекомбинантного белка, а также 
порядок его аттестации зависят от ожидаемого 
статуса СО (фармакопейный стандартный обра-
зец — ФСО или стандартный образец предпри-
ятия — СОПр), сложности структуры белковой 
молекулы (наличия нескольких аминокислотных 
цепей, гликозилирования, направленного моди-
фицирования и т. д.), состава и формы выпуска 
фармацевтической субстанции.

Тем более что посттрансляционные моди-
фикации белковой молекулы, а также профиль 
направленной модификации белка, например 
конъюгирования (если применимо), как пра-
вило, индивидуальны для каждой технологии4. 
При этом для направленно модифицированных 
белков, помимо полной характеристики целе-
вого белка, необходима оценка характеристик 
модифицирующего агента и конечного конъю-
гата. Для модифицирующего агента необходима 
оценка всех показателей качества, предусмо-
тренная нормативным документом (при наличии).

Характеристика модифицированного белка 
должна включать: 

	– степень модификации; 
	– требования к позиционным изомерам; 
	– сведения о конформационной структуре, 
включая общий размер молекулы; количе-
ственное определение свободного, неконъю-
гированного белка;

	– остаточные количества свободного агента; 
	– молярное отношение агента к белку (если 
применимо). 

4	 Глава 5.1. Производство и контроль качества биотехнологических лекарственных препаратов, полученных по техноло-
гии рекомбинантной ДНК. Т. 3. Разработка и проведение исследований биологических лекарственных средств. Норма-
тивные правовые акты в сфере обращения лекарственных средств в рамках Евразийского экономического союза. М.: 
Ремедиум; 2017.

	 Глава 6. Спецификации. Методы испытаний и критерии приемлемости биотехнологических (биологических) препаратов. 
Т. 3. Разработка и проведение исследований биологических лекарственных средств. Нормативные правовые акты в сфе-
ре обращения лекарственных средств в рамках Евразийского экономического союза. М.: Ремедиум; 2017.

	 Guideline on similar biological medicinal products containing biotechnology-derived proteins as active substance: quality 
issues (EMEA/CHMP/BWP/49348/2005). EMEA; 2006.

	 Гармонизированное трехстороннее руководство ICH. Спецификации: Методы испытаний и критерии приемлемости био-
технологических/биологических препаратов. Q6B. 1999.

	 ICH Q6B Specifications: test procedures and acceptance criteria for biotechnological/biological products (CPMP/ICH/365/96), 
1999.

5	 Guidance on the descript ion of composition of pegylated (conjugated) proteins in the SPC (EMEA/CMP/BWP/3068/03). EMA; 
2003. https://goo.gl/GUC2Le

Для испытаний могут использоваться следу-
ющие физико-химические методы исследова-
ния: ядерный магнитный резонанс, химический 
или ферментативный гидролиз конъюгата с по-
следующим анализом пептидных фрагментов 
с помощью высокоэффективной жидкостной 
хроматографии, в том числе с масс-спектроме-
трическим детектированием и др.5 

В целом аттестацию СО для подтверждения 
подлинности структуры рекомбинантного белка 
можно представить в виде 4 основных этапов. 
При этом наполнение каждого из этапов проце-
дуры аттестации будет зависеть от:

	– ожидаемого статуса СО: ФСО или СОПр;
	– наличия международного/фармакопейного 
образца структуры; 

	– назначения СО (оценка первичной структуры, 
посттрансляционных модификаций, харак-
теристика направленно модифицированной 
молекулы);

	– сложности структуры белковой молекулы: 
наличия одной или нескольких аминокислот-
ных цепей, гликозилирования, направленного 
модифицирования/конъюгации (ПЭГ, Fc-фраг-
мент и т.д.);

	– состава и формы выпуска фармацевтической 
субстанции: наличие стабилизаторов — бел-
ков/аминокислот; концентрации белка; упа-
ковки. 

Этап 1. Разработка требований к СО. 
Обоснование выбора материала СО, формы 
выпуска, оценки качества

Поскольку подлинность структуры молеку-
лы рекомбинантного терапевтического белка 
в большинстве случае оценивают на стадии 
активной фармацевтической субстанции, ло-
гично рассматривать серию данной субстанции 
в качестве кандидата в СО сравнения. Однако 
спецификация на субстанцию, которая предна-
значена для дальнейшего использования в со-
ответствии с регламентом производства, может 

https://goo.gl/GUC2Le
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быть неприемлема для серии субстанции, пред-
назначенной для использования в качестве СО. 
Так, например, возможна корректировка фор-
мы выпуска — вместо замороженного продукта 
большого объема целесообразно рассмотреть 
возможность производства лиофилизированно-
го продукта, разлитого в ампулы или флаконы 
в объеме, удобном для применения. 

Также, исходя из условий конкретной методи-
ки, используемой для подтверждения подлин-
ности структуры, возможно изменение концен-
трации белка в субстанции, предназначенной 
для использования в качестве СО. С экономиче-
ской точки зрения целесообразно уменьшение 
данной концентрации до значений, приемлемых 
для получения достоверных результатов. На этом 
этапе логично предусмотреть возможность при-
менения СО структуры для оценки подлинности, 
чистоты или количественного определения дру-
гими физико-химическими методами.

Ряд субстанций может содержать белко-
вые стабилизаторы (например, человеческий 
сывороточный альбумин), что неприемлемо 
при оценке структуры белка методом пептид-
ного картирования. В этом случае в качестве 
кандидата в СО необходимо рассматривать 
очищенный белок, отобранный на производ-
ственной стадии до добавления стабилизатора. 
В данном случае для сохранения стабильности 
раствора белка возможно изменение рН рас-
твора и/или добавление иных стабилизаторов, 
не оказывающих неспецифического влияния 
на результаты оценки подлинности структуры 
молекулы белка.

Вместе с тем ряд показателей качества, ука-
занных в спецификации на субстанцию для про-
изводства лекарственного препарата, могут 
оказаться не актуальны для СО. Например, мо-
жет быть целесообразно не включать в специ-
фикацию на СО такие показатели, как стериль-
ность, пирогенность, содержание посторонних 
примесей, например HBsAg, остаточной ДНК 
штамма продуцента и остаточных белков клеток 
хозяина, других остаточных веществ, не имею-
щих специфического влияния на процедуру 
применения СО и т.д., поскольку эти показате-
ли оцениваются производителем материала СО, 
а разрабатываемый продукт не предназначен 
для введения людям.

Основным показателем при разработке 
спецификации на СО должна быть «Подлин-

6	 Руководство ЕВРАХИМ/СИТАК. Количественное описание неопределенности в аналитических измерениях. СПб: ВНИИМ 
им. Д.И.Менделеева; 2002.

	 ГОСТ Р 8.871–2014. Стандартные образцы предприятий и отраслей. Общие требования.
	 ГОСТ Р 8.563–2009. Методики (методы) измерений.

ность», для оценки которой необходимо преду-
смотреть:

	– оценку структуры молекулы с покрытием из-
вестной аминокислотной последовательно-
сти не менее 95%; 

	– идентификацию значимых фрагментов моле-
кулы: N-концевой последовательности, ди-
сульфидных связей, замен аминокислотных 
остатков, сайтов гликозилирования/пегилиро-
вания/конъюгации и т.д.;

	– установление гликопрофиля и состава гли-
канов, оценка полученного гликопрофиля 
относительно известного, установление воз-
можных отличий и оценка их стабильности 
в серийном производстве.
Таким образом, процедура разработки СО 

для оценки подлинности структуры молекулы 
рекомбинантного терапевтического белка, со-
стоит в:

	– обоснованном выборе материала для СО, в ка-
честве которого, в зависимости от конкретно-
го белка и технологии его получения, может 
быть использован готовый лекарственный 
препарат, нерасфасованный готовый продукт 
(балк), субстанция, очищенный белок (продукт 
промежуточной стадии производства);

	– обоснованном выборе формы выпуска (объ-
ем розлива; концентрация белка; физическое 
состояние — замороженный раствор/лиофи-
лизат; изменения состава — рН и/или стаби-
лизаторы);

	– разработке спецификации на СО, где за основу 
может быть взята характеристика действую-
щего вещества, установленная при разработке 
биотерапевтического белка, и спецификация 
на активную фармацевтическую субстанцию. 
При формировании спецификации на СО все 
изменения исходной спецификации должны 
быть обусловлены изменениями, необходи-
мость которых продиктована назначением 
и процедурой применения СО [5–8]. 

Этап 2. Выбор методики 
и установление величины аттестованной 
характеристики

Для аттестации СО структуры необходимо 
использовать валидированную (аттестованную) 
методику6, применение которой для оценки под-
линности структуры белка будет регламентиро-
вано в нормативной документации на конкрет-
ный продукт. При валидации данной методики 



223

﻿Ustinnikova O.B., Volkova R.A., Movsesyants A.A., Merkulov V.A., Bondarev V.P.
Recommendations on the certification of reference standards for structure identification of recombinant therapeutic proteins

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2022, V. 22, No. 2

необходимо более полно оценить стабильность 
пептидной карты и карты гликанов, определить 
критические условия ее получения (особенно-
сти ферментативного гидролиза, активность 
фермента, этапы отщепления и мечения глика-
нов и т.д.). 

Необходимо оценить специфичность пептид-
ной карты и карты гликанов, на основании, напри-
мер, масс-спектрометрического анализа, обосно-
вать выбор и состав характеристических пиков: 

	– соответствие пика простому пептиду либо 
их смеси;

	– отсутствие среди пептидов неспецифических 
продуктов гидролиза;

	– наличие подтвержденных участков аминокис-
лотной последовательности (масс-спектроме-
трическое исследование);

	– установление критериев стабильности и раз-
решения пиков; 

	– локализация соответствующих пептидов в из-
вестной аминокислотной последовательности;

	– установление референсных пиков гликанов; 
	– масс-спектрометрическая характеристика 
структуры гликанов, соответствующих рефе-
ренсным пикам.
В качестве величины аттестованной характери-

стики может быть рекомендовано установление 
диапазонов времен удерживания характеристи-
ческих пиков в условиях воспроизведения вали-
дированной методики. Для этого рекомендуется:

	– получение не менее 5 пептидных/гликановых 
карт СО в условиях промежуточной прецизи-
онности для СОПр и не менее 10 карт в усло-
виях воспроизводимости для ФСО;

	– установление аттестованной величины в виде 
абсолютного (1 пик) и относительных времен 
удерживания характеристических пиков, рас-
считанных как ±2 СКО или ±3 СКО от среднего 
времени в зависимости от прецизионности 
методики и условий получения выборки;

	– если доступно и применимо: сравнительный 
анализ пептидных карт и карт гликанов с меж-
дународным или фармакопейным СО (например, 
CRS EDQM) и/или оригинальным препаратом.

Этап 3. Исследование стабильности 
и установление срока годности СО

Срок годности СО устанавливают в реальном 
времени на основании мониторинга стабильно-

7	  ICH Q5C Quality of Biotechnological Products: Stability Testing of Biotechnological/Biological Products (CPMP/ICH/138/95), 
1996.

	 ГОСТ 8.315–2019. Государственная система обеспечения единства измерений. Стандартные образцы состава и свойств 
веществ и материалов. Основные положения.

8	 ГОСТ Р 8.691–2010. Стандартные образцы материалов (веществ). Содержание паспортов и этикеток.
9	 Recommendations for the preparation, characterization and establishment of international and other biological reference 

standards, Annex 2, Technical Report Series No 932. WHO Expert Committee on biological standardization. Geneve; 2004. 

сти пептидных/гликановых карт, при этом ана-
лизируют результаты соответствия пептидных 
и гликановых профилей установленным диапа-
зонам времен удерживания характеристических 
пиков и общего профиля хроматограмм7.

Этап 4. Разработка сопроводительной 
документации (паспорт, инструкция 
по применению, макет упаковки)

Документацию разрабатывают в установ-
ленном порядке на основе результатов приме-
нения СО для контроля соответствующей про-
дукции8. Для ФСО следует руководствоваться 
рекомендациями ВОЗ9. Для СОПр целесообраз-
но использование методических рекомендаций 
«Порядок проведения аттестации стандарт-
ных образцов предприятия, применяющихся 
при производстве и контроле биологических 
лекарственных средств».

Обязательной частью инструкции по приме-
нению является подробное описание процеду-
ры методики с указанием точных характеристик 
критичных реагентов, где в случае прогнози-
руемой возможной коммерческой недоступ-
ности критичных реагентов целесообразно 
предусмотреть альтернативный формат ис-
пользования СО в качестве образца сравнения 
при вынужденном изменении процедуры мето-
дики при условии ее валидации.

Заключение
Настоящие рекомендации разработаны на ос-

новании многолетнего опыта ФГБУ  «НЦЭСМП» 
Минздрава России в области экспертизы и стан-
дартизации биотехнологических лекарствен-
ных препаратов. Аттестация ФСО и/или СОПр, 
предназначенных для подтверждения подлин-
ности рекомбинантных терапевтических белков, 
в соответствии с разработанным порядком атте-
стации позволяет унифицировать данную про-
цедуру для разных производителей и разных ре-
комбинантных белков. На основании настоящих 
рекомендаций могут быть разработаны инди-
видуальные программы аттестации СО для под-
тверждения подлинности структуры конкрет-
ного белка. Обоснования принятия решений 
по наполнению каждого из этапов и их выполне-
ние позволяют систематизировать процесс раз-
работки СО и обеспечивают прослеживемость 
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и доступность информации. СО подтвержде-
ния подлинности структуры рекомбинант-
ных терапевтических белков (ФСО и СОПр), 
аттестованные в соответствии с разработанным 

порядком аттестации, могут рассматриваться 
как первичные в случае отсутствия возможно-
сти использования международных СО соответ-
ствующего белка.
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