




Уважаемые коллеги!

Главная тема этого номера — «Разработка и совершен-
ствование отечественных биологических лекарственных 
средств». В современном мире развитая биофармацевти-
ческая промышленность представляет собой важнейший 
элемент системы обеспечения мер по защите здоровья 
населения. Именно продукты биотехнологий сегодня наи-
более полным образом отвечают на ключевые вызовы 
здравоохранения. Это в том числе продемонстрировала 
пандемия COVID-19, темпы распространения которой были 
существенно замедлены по всему миру благодаря новым 
вакцинам, иммуноглобулинам и другим биологическим 
препаратам, созданным и внедренным в практическое 
здравоохранение в этот период.

С помощью современных биологических препаратов 
в  настоящее время удается контролировать многие со-
циально значимые инфекционные, аутоиммунные и дру-
гие заболевания. Развитие производства биопрепаратов 
тем более важно, что именно такие средства в большей 
степени, чем, например, продукты химического синтеза, 
отвечают актуальной парадигме здравоохранения, про-
возгласившей приоритет профилактики перед лечением. 
Медицина ХХI  века стремится не просто излечивать за-

болевания, а поддерживать здоровье на протяжении всей жизни и не допускать тяже-
лых последствий различных патологий. Решению этой задачи способствует использо-
вание вакцин, препаратов крови, аллергенов, бактериофагов и других биологических 
лекарственных средств. Это требует от производителей не только разработки новых 
препаратов, предназначенных для диагностики, профилактики и лечения заболеваний, 
но и совершенствования качества уже выпускаемых продуктов. Отдельно отмечу необ-
ходимость реализации политики импортозамещения. Собственное производство пол-
ного цикла на территории России — это гарантия стабильного снабжения отечественной 
системы здравоохранения биопрепаратами, а значит, и обеспечения прав граждан 
на качественную медицинскую помощь. 

В данном номере журнала представлены статьи, которые наглядно демонстрируют, 
на каких технологических платформах создаются современные вакцины, какие новые 
методы контроля качества препаратов внедряются в производство, какие инновации 
находятся на стадии исследований и какие проекты для развития медицины будущего 
реализуются уже сегодня.

С уважением,
генеральный директор холдинга 

«Нацимбио» Госкорпорации Ростех

ЗАГОРСКИЙ Андрей Юрьевич
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 Вуль Всеволод Феликсович; v.f.vul@microgen.ru

Резюме	 Актуальность. Лекарственные препараты пыльцевых аллергенов являются наиболее вос-
требованными. Терапевтическая польза от их применения зависит от стандартизации. 
Для повышения эффективности диагностики и лечения аллергических заболеваний не-
обходимы современные методы оценки специфической (аллергенной) активности лекар-
ственных препаратов пыльцевых аллергенов с применением стандартных образцов и ме-
тодов физико-химического анализа.
Цель. Разработка методологических подходов к стандартизации лекарственных препа-
ратов пыльцевых аллергенов для перехода к нормированию специфической активности 
в единицах аллергенной активности (ЕАА) и приведения качества препаратов в соответ-
ствие с требованиями Государственной фармакопеи Российской Федерации.
Материалы и методы. Использовали стандартные образцы пыльцевых аллергенов 
(АО «НПО «Микроген»), стандарт ВОЗ аллергена из пыльцы тимофеевки посевной, набор 
стандартов для эксклюзионной хроматографии MW  1350–670000  Da, бычий сывороточ-
ный альбумин, специфические IgE-содержащие сыворотки крови от лиц, сенсибилизиро-
ванных к исследуемому аллергену, меченые антитела к IgE человека, стандартные об-
разцы летучих растворителей для газовой хроматографии. Подтверждение подлинности 
стандартного образца предприятия аллергенной активности аллергена (СОП ААА) прово-
дили методом вестерн-блота (аллергенные компоненты), содержание общего белка опре-
деляли колориметрически (метод Бредфорда). Дополнительно для изучения белковых 
фракций применяли метод высокоэффективной жидкостной хроматографии. Количество 
остаточных органических растворителей в препаратах аллергенов оценивали при помо-
щи газожидкостной хроматографии.
Результаты. Вместо существующей ранее неспецифической характеристики аллерген-
ной активности в единицах белкового азота (Protein Nitrogen Unit, PNU) был разработан 
и апробирован новый метод контроля специфической активности в ЕАА на основе кон-
курентного иммуноферментного анализа (кИФА). Разработана и валидирована методика 
контроля аллергенной активности in  vitro на основе кИФА. Проведены разработка и ат-
тестация 15 первичных СОП  ААА с присвоением им аллергенной активности в EAA/мл 
по результатам тестирования методом кожных проб in vivo. Выполнен анализ эксперимен-
тальных данных с целью установления норм аллергенной активности для номенклатуры 
пыльцевых аллергенов, выпускаемых АО «НПО «Микроген». Разработаны и валидированы 
в соответствии с Государственной фармакопеей Российской Федерации физико-химиче-
ские методы аттестации СОП ААА. Определены условия хроматографического разделения 

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.30895/2221-996X-2023-23-3-1-367-378&domain=pdf&date_stamp=2023-10-13
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2023-23-3-1-367-378
mailto:v.f.vul@microgen.ru


БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2023, Т. 23, № 3–1
368

Саканян Е.И., Ясная М.А., Вуль В.Ф., Бубенчиков Р.А., Винокурова Н.В., Юртаева Е.С.
Лекарственные препараты пыльцевых аллергенов: современные аспекты стандартизации

остаточных органических растворителей (ацетона, диэтилового эфира) и параметры при-
годности хроматографической системы. Проведена аттестация вторичных СОП ААА мето-
дом кИФА по показателю аллергенной активности относительно первичных СОП, что по-
зволило перейти к стандартизации препаратов аллергенов методом in vitro.
Выводы. Разработана методология стандартизации препаратов аллергенов методом 
кИФА по степени ингибирования иммунологической реакции в сравнении со стандартным 
образцом. Обоснована целесообразность исключения показателя «Содержание белково-
го азота» (в единицах белкового азота, PNU) и замены его на показатель «Аллергенная ак-
тивность» (в ЕАА). Полученные СОП ААА впервые на предприятии были аттестованы в ЕАА. 
Разработана и валидирована аналитическая методика определения количественного со-
держания остаточных органических растворителей в препаратах аллергенов с помощью 
метода газожидкостной хроматографии.

Ключевые слова:	 лекарственные препараты пыльцевых аллергенов; специфическая активность; остаточ-
ные органические растворители; общий белок; кИФА
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Pollen allergen products: current 
standardisation issues
Elena I. Sakanyan1, Maria А. Yasnaya2, Vsevolod F. Vul2, , Roman A. Bubenchikov1, 
Natalya V. Vinokurova1, Ekaterina S. Yurtaeva1

1 Microgen Scientific Industrial Company for Immunobiological Medicines, 10 2nd Volkonsky Ln., 
Moscow 127473, Russian Federation

2 Allergen, Branch of Microgen Scientific Industrial Company for Immunobiological Medicines, 
20 Biologicheskaya St., Stavropol 355019, Russian Federation

 Vsevolod F. Vul; v.f.vul@microgen.ru

Abstract	 Scientific relevance. Pollen allergen medicines are in high demand, and their therapeutic bene-
fits directly correlate with their standardisation. Better diagnosis and treatment of allergic dis-
eases require state-of-the-art procedures for assessing the allergenic activity of pollen allergen 
products using reference standards and physicochemical testing methods.
Aim. The study aimed at developing methodological approaches to the standardisation of pol-
len allergen products in order to shift to measuring their potency in allergenic activity units 
(AAU) and bring their quality in line with the requirements of the State Pharmacopoeia of the 
Russian Federation.
Materials and methods. The study used pollen allergen reference standards by Microgen, the 
WHO International Standard for timothy grass (Phleum pratense) pollen extract, a gel filtration 
standard kit of molecular weight markers ranging from 1.35 to 670 kDa, bovine serum albumin, 
serum samples with specific IgE obtained from donors sensitised to the study pollen allergens, 
labelled anti-human IgE antibodies, and reference standards for determining residual volatile 
solvents by gas chromatography. The identification of in-house reference standards for the 
potency of pollen allergens involved Western blotting (for allergenic components). The total 
protein content was determined by Bradford’s assay. In addition, the authors used high-per-
formance liquid chromatography to study protein fractions and gas–liquid chromatography to 
determine the content of residual organic solvents.
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Results. To substitute the existing method of non-specific characterisation of allergenic activ-
ity in protein nitrogen units (PNU), the authors developed and tested a new method to con-
trol allergenic activity in allergenic activity units (AAU) based on an in vitro competitive en-
zyme-linked immunosorbent assay (ELISA) procedure developed and validated in this study. 
Furthermore, the authors developed and certified 15 primary in-house reference standards 
with allergenic activity established in AAU/mL using skin tests in vivo. The experimental data 
were analysed to standardise the allergenic activity of the pollen allergens manufactured 
by Microgen. The authors developed physicochemical methods for the certification of in-house 
reference standards and validated these methods in accordance with the State Pharmacopoeia 
of the Russian Federation. The study involved selecting chromatographic separation condi-
tions for residual organic solvents (acetone and diethyl ether) and establishing system suita-
bility criteria for the chromatographic system. The allergenic activity of secondary in-house 
reference standards was certified against that of primary in-house reference standards using 
competitive ELISA. Thus, the authors managed to shift to the standardisation of pollen aller-
gen products in vitro.
Conclusions. The authors developed their competitive ELISA-based method to standardise 
pollen allergen products by comparing the inhibition of immune responses to a product and 
a  standard. The study demonstrated the feasibility of substituting allergenic activity quan-
tification (in AAU) for protein nitrogen content determination (in PNU) and showed the first 
example of using AAU for the certification of in-house reference standards. Additionally, the 
authors developed and validated an analytical procedure for determining the content of resid-
ual organic solvents in pollen allergen products by gas–liquid chromatography.

Key words:	 medicinal products of pollen allergens; potency; allergenic activity; residual organic solvents; 
total protein; competitive enzyme-linked immunosorbent assay
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Введение
В настоящее время перед национальными си-

стемами здравоохранения остро стоит проблема 
профилактики и лечения аллергических заболе-
ваний, которым подвержена значительная часть 
населения земного шара [1–4]. По некоторым 
оценкам, 20–30% от общего числа населения 
планеты имеют аллергические заболевания  [5]. 
Наряду с известными ранее видами аллергии (на 
пищу, растения, домашнюю и библиотечную 
пыль, шерсть диких и домашних животных и др.) 
появилась и становится все более распростра-
ненной медикаментозная аллергия  (на лекар-
ственные средства). C  1960-х годов, особенно 
в последние 10–20 лет, наблюдается стреми-
тельный рост числа пациентов с аллергически-
ми заболеваниями. Проявления аллергических 
заболеваний приводят к ухудшению качества 
жизни, ограничивают возможности во всех сфе-
рах социальной и личной жизни. Аллерген-спе
цифическая иммунотерапия (АСИТ) — современ-
ный метод лечения аллергии, в основе которого 
лежит использование механизма и патогенеза 
аллергических заболеваний [6–9]. Принцип 

АСИТ  — поэтапное введение в организм паци-
ента возрастающих доз аллергенсодержащего 
лекарственного препарата (ЛП) для снижения 
чувствительности к аллергену [6, 10].

Следует отметить, что превалирующие по-
зиции (от 1 до 5% от общего числа аллергиче-
ских заболеваний) занимают аллергические 
реакции на растительную пыльцу, при этом их 
проявления разнообразны, а признаки рини-
та могут отсутствовать [11]. Для проведения 
АСИТ используют ЛП на основе действующих 
веществ — аллергенов и аллергоидов, которые 
произведены из пыльцы растений и вызывают 
положительный аллергический ответ [8].

Обеспечение качества, эффективности и без-
опасности ЛП аллергенов  — ключевая задача 
производителя, которая требует внедрения 
не только современных технологий, но и соот-
ветствующих методов стандартизации и после-
дующего контроля качества ЛП аллергенов. Это 
подразумевает переход от оценки специфиче-
ской активности ЛП аллергенов с использова-
нием методов in  vivo (кожные пробы) к методу 
определения аллергенной активности in  vitro 
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относительно стандартных образцов (СО), атте-
стованных в единицах аллергенной активности 
(EAA/мл) с помощью разработанных и валиди-
рованных методик конкурентного иммунофер-
ментного анализа (кИФА).

На сегодняшний день единой международной 
системы единиц аллергенной активности не суще-
ствует, и мировые производители лекарственных 
средств переходят на использование различных 
унифицированных единиц аллергенной активно-
сти. Это позволяет количественно оценить специ-
фическую активность ЛП аллергенов и исходных 
фармацевтических субстанций (табл. 1) [1].

Анализ данных таблицы 1 позволяет сде-
лать заключение о том, что практически во всех 
представленных вариантах проводится сравни-
тельная оценка результатов кожных проб и да-
лее их перевод в единицы специфической (ал-
лергенной) активности.

Всемирная организация здравоохранения 
предложила к использованию ограниченное 
число международных стандартов аллерген-
ных экстрактов [12]. Перечень международных 
СО включает лишь пять наименований, что соз-
дает очевидные сложности для стандартиза-
ции лекарственных средств аллергенов и по-

Таблица 1. Характеристика единиц аллергенной активности лекарственных препаратов аллергенов (таблица составлена 
авторами по данным источника [1])
Table 1. Units of allergenic activity of pollen allergen products (compiled by the authors based on [1])

Единица аллергенной активности
Unit of allergenic activity

Характеристика
Description

Регион применения / 
Регуляторный орган / 

Компания
Region / Regulatory 
authority / Company

BAU — биоэквивалентная 
аллергенная единица
BAU, Bioequivalent Allergenic Unit

100 000 BAU эквивалентны разведению аллергена 3×10–14, 
при котором размер эритемы достигает 50 мм у каждого 
испытуемого (15–20 пациентов)
100,000 BAU are equivalent to the 3×10–14 dilution of the allergen 
with an erythema diameter sum of 50 mm in each patient (15–20 
patients)

FDA (США)
FDA (USA)

HEP — гистаминоэквивалентная 
единица/ BU, биологические 
единицы
HEP, Histamine Equivalent Prick 
unit/ BU, Biological Unit

HEP — единица, соответствующая развитию кожной реакции 
(15–20 пациентов), эквивалентной таковой при воздействии 
раствора гистамина в концентрации 10 мг/мл, приравнива-
ется к 1000 BU (биологических единиц)
A HEP unit corresponds to the allergen concentration that 
elicits the same wheal size in skin prick testing as the histamine 
dihydrochloride control at 10 mg/mL. 1 HEP unit is equivalent 
to 1000 biological units (BU)

FDA (США), ALK-Abello 
(Дания)
FDA (USA), ALK-Abello 
(Denmark)

JSK — единица стандартного 
качества
JSK, standard quality unit (Jednotka 
Standardní Kvality)

Прик-тест (20 пациентов)
Prick testing (20 patients)

Sevapharma (Чехия)
Sevapharma (Czech 
Republic)

IR — индекс реактивности
IR, Index of Reactivity

100 IR соответствуют дозе аллергена, вызывающего разви-
тие кожной реакции (папула диаметром 7 мм). Прик-тест 
(30 пациентов)
Prick testing with three serial dilutions, 30 patients, and a 9% 
codeine phosphate control. 100 IR is equal to the allergen dose 
that elicits a wheal with a diameter of 7 mm

Stallergenes 
Greer (Франция)
Stallergenes 
Greer (France)

BU — биологические единицы
BU, Biological Unit

Накожные пробы (30 пациентов).
100 BU соответствуют дозе аллергена, вызывающего 
развитие кожной реакции (папула диаметром 7 мм)
Prick testing (30 patients)
100 BU correspond to the allergen dose that elicits a wheal 
with a diameter of 7 mm

Страны Северной 
Европы
Nordic countries

UBE — единицы биологических 
эквивалентов
UBE, biological equivalent units 
(Unidades Biológicas Equivalentes)

Двойной прик-тест (три серийных разведения, 30 пациен-
тов). Концентрация раствора гистамина — 0,1 мг/мл
Double prick test with three serial dilutions, 30 patients, 
and a 0.1 mg/mL histamine solution

IPI-Asac (Испания)
IPI-ASAC (Spain)

ЕАА — единицы аллергенной 
активности
AAU, Allergenic Activity Units

100 000 ЕАА соответствуют значению разведения, которое 
вызывает развитие кожной реакции у сенсибилизированных 
пациентов в виде папулы (8 мм)a

100,000 AAU correspond to the dilution that elicits a wheala 
with a diameter of 8 mm in sensitised patients

АО «НПО «Микроген»
(Российская 
Федерация
Microgen (Russian 
Federation)

a ОФС.1.7.2.0040.18 Определение специфической (аллергенной) активности аллергенов и аллергоидов методом кожных 
проб. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2. М.; 2018.
a OFS.1.7.2.0040.18 Determination of potency (allergenic activity) of allergens and allergoids by prick testing. State Pharmacopoeia 
of the Russian Federation. 14th ed. V. 2. Moscow; 2018.
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следующего рутинного контроля их качества, 
подтверждающего единообразие аллергенной 
активности. В связи с этим перед производи-
телями встает вопрос разработки собственных 
первичных и вторичных стандартных образцов 
предприятий (СОП), предназначенных для ис-
пользования при контроле качества с примене-
нием метода кИФА.

Цель работы — разработка методологиче-
ских подходов к стандартизации лекарственных 
препаратов пыльцевых аллергенов для перехо-
да к нормированию специфической активно-
сти в единицах аллергенной активности (ЕАА) 
и приведения качества препаратов в соответ-
ствие с требованиями Государственной фарма-
копеи Российской Федерации (ГФ РФ).

Задачи исследования:
–– разработка первичных СОП аллергенной ак-
тивности аллергена (СОП ААА) для выпускае-
мой АО «НПО «Микроген» номенклатуры ал-
лергенов, установление норм их аллергенной 
активности;

–– разработка и валидация методики кИФА кон-
троля аллергенной активности in vitro;

–– разработка и валидация хроматографических 
методов для подтверждения подлинности и по-
казателей качества выпускаемой продукции;

–– аттестация вторичных СОП ААА с использова-
нием разработанных методов, переход к стан-
дартизации препаратов аллергенов in vitro.

Материалы и методы

Материалы
1. СОП  ААА из пыльцы ржи посевной, тимофе-

евки луговой, полыни горькой, березы вися-
чей, ежи сборной, орешника  (лещины обык-
новенной), дуба черешчатого, ольхи клейкой, 
амброзии полыннолистной, овсяницы луго-
вой, костра прямого, мятлика лугового, под-
солнечника однолетнего, одуванчика лекар-
ственного, циклахены дурнишниколистной, 
а также соответствующие аллергенные пыль-
цевые экстракты (маточные), изготовленные 
по действующему промышленному регламен-
ту. Производитель: НПО «Аллерген», Ставро-
поль (филиал АО «НПО «Микроген»).

2. WHO International Standard Timothy Pollen 
Extract  — международный стандарт аллер-
гена из пыльцы тимофеевки луговой (Нацио-

1	 ОФС.1.7.1.0001.15 Аллергены. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2. М.; 2018.
2	 ОФС.1.2.1.0023.15 Электрофорез в полиакриламидном геле. Государственная фармакопея Российской Федерации. 

XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
3	 ОФС.1.7.2.0022.15 Определение подлинности и чистоты иммунобиологических лекарственных препаратов методом ве-

стерн-блот. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2. М.; 2018.

нальный институт биологических стандартов 
и контроля, NIBSC), код 82/520, активность 
100  000  IU (МЕ)  / ампула [13]. Стандарт вос-
станавливали в 1 мл деионизированной воды 
до концентрации 100 000 IU/мл. Для последу-
ющего анализа использовали восстановлен-
ный стандарт тимофеевки луговой в концен-
трации 10 000 IU/мл.

3. Стандарт для эксклюзионной хроматографии 
Gel Filtration Standard, молекулярная мас-
са 1,350–670,000 кДа, pI 4,5–6,9 (Bio-Rad Labs, 
США, кат. № 151–1901).

4. Бычий сывороточный альбумин, фракция 
V A6588,0100 (AppliChem, Германия).

5. Сыворотки крови пациентов, содержащие 
IgE-антитела (положительные) к аллергенам 
из пыльцы (класс  3–4 специфической актив-
ности).

6. Конъюгат антител моноклональных диагно-
стических против тяжелых (эпсилон) поли-
пептидных цепей иммуноглобулинов (IgE) че-
ловека, меченных пероксидазой хрена (ООО 
«Полигност», Россия).

7. Стандартные образцы диэтилового эфира, 
ацетона и растворителя диметилсульфоксида, 
для газожидкостной хроматографии (Merck 
KGaA, Германия), чистота не менее 99,9%.

Методы
Электрофорез в полиакриламидном ге- 

ле и вестерн-блот. Испытания СОП ААА прово-
дили согласно требованиям ОФС.1.7.1.0001.151 
по показателям: «Белковый профиль» (элек-
трофорез в полиакриламидном геле  — ПААГ, 
ВЭЖХ) и «Подлинность» (вестерн-блот). Элек-
трофорез в ПААГ (15%) с натрия додецилсуль-
фатом (SDS) в восстанавливающих условиях (в 
присутствии дитиотреитола) проводили с ис-
пользованием системы для вертикального элек-
трофореза Mini-Protean Tetra System (Bio-Rad 
Labs, США, кат. № 165–8004) [2]. Приготовление 
15%  ПААГ, электрофорез, окрашивание ПААГ 
красителем Coomassie R-250 (Serva, Германия, 
кат. №  1752501) осуществляли в соответствии 
с ОФС.1.2.1.0023.152. Определение подлинности 
выполняли методом вестерн-блота в присут-
ствии аллерген-специфических сывороток в со-
ответствии с ОФС.1.7.2.0022.153. Образцы кон-
центрировали с помощью микроконцентраторов 
Amicon Ultra-0.5 (Merck, Германия, #UFC5010BK).
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Эксклюзионная хроматография. Хромато-
графический анализ аллергенных пыльцевых 
экстрактов  (кандидатов в СОП  ААА) проводи-
ли при соблюдении фармакопейных требо-
ваний методом эксклюзионной хроматогра-
фии  в  изократическом режиме элюирования. 
Для анализа использовали хроматографиче-
скую систему Dionex Ultimate 3000 (Thermo 
Scientific, Германия) с колонкой Superose 
12 10/300 GL (GE Healthcare, Швеция). Для детек-
ции применяли флуориметрический детектор 
в режиме длин волн возбуждения  (испускания) 
Ex=280 (Em=345)  нм. Элюирование выполняли 
фосфатным буферным раствором с концентра-
цией 10 мМ (pH 6,8), содержащим натрия хлори-
да (0,4 М) и Твин 20 (0,02%), модифицированным 
ацетонитрилом (соотношение фосфатного бу-
ферного раствора и ацетонитрила 4:1), со скоро-
стью 0,5 мл/мин. Объем ввода — 50 мкл. Образ-
цы аллергенных препаратов, представляющие 
собой водно-солевые растворы белково-поли-
сахаридных комплексов, выделенных из пыльцы 
растений экстрагированием фосфатно-солевым 
буферным раствором (рН  7,0), с содержани-
ем белкового азота от 7500 до 12 500 PNU/мл, 
использовали без предварительной пробо-
подготовки. Приготовление стандарта для экс-
клюзионной хроматографии проводили в со-
ответствии с рекомендациями производителя, 
затем разводили в 100 раз в подвижной фазе. 
Раствор бычьего сывороточного альбумина 
с концентрацией 1 мг/мл готовили методом 
точной навески, разводили в подвижной фазе 
до концентрации 0,025 мг/мл [2].

Метод конкурентного иммуноферментного 
анализа. Биологическая активность первой се-
рии СОП ААА должна быть подтверждена мето-
дом кожных проб (тест in  vivo) в ходе клиниче-
ских исследований у лиц, сенсибилизированных 
к исследуемому аллергену, с выражением ре-
зультата в единицах аллергенной активности 
(ЕАА/мл)4. Биологическую активность второй 
(и  последующих) серии СОП  ААА оценивали 
методом кИФА in vitro с использованием специ-
фических сывороток, содержащих IgE-антитела, 
относительно действующих (первичной и после-
дующих) серий СОП ААА. Исследуемый аллерген 
связывается со специфическими IgE-антителами 

4	 ОФС.1.7.2.0040.18 Определение специфической (аллергенной) активности аллергенов и аллергоидов методом кожных 
проб. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2. М.; 2018.

5	 Там же.
6	 Хельсинкская декларация Всемирной медицинской ассоциации. Этические принципы медицинских исследований с при-

влечением человека. Форталеза; 2013. http://acto-russia.org/index.php?option=com_content&task=view&id=21
7	 Решение Совета Евразийской экономической комиссии № 79 от 03.11.2016 «Об утверждении Правил надлежащей кли-

нической практики Евразийского экономического союза». https://docs.cntd.ru/document/456026110

и ингибирует их взаимодействие с СОП  ААА, 
иммобилизованным на твердой фазе. Степень 
ингибирования прямо пропорциональна содер-
жанию аллергена в растворе. Предварительно 
СОП  ААА и образец анализируемой серии раз-
водили в 5 раз, затем последовательно с шагом 
в 2 раза готовили до 6 разведений, к которым 
добавляли содержащие IgE-антитела специфи-
ческие сыворотки, относительно действующих 
(первичной и последующих) серий СО аллерге-
нов. Образовавшиеся на твердой фазе иммун-
ные комплексы связывали с коньюгатом моно-
клональных антител к  IgE человека, меченных 
пероксидазой хрена (ООО «Полигност», Россия). 
После инкубации останавливали реакцию вне-
сением раствора тетраметилбензидина и про-
водили учет результатов кИФА на фотометре 
iMark (Bio-Rad Labs, США) для микропланшетов 
при длине волны 450 нм, относительно воздуха 
в пустой лунке.

Кожные пробы. Определение специфической 
(аллергенной) активности первой серии СОП про-
водили в соответствии с рекомендованной ме-
тодикой ОФС.1.7.2.0040.185. Учитывали кожную 
реакцию  — волдыри, а также гиперемию у лю-
дей с повышенной чувствительностью к иссле-
дуемому аллергену в анамнезе (или без таковой 
у представителей контрольной группы). Исполь-
зовали метод постановки кожных проб (прик-тест 
и скарификация) у 15–20 лиц, сенсибилизирован-
ных к исследуемому аллергену, в возрасте от 18 
до 60 лет в период ремиссии заболевания (рино-
конъюнктивит, бронхит, бронхиальная астма).

Клинические исследования проводили 
с соблюдением норм и требований, изложенных 
в международных и российских законодатель-
ных актах, регулирующих вопросы биоэтики 
и защиты прав пациента6. Испытания проводи-
ли в соответствии с Решением Совета ЕЭК № 79 
от  03.11.20167. Исследования рассмотрены 
и одобрены на заседаниях Комитета по этике 
АНО «Научно-исследовательский институт об-
щественного здоровья», заседания проводились 
на базе СПб ГБУЗ «Городская поликлиника № 43» 
(выписка из  протокола  №  1 от  17.08.2018, выпи-
ска из протокола № 1-25/05/18 от 25.05.2018, вы-
писка из протокола № 2-25/05/18 от 25.05.2018). 
На проведение клинических исследований 

http://acto-russia.org/index.php?option=com_content&task=view&id=21
https://docs.cntd.ru/document/456026110
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получены разрешения Минздрава России 
№  652 от  14.12.2017, №  674–680 от  21.12.2017, 
№  24–26 от  24.01.2018, №  70, 71 от  20.02.2018, 
№ 73, 76, 77 от 21.02.2018, № 64 от 02.02.2022.

Определение остаточных органических рас-
творителей (ацетон, диэтиловый эфир). Соглас-
но ОФС  1.1.0008.158 содержание органических 
растворителей в ЛП аллергенов не должно быть 
более 0,5% (5000 ppm). Определение проводили 
методом газовой хроматографии в соответствии 
с ОФС.1.2.1.2.0004.159.

Для разработки аналитической методики 
определения количественного содержания аце-
тона и диэтилового эфира и ее валидации ис-
пользовали следующее оборудование:

–– кварцевая колонка Zebron ZB-624, длина 30 м, 
внутренний диаметр 0,32 мм, толщина пленки 
1,8 мкм (кат. № 1023593);

–– газовый хроматограф с пламенно-иониза-
ционным детектором «Кристаллюкс-4000М» 
(ООО «НПФ Мета-хром», Россия).
Регистрировали хроматограммы раствори-

теля (вода для инъекций), испытуемого образ-
ца ЛП аллергена, раствора СО ацетона и  ди
этилового эфира, измеряли время удерживания 
и площади пиков. Площади пиков ацетона и ди-
этилового эфира на хроматограмме испытуе-
мого образца аллергена не должны превышать 
соответствующие площади на хроматограммах 
растворов СО.

Результаты и обсуждение
Исследование состояло из следующих эта-

пов:
–– разработка и аттестация первичных СОП ААА 
для номенклатуры аллергенов с присвоением 
аллергенной активности в EAA/мл по резуль-
татам тестирования методом кожных проб 
in vivo;

–– разработка методик кИФА контроля аллер-
генной активности in vitro и их валидация;

–– анализ экспериментальных данных с целью 
установления норм аллергенной активности 
для пыльцевых аллергенов,  выпускаемых 
АО «НПО «Микроген»;

–– разработка и валидация физико-химических 
методик аттестации СОП  ААА, регламентиро-
ванных ГФ РФ;

8	 ОФС.1.1.0008.15 Остаточные органические растворители. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 1. М.; 2018.

9	 ОФС.1.2.1.2.0004.15 Газовая хроматография. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
10	 ОФС.1.7.2.0040.18 Определение специфической (аллергенной) активности аллергенов и аллергоидов методом кожных 

проб. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2. М.; 2018
11	 Там же.
12	 ОФС.1.1.0013.15 Статистическая обработка результатов химического эксперимента. Государственная фармакопея Рос-

сийской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.

–– внесение изменений в нормативную доку-
ментацию аллергенов, выпускаемых АО «НПО 
«Микроген»;

–– контроль стабильности по показателю аллер-
генной активности (испытание 3-х экспери-
ментальных серий препаратов аллергенов);

–– аттестация вторичных СОП  ААА методом 
кИФА относительно первичных СОП по пока-
зателю аллергенной активности, т.е. переход 
к стандартизации ЛП аллергенов методом 
in vitro.

Производство и аттестация стандартных 
образцов предприятия лекарственных 
препаратов аллергенов

Стандартный образец предприятия аллерген-
ной активности представляет собой одну из се-
рий аллергенного экстракта или готового пре-
парата.

Аттестуемая характеристика первичного 
СОП — аллергенная активность. Устанавливает-
ся в рамках проведения клинических исследо-
ваний в соответствии с ОФС 1.7.2.0040.1810.

Аллергенную активность в настоящей ра-
боте выражали в ЕАА/мл, при этом в качестве 
активности 100  000 ЕАА/мл принимали значе-
ние разведения, которое вызывает развитие 
кожной реакции у сенсибилизированных лиц 
в виде волдыря диаметром 8 мм. Расчет аллер-
генной активности СОП  ААА и статистическую 
обработку данных проводили в соответствии 
с ОФС.1.7.2.0040.1811 и ОФС.1.1.0013.1512 (ре-
зультаты представлены в табл. 2).

Дополнительные исследуемые характери-
стики (метод): белковый профиль (ВЭЖХ), бел-
ковый профиль (электрофорез), подлинность 
(вестерн-блот). Выявлены полосы преципитации 
белков с ожидаемыми для главных и второсте-
пенных аллергенных компонентов Mr в области 
45–65, 27–35 и менее 20 кДа. Полученные про-
фили специфических аллергенных компонентов 
показали высокую степень сходства образцов 
производства АО «НПО «Микроген» с междуна-
родным стандартом аллергена из пыльцы тимо-
феевки луговой (NIBSC code: 82/520) (рис. 1).

Данный СОП  ААА предназначен для аттеста-
ции последующих серий СО и контроля текущих 
производственных серий препаратов методом 
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кИФА для определения аллергенной активности 
in vitro.

Активность испытуемой серии в единицах 
ЕАА устанавливали относительно СОП  ААА 
по степени ингибирования иммунологической 
реакции при добавлении аллерген-специфи-
ческих сывороток (табл.  2). Данные методы 
позволили провести аттестацию первичных 
СОП аллергенной активности ряда пыльцевых 
аллергенов по показателю «Специфическая ак-
тивность».

При последующей аттестации вторичных 
СОП использовали аттестованные значения СОП 
пыльцевых аллергенов.

Была приведена в соответствие с XIV издани-
ем ГФ РФ нормативная документация для 15 ис-
следуемых аллергенов (табл. 2).

Разработка аналитической методики 
определения количественного содержания 
остаточных органических растворителей 
в лекарственных препаратах аллергенов

В технологическом процессе при производ-
стве ряда ЛП пыльцевых аллергенов исполь-
зуются органические растворители класса ток-
сичности  3  — диэтиловый эфир и  (или) ацетон, 
предельно допустимое содержание которых 
не должно превышать 0,5% (5000 ppm).

Количество остаточных органических рас-
творителей в ЛП аллергенов определяли 
при помощи метода газожидкостной хрома-
тографии и разработанной аналитической ме-
тодики.

В результате исследований были определе-
ны оптимальные условия хроматографического 
разделения ацетона и диэтилового эфира на ка-
пиллярной кварцевой колонке газового хрома-
тографа с пламенно-ионизационным детекто-
ром. Расход воздуха в детекторе — 400 мл/мин, 
водорода — 40 мл/мин.

Характеристики капиллярной кварцевой ко-
лонки Zebron ZB-624 (кат. № 1023593): длина — 
30 м, внутренний диаметр — 0,32 мм, толщина 
пленки — 1,8 мкм; скорость подачи газа-носите-
ля (гелий) — 1,5 мл/мин; деление потока — 50:1; 
начальная температура термостата колонки 
+40  °С (в течение 5  мин), подъем температуры 
до +240  °С со скоростью 25  °С/мин, затем вы-
держка в течение 1 мин; температура инжектора 
+250 °С; температура детектора +260 °С; объем 
вводимого испытуемого раствора  — 1,0  мкл; 
время хроматографирования — 14 мин [14].

Определены параметры пригодности хрома-
тографической системы (табл.  3). Валидацию 
разработанной методики проводили по следу-
ющим характеристикам: специфичность, линей-
ность, предел количественного определения, 
правильность и прецизионность [14]. Показате-
ли, установленные на основании проведенных 
валидационных исследований, позволяют оха-
рактеризовать данную методику как специфич-
ную, точную и достоверную.

Проведенный в соответствии с разработан-
ной методикой анализ ЛП аллергенов свиде-
тельствует о том, что во всех препаратах содер-
жание остаточных органических растворителей 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Белковый и аллергенный профили производственных серий лекарственного препарата аллергена из пыльцы тимо-
феевки луговой: А — электрофорез в полиакриламидном геле; В — вестерн-блот; аллергенные специфические компонен-
ты в виде полос преципитации; 1–6, 7–10 — производственные серии (А, В); 10–40 — маточные экстракты (В); С — ВЭЖХ. 
МС — Международный стандарт 82/520; PP, LR — маркеры молекулярных масс; производственные серии: голубым цве-
том — С2301, синим — С2302, оранжевым — С2310, зеленым — С2310, красным — С2311, фиолетовым — С2312, серым— 
С2314, черным — С2315.

Fig. 1. Protein and allergenic profiles of production batches of a timothy grass pollen allergen product. A, polyacrylamide gel 
electrophoresis; B, Western blot; Specific allergen components as precipitation bands; 1–6 and 7–10, production batches; 10–40, 
stock extracts (А, В). C, high-performance liquid chromatography. IS, International Standard (NIBSC code: 82/520); PP, LR, molec-
ular weight markers. Production batches: cyan, С2301; blue, C2302; orange, С2310; green, C2310; red, C2311; purple, C2312; grey, 
C2314; and black, С2315.

A B C
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Таблица 2. Аллергенная активность СОП ААА
Table 2. Allergenic activity of in-house reference standards for allergenic activity of allergens

Наименование СОП
 In-house RS name 

Специфическая (аллергенная) активность, 
ЕАА/мл

Allergenic activity, AAU/mL

ДИ (95%)
CI (95%)

Аллерген из пыльцы тимофеевки луговой (Phleum pratense)
Pollen allergen of timothy grass (Phleum pratense) 138 700 ±22 550

Аллерген из пыльцы ржи посевной (Secale cereale)
Pollen allergen of cultivated rye (Secale cereale) 177 300 ±31 300

Аллерген из пыльцы полыни горькой (Artemisia absinthium)
Pollen allergen of common wormwood (Artemisia absinthium) 204 000 ±37 390

Аллерген из пыльцы березы повислой (Betula pendula)
Pollen allergen of European white birch (Betula pendula) 112 800 ±25 670

Аллерген из пыльцы ежи сборной (Dactylis glomerata)
Pollen allergen of cocksfoot grass (Dactylis glomerata) 235 700 ±29 210

Аллерген из пыльцы орешника (лещины обыкновенной) 
(Corylus avellana)
Pollen allergen of common hazel (Corylus avellana) 149 600 ±16 030

Аллерген из пыльцы дуба черешчатого (Quercus robur)
Pollen allergen of pedunculate oak (Quercus robur) 148 300 ±17 510

Аллерген из пыльцы ольхи клейкой (Alnus glutinosa)
Pollen allergen of common alder (Alnus glutinosa) 112 000 ±16 890

Аллерген из пыльцы амброзии полыннолистной 
(Ambrosia artemisiifolia)
Pollen allergen of common ragweed (Ambrosia artemisiifolia) 88 700 ±14 620

Аллерген из пыльцы овсяницы луговой (Festuca pratensis)
Pollen allergen of meadow fescue (Festuca pratensis) 131 400 ±22 078

Аллерген из пыльцы костера прямого (Bromus erectus)
Pollen allergen of upright brome (Bromus erectus) 69 600 ±12 546

Аллерген из пыльцы мятлика лугового (Poa pratensis)
Pollen allergen of meadow grass (Poa pratensis) 101 300 ±15 334

Аллерген из пыльцы подсолнечника однолетнего 
(Helianthus annuus)
Pollen allergen of common sunflower (Helianthus annuus) 101 800 ±18 146

Аллерген из пыльцы одуванчика лекарственного 
(Taraxacum officinale)
Pollen allergen of common dandelion (Taraxacum officinale) 118 800 ±19 444

Аллерген из пыльцы циклахены 
дурнишниколистной (Cyclachaena xanthiifolia)
Pollen allergen of giant sumpweed (Cyclachaena xanthiifolia) 62 800 ±10 723

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

Примечание. СОП ААА — стандартный образец предприятия аллергенной активности аллергена; ДИ — доверительный ин-
тервал.
Note. RS, reference standard; CI, confidence interval.

https://translate.academic.ru/%28Phleum%20pratense%29/ru/en/
https://translate.academic.ru/%28Secale%20cereale%29/ru/en/
https://translate.academic.ru/%28Secale%20cereale%29/ru/en/
https://translate.academic.ru/%28Artemisia%20absinthium%29/ru/en/
https://translate.academic.ru/%28Artemisia%20absinthium%29/ru/en/
https://translate.academic.ru/Dactylis%20glomerata/ru/en/
https://translate.academic.ru/Dactylis%20glomerata/ru/en/
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отвечает требованиям ОФС.1.1.0008.1513  и со-
ставляет не более 0,5%: диэтиловый эфир — 
0,0053–0,0524%, ацетон — 0,0029–0,0994%.

Заключение
В результате выполненных работ получены 

и впервые в практике предприятия аттестова-
ны в единицах аллергенной активности (ЕАА) 
15 первичных СОП аллергенов на выпускаемую 
номенклатуру. Переход от неспецифической 
характеристики аллергенной активности, выра-
женной в единицах белкового азота (PNU), к ко-
личественно определяемому специфическому 
показателю «Аллергенная активность» (в ЕАА) 
позволяет проводить последующую стандарти-
зацию вторичных СОП аллергенной активности 
аллергенов по их специфической активности 
точным и воспроизводимым методом конкурент-
ного иммуноферментного анализа. В результате 
обосновано предложение по исключению ранее 
применявшегося неселективного метода опре-
деления белкового азота. Разработка и вали-
дация методики хроматографического опреде-
ления остаточных органических растворителей 
позволили повысить качество и безопасность 
выпускаемой продукции.

13	 ОФС.1.1.0008.15 Остаточные органические растворители. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 1. М.; 2018.

Нормативная документация для аллергенов 
из пыльцы тимофеевки луговой, ржи посевной, 
полыни горькой, березы висячей, ежи сборной, 
орешника (лещины обыкновенной), дуба череш-
чатого, ольхи клейкой, амброзии полыннолист-
ной, овсяницы луговой, костра прямого, мятлика 
лугового, подсолнечника однолетнего, одуван-
чика лекарственного, циклахены дурнишни-
колистной была приведена в соответствие 
с XIV  изданием Государственной фармакопеи 
Российской Федерации.

Получены регистрационные удостоверения 
на заявленные лекарственные препараты пыль-
цевых аллергенов с внесенным методом конку-
рентного иммуноферментного анализа, при по-
мощи которого предлагается проводить контроль 
лекарственных препаратов по показателю «Аллер-
генная (специфическая) активность». Проведена ат-
тестация вторичных СОП, используемых в рутинном 
контроле качества выпускаемых предприятием ле-
карственных препаратов пыльцевых аллергенов.

Представляется необходимым привлечение 
внимания научного сообщества к вопросу ис-
ключения показателя «Содержание белково-
го азота» в PNU как основной характеристики 
специфической активности лекарственных пре-

Таблица 3. Параметры пригодности хроматографической системы для диэтилового эфира и ацетона (n=6) (таблица заим-
ствована авторами из источника [14])
Table 3. Parameters of suitability of the chromatographic system for diethyl ether and acetone (n=6) (cited by the authors from [14])

Органический 
растворитель, RSD
Organic solvent, RSD

RT, мин
RT, min

S, мЕОП×c
S, mAU×s As

Число 
теоретических тарелок
Theoretical plate number

Диэтиловый эфир
Diethyl ether

4,439 649 1,06 43 685

4,440 645 1,06 42 547

4,441 638 1,06 42 896

4,439 635 1,05 43 245

4,440 641 1,07 43 587

4,441 643 1,06 42 987

RSD, % 0,02 0,80 — —

Ацетон
Acetone

5,123 750 1,07 51 948

5,124 776 1,07 51 547

5,122 771 1,08 51 014

5,125 760 1,07 52 145

5,122 759 1,08 52 578

5,124 772 1,08 52 025

RSD, % 0,02 1,30 — —

Примечание. RSD — максимальное относительное стандартное отклонение; RT — время удерживания; S — площадь пика; 
As — фактор асимметрии пиков.
Note. RSD, relative standard deviation; RT, retention time; S, peak area; AU, absorbance units; As, asymmetry factor.
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паратов аллергенов и замены его на показатель 
«Аллергенная активность» в ЕАА, более точно 

характеризующий степень выраженности спец-
ифической активности.
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Изучение биофармацевтических свойств 
препарата поливалентного бактериофага 
в капсулированной лекарственной форме
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 Николаева Алевтина Максимовна; a.m.nikolaeva@perm.microgen.ru

Резюме	 Актуальность. Рациональная фаготерапия — высокоэффективный способ борьбы с бакте-
риальными инфекциями в условиях неуклонно растущей антибиотикорезистентности. Ос-
новной лекарственной формой препаратов бактериофагов является раствор для приема 
внутрь, местного и наружного применения. Однако при пероральном приеме жидких ле-
карственных форм фаговых препаратов происходит их значительная инактивация за счет 
кислой среды желудочного сока. С целью устранения негативного влияния кислой среды 
разработан лекарственный препарат поливалентного бактериофага в форме капсул  — 
Секстафаг® Пиобактериофаг поливалентный.
Цель. Изучение специфической активности и биофармацевтических свойств лекарствен-
ного препарата поливалентного бактериофага в капсулированной форме.
Материалы и методы. Объект исследования — препарат поливалентного бактериофага 
в капсулированной форме; препарат сравнения — препарат поливалентного бактерио
фага в форме раствора. Специфическую активность изучали с использованием метода 
Аппельмана, количество фаговых частиц — методом Грациа. Исследование кислотоней-
трализующей способности проводили путем выдерживания препарата в 0,1 М растворе 
хлористоводородной кислоты с последующим определением специфической актив-
ности по методу Аппельмана. Антифаговый иммунный ответ на антигены бактериофа-
га изучали на кроликах породы Шиншилла, уровень иммунного ответа детектировали 
с помощью разработанной иммуноферментной тест-системы. Исследование фармакоки
нетических параметров проводили на беспородных белых мышах при пероральном вве-
дении препарата.
Результаты. Выявлен высокий уровень литической активности исследуемого препарата, 
который по величине отрицательной степени десятичного разведения составлял 10–6 в от-
ношении исследуемых микроорганизмов: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mira
bilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas аeruginosa, Staphylococcus aureus и Streptococcus pneumoniae. 
Показатель степени всасывания после перорального введения мышам препарата полива-
лентного бактериофага в капсулированной форме был в 3,1–3,7 раза выше в сравнении 
с препаратом поливалентного бактериофага в форме раствора. Многократное перораль-
ное введение исследуемого препарата кроликам в терапевтических дозах не стимулиро-
вало образования антифаговых антител. Исследование стабильности препарата показало 
сохранение высокого уровня литической активности в течение 18 мес.
Выводы. Препарат поливалентного бактериофага в капсулированной лекарственной 
форме обладает высоким антибактериальным действием в отношении исследуемых 
микроорганизмов, характеризуется высокой степенью всасывания и длительным сохра-
нением литической активности, а также не вызывает выработку антифаговых антител 
при пероральном применении, что свидетельствует об эффективности и безопасности 
разработанного препарата.

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.30895/2221-996X-2023-23-3-1-379-388&domain=pdf&date_stamp=2023-10-13
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2023-23-3-1-379-388
mailto:a.m.nikolaeva@perm.microgen.ru


БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2023, Т. 23, № 3–1
380

Николаева А.М., Ковязина Н.А., Функнер Е.В., Красильникова А.Н., Лыско К.А.
Изучение биофармацевтических свойств препарата поливалентного бактериофага в капсулированной лекарственной форме

Ключевые слова:	 поливалентные бактериофаги; фаготерапия; капсулированный препарат; лекарственная 
форма; биофармацевтические свойства; антифаговые антитела; фармакокинетика; лити-
ческая активность; антибиотикорезистентность

Для цитирования:	 Николаева А.М., Ковязина Н.А., Функнер Е.В., Красильникова А.Н., Лыско К.А. Изучение 
биофармацевтических свойств препарата поливалентного бактериофага в капсулирован-
ной лекарственной форме. БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2023;23 
(3–1):379–388. https://doi.org/10.30895/2221-996X-2023-23-3-1-379-388

Финансирование. Работа выполнялась без спонсорской поддержки.
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов, требующего раскрытия в данной статье.

Biopharmaceutical properties of polyvalent 
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 Alevtina M. Nikolaeva; a.m.nikolaeva@perm.microgen.ru

Abstract	 Scientific relevance. Rational phage therapy is a highly effective way to combat bacterial in-
fections, especially in conditions of steadily increasing antibiotic resistance. Most bacterio-
phage preparations are formulated as oral and topical solutions. However, oral administration 
of liquid phage preparations results in significant inactivation in the stomach. To shield active 
ingredients from the acidic environment, Sextaphag® Pyobacteriophage, polyvalent, has been 
formulated into capsules.
Aim. This study evaluated the polyvalent bacteriophage preparation in capsules in terms of its 
potency and biopharmaceutical properties.
Materials and methods. The study compared the polyvalent bacteriophage preparation formu-
lated as capsules with the polyvalent bacteriophage preparation formulated as a solution. The 
potency was evaluated by the Appelmans method, and phage particles were quantified by the 
Gratia method. To evaluate the acid-neutralising capacity, the authors placed test samples of 
the bacteriophage preparation in 0.1 M hydrochloric acid and analysed their potency by the 
Appelmans method. Chinchilla rabbits were used to analyse anti-phage immune responses, and 
their antibody levels were measured using an enzyme immunoassay test system developed by 
the authors. The pharmacokinetic parameters were studied in outbred white mice after oral 
dosing.
Results. The polyvalent bacteriophage preparation exhibited high lytic activity towards 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas aegidino-
sa, Staphylococcus aureus, and Streptococcus pneumoniae, which accounted for a dilution factor 
of 10-6. Following oral administration of the polyvalent bacteriophage preparation in capsules 
to mice, the level of absorption was 3.1–3.7 times higher than that observed with the solution. 
Repeated oral administration of therapeutic doses did not induce anti-phage antibodies in rab-
bits. The stability study showed that the polyvalent bacteriophage preparation retained high 
lytic activity for 18 months.
Conclusions. According to the study results, the polyvalent bacteriophage preparation in cap-
sules exerts significant antibacterial activity against the studied microorganisms, has a high 
level of absorption, retains its lytic activity for a long time, and does not induce anti-phage 
antibodies after oral dosing, which confirms its safety and efficacy.
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Введение
В последние десятилетия рост антибиоти-

корезистентности является одной из наиболее 
актуальных проблем в области общественного 
здравоохранения во всем мире, что требует 
особого внимания со стороны медицинского 
сообщества [1]. В условиях неуклонно растущей 
резистентности микроорганизмов к антибиоти-
кам рациональная фаготерапия может стать од-
ним из высокоэффективных способов борьбы 
с бактериальными инфекциями [2]. Препара-
ты на основе бактериофагов характеризуются 
строгой специфичностью, отсутствием токси-
ческого и аллергического эффектов, не имеют 
противопоказаний к применению и могут ис-
пользоваться для профилактики и лечения бак-
териальных инфекций у беременных, кормящих 
женщин и детей разного возраста. В настоя-
щее время основной лекарственной формой 
выпуска препаратов бактериофагов является 
раствор для приема внутрь, местного и наруж-
ного применения. Однако при пероральном 
приеме жидких лекарственных форм фаговых 
препаратов происходит их значительная инак-
тивация под воздействием кислой среды же-
лудочного сока [3]. Существующая проблема 
недостаточной стабильности характеристик 
препаратов бактериофагов и снижение их ти-
тра обусловливают необходимость учитывать 
кислотно-щелочные условия, а также влияние 
иных факторов в желудочно-кишечном трак-
те при разработке состава пероральных форм 
препаратов бактериофагов  [4]. С целью устра-
нения указанных недостатков на предприятии 
АО «НПО «Микроген» (филиал в г. Пермь «Перм-
ское НПО «Биомед») разработан лекарствен-
ный препарат Секстафаг® Пиобактериофаг по-
ливалентный в форме капсул, обеспечивающих 
сохранение литической активности бактерио-
фага [5].

Цель работы — изучение специфической ак-
тивности и биофармацевтических свойств ле-
карственного препарата поливалентного бакте-
риофага в капсулированной форме.

Материалы и методы
Материалы

Объектом исследования являлся кон-
центрат фильтратов фаголизатов бактерий 
(Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Proteus 
(Р. vulgaris, P. mirabilis), Pseudomonas aeruginosa, 
Klebsiella pneumoniae, энтеропатогенных Escheri
chia coli), лиофилизированный с добавлением 
компонентов защитной среды и вспомогатель-
ных веществ, заключенный в желатиновые 
капсулы по 0,22 г (одна доза), — Секстафаг® 
Пиобактериофаг поливалентный в форме 
капсул (АО  «НПО «Микроген», Россия). В каче-
стве вспомогательных и защитных компонен-
тов в препарате использовали: метилцеллюло-
зу (матрицеобразующий компонент), лактозу 
(криопротектор), сорбитол (корригент вкуса и за-
паха, влагоудерживающий компонент), кальция 
карбонат (обеспечение защиты бактериофагов 
при сушке), натрия альгинат (обеспечение кис-
лотоустойчивости фармацевтической компози-
ции), пектин (дезинтегрант), магния стеарат (ан-
тифрикционное вещество).

В качестве препарата сравнения использова-
ли Секстафаг® Пиобактериофаг поливалентный 
в виде раствора для приема внутрь, местного 
и наружного применения (АО «НПО «Микроген», 
Россия). В качестве абиотического контроля 
применяли питательные среды, используемые 
в эксперименте, в том числе с добавлением 
вспомогательных и защитных компонентов фар-
мацевтической композиции.

Методы
Специфическую активность бактериофагов 

оценивали по методу Аппельмана, определение 
фаговых частиц — по методу Грациа в соответ-
ствии с требованиями Государственной фармако-
пеи Российской Федерации XIV изд. (ГФ РФ XIV) 
согласно ОФС.1.7.1.0002.151. Для проведения 
исследования капсулу предварительно рас-
творяли в 20 мл стерильного бульона, взятого 
для титрования,  при температуре 37±1 °C. 
Для контроля использовали 120 штаммов ми-

https://doi.org/10.30895/2221-996X-2023-23-3-1-379-388
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кроорганизмов из производственной коллекции 
(АО «НПО «Микроген», «Пермское НПО  «Био-
мед», Россия), в том числе: Staphylococcus 
aureus  — 20, Streptococcus  pneumoniae — 20, 
P. mirabilis — 10, P. vulgaris — 10, K. pneumoniae — 20, 
P.  aeruginosa  —  20, E.  coli  —  20. Литическую ак-
тивность по методу Аппельмана оценивали ви-
зуально по величине отрицательной степени 
десятичного разведения от 10-2 до 10-6, при ко-
торой происходил полный лизис бактериальной 
культуры в жидкой питательной среде (бульон 
Хоттингера). С помощью метода Грациа опреде-
ляли количество активных бляшкообразующих 
фаговых единиц (БОЕ) на плотной питательной 
агаризованной среде (1,5% мясопептонный агар).

Антифаговый иммунный ответ на антиге-
ны бактериофага изучали на кроликах породы 
Шиншилла (АО «НПО «Микроген», «Питомник 
лабораторных животных», Россия). Использова-
лись животные обоего пола c начальной массой 
2000±500 г (28 особей). Вводимое количество 
препарата соответствовало дозе, эквивалент-
ной 10 терапевтическим дозам (ТД) для чело-
века в перерасчете на массу тела животного 
(1 ТД препарата поливалентного бактериофага 
в капсулированной форме составляла 6,28 мг, 
жидкого препарата в форме раствора — 0,58 мл 
на кролика весом 2000 г). Животным 1 группы 
(8 кроликов) вводили перорально препарат по-
ливалентного бактериофага в форме раствора; 
2 группы (8 кроликов) — исследуемый препарат 
поливалентного бактериофага в капсулирован-
ной лекарственной форме (содержимое капсулы 
в виде суспензии). Животным 3 группы, контроль 
(4 кролика) вводили перорально стерильную 
воду в эквивалентном объеме. Препараты вво-
дили на протяжении трех курсов (1 курс — 10 сут) 
с интервалами в 43–44 сут. У кроликов этих групп 
проводили отбор крови после окончания каждо-
го курса перорального введения через 7, 14, 21, 
28, 35 и 42 сут. Животным 4 группы (8 кроликов) 
вводили подкожно Секстафаг® Пиобактерио-
фаг поливалентный в виде раствора ежедневно 
в течение 3 сут на протяжении 3 недель с ин-
тервалом между введением препарата 3–4 сут. 
В качестве адъювантов для данной группы при-
меняли гель гидроксида алюминия. Забор крови 

2	 ОФС.1.7.2.0033.15 Метод иммуноферментного анализа. Государственная фармакопея Российской Федерации. ХIV изд. 
Т. 2; 2018.

3	 ОФС.1.4.2.0013.15 Распадаемость таблеток и капсул. Государственная фармакопея Российской Федерации. ХIV изд. 
Т. 2; 2018.

4	 ОФС.2.1.9.1 Распадаемость таблеток и капсул (испытание А) (201090001-2019). Решение Коллегии Евразийской экономи-
ческой комиссии № 100 от 11.08.2020 «О Фармакопее Евразийского экономического союза».

5	 ОФС.1.4.1.0005.18 Капсулы. Государственная фармакопея Российской Федерации. ХIV изд. Т. 2; 2018.

у животных 4 группы проводили через 8–12 сут 
после завершения иммунизации.

Уровень антифагового иммунного ответа де-
тектировали с помощью иммуноферментного 
сэндвич-метода2 с использованием разрабо-
танной авторами тест-системы [6] по наличию 
титра специфических IgG в диапазоне от 1/16 
до 1/51200. Тест-система основана на взаи-
модействии фаговых антигенов, иммобилизо-
ванных на полистироловом планшете (Greiner 
Bio-One, Германия) с антителами к бактерио-
фагам  [7]. После стадии фиксации специфиче-
ски реагирующих антител (к соответствующему 
монофагу) в течение 24 ч непрореагировав-
шие компоненты удаляли из реакционной си-
стемы путем трех последовательных промы-
вок белково-солевым раствором на основе 
фосфатно-солевого буфера с Твин-20, pH 7,2±0,2; 
образовавшийся комплекс антиген-антитело 
выявляли через 2,5 ч после термостатирования 
при 37 °С с помощью конъюгата антител против 
IgG кролика, меченного пероксидазой (a/Rabbit 
IgG (H+L) StrongZyme HRP Conjugate, SDT, Герма-
ния), разведенного в 70000 раз, с регистрацией 
по изменению окраски хромогена 3,3’5,5’-те-
траметилбензидина (ООО «Хема», Россия). 
Реакцию останавливали с помощью стоп-ре-
агента — 5% раствора серной кислоты («Сиг-
ма-Тек», Россия). Результаты регистрировали 
на спектрофотометре PR 2100 (Sanofi Diagnostics 
Pasteur, Франция) при двух длинах волн: 
450/620 нм. Уровень антифаговых антител вы-
ражали в условных единицах (УЕ, величина, об-
ратная разведению сыворотки).

Определение показателя «Распадаемость 
капсул» проводили в соответствии с требо-
ваниями ГФ РФ XIV ОФС.1.4.2.0013.153 и Фар-
макопеи Евразийского экономического союза 
ОФС 2.1.9.14. Согласно требованиям ГФ РФ XIV 
ОФС.1.4.1.0005.185 распадаемость капсул в воде 
очищенной должна составлять не более 30 мин.

Стабильность препарата поливалентного 
бактериофага в капсулированной лекарствен-
ной форме оценивали по показателю «Спец-
ифическая активность» методом Аппельмана 
через каждые 6 мес. на протяжении регламен-
тированного срока годности. Препарат хранили 
в полимерном герметичном флаконе с завинчи-
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вающейся крышкой с силикагелевой вставкой 
при исследуемом температурном режиме в те-
чение 18 мес.

Определение кислотонейтрализующей спо-
собности бактериофагов в составе капсул опре-
деляли путем выдерживания препарата в тече-
ние 1 ч в 0,1 М растворе хлористоводородной 
кислоты согласно требованиями ГФ РФ XIV 
ОФС.1.2.3.0016.156 с последующим определе-
нием специфической активности по методу Ап-
пельмана.

Фармакокинетические параметры изучали 
на беспородных белых мышах (питомник жи-
вотных филиал «Андреевка» ФГБУН НЦБМТ 
ФМБА России) обоего пола с начальной мас-
сой 20,0±2,0 г. Исследования проводили по-
сле однократного перорального введения ис-
следуемого препарата и препарата сравнения 
в количестве, эквивалентном 10 дозам для че-
ловека (в перерасчете на массу тела животного 
1 ТД препарата поливалентного бактериофага 
в капсулированной форме составляла 0,0628 мг, 
препарата в форме раствора — 0,0058 мл 
на массу тела мыши весом 20 г). Образцы мочи 
животных отбирали до перорального введения 
препаратов и через каждые 2 ч в течение 8 ч. 
Биоматериал, собранный от 10 мышей, разво-
дили питательным бульоном Хоттингера, инку-
бировали 8–20 ч и обрабатывали хлороформом 
(0,25 мл хлороформа добавляли к 5 мл разве-
денной пробы) в течение 1 ч при комнатной 
температуре. При подготовке образцов крови 
мышей (объем пробы 2 мл) проводили отделе-
ние сыворотки. В образцах мочи и крови анали-
зировали содержание фаговых частиц методом 
Грациа по количеству БОЕ в 1 мл биологического 
материала согласно обозначенным временным 
промежуткам. Относительную степень всасыва-
ния ( f ) рассчитывали по формуле (1): 

где AUC0-8 — площадь под фармакокинетической 
кривой начиная с нулевого значения времени 
(до перорального введения препарата) и до вре-

6	 ОФС.1.2.3.0016.15 Определение кислотонейтрализующей способности. Государственная фармакопея Российской Феде-
рации. ХIV изд. T. 1; 2018.

7	 Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М: Гриф и К; 2013. 
8	 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. https://eur-lex.europa.eu/eli/dir/2010/63/oj
9	 ОФС.1.1.0014.15 Статистическая обработка результатов определения специфической фармакологической активности ле-

карственных средств биологическими методами. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.

мени полного выведения фага из организма жи-
вотного (через 8 ч после введения препарата). 
Расчет показателя AUC0-8 производился по мето-
ду обычных трапеций7.

Исследования на животных были одобрены 
локальным Комитетом инспекторов по контро-
лю качества доклинических исследований Фи-
лиала АО «НПО «Микроген» в г. Пермь «Перм-
ское НПО «Биомед» (№ 2015/3 от 28.10.2015) 
и проведены в соответствии с Директивой Ев-
ропейского парламента и Совета Европейского 
союза 2010/63/ EU от 22.09.2010 о защите живот-
ных, использующихся для научных целей8.

Статистическую обработку результатов про-
водили с использованием методов описатель-
ной статистики для расчета средних величин9. 
В работе использовали пакеты статистических 
программ Microsoft Excel.

Результаты и обсуждение
Результаты исследования специфической ак-

тивности показали, что исследуемый препарат 
поливалентного бактериофага в капсулирован-
ной лекарственной форме обладает высоким 
антибактериальным действием в отношении 
бактерий S.  aureus, S.  pneumoniae, P.  mirabilis, 
P.  vulgaris, K.  pneumoniae, P.  aeruginosa, E.  coli 
(табл. 1).

Важными показателями качества лекарствен-
ных препаратов бактериофагов являются распа-
даемость капсул и устойчивость бактериофагов 
в кислой среде. В результате проведения теста 
по определению показателя качества «Распада-
емость капсул» исследуемого препарата в воде 
очищенной установлено значение 16,8±1,3 мин 
(норма не более 30 мин). Изучение стабильности 
в кислой среде показало, что кислотоустойчи-
вость препарата поливалентного бактериофага 
в форме капсул выше, чем у препарата в фор-
ме раствора. Показатель литической активно-
сти препарата поливалентного бактериофага 
в капсулированной форме сохранялся на исход-
ном уровне после выдерживания в кислой среде 
в течение 1 ч, в отличие от препарата в жидкой 
форме в виде раствора (табл. 2).

Исследование показателей фармакокинетики 
выявило, что при пероральном введении препа-
ратов поливалентного бактериофага происходит 

f =

AUC0-8 препарата поливалентного
бактериофага в форме капсул

AUC0-8 препарата поливалентного
бактериофага в форме раствора

, (1)

https://eur-lex.europa.eu/eli/dir/2010/63/oj
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Таблица 1. Показатели активности препарата поливалентного бактериофага в капсулированной лекарственной форме
Table 1. Lytic activity values of the polyvalent bacteriophage preparation in capsules

Микроорганизм
Microorganism

Показатель активности по методу
Lytic activity values by method

метод Аппельмана*
Appelmans тethod *

метод Грациа, БОЕ/мл
Gratia method, PFU/mL

E. coli 10-6,00±0,00 6,1×104–8,4×105

P. aeruginosa 10-6,00±0,00 1,2×104–5,1×105

K. pneumoniae 10-6,00±0,00 1,1×105–3,5×105

S. aureus 10-6,00±0,00 2,1×104–3,8×105

Proteus (P. mirabilis, P. vulgaris) 10-6,00±0,00 5,3×104–7,0×105

S. pneumoniae 10-6,00±0,00 1,8×105–4,5×105

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

Примечание. БОЕ — бляшкообразующие единицы; * — оценка литической активности по методу Аппельмана по значению 
отрицательной степени десятичного разведения.
Note. PFU, plaque-forming units; *, lytic activity assessment by the Appelmans method using dilution factors.

Таблица 2. Изучение кислотоустойчивости препарата поливалентного бактериофага в капсулированной и жидкой лекар-
ственных формах по показателю специфической активности
Table 2. Acid tolerance of the polyvalent bacteriophage preparation in capsule and solution forms in terms of potency

Микроорганизм
Microorganism

Специфическая активность*
Potency*

Капсулированная лекарственная форма
Capsules

Жидкая лекарственная форма (раствор)
Liquid dosage form (solution)

Исходная (до воздействия 
кислой среды)

Baseline (before acidic 
treatment)

После воздействия 
кислой среды

After acidic treatment

Исходная (до воздействия 
кислой среды)

Baseline (before acidic 
treatment)

После воздействия 
кислой среды

After acidic treatment

E. coli 10-6,00±0,00 10-4,17±0,37 10-5,27±0,49 10-1,33±0,47

P. aeruginosa 10-6,00±0,00 10-4,50±0,50 10-5,61±0,45 10-1,17±0,69

K. pneumoniae 10-6,00±0,00 10-5,00±0,00 10-6,00±0,00 10-2,17±0,69

S. aureus 10-6,00±0,00 10-4,00±0,58 10-4,93±0,49 10-0,83±0,69

Proteus (P. mirabilis, 
P. vulgaris)

10-6,00±0,00 10-4,37±0,69 10-5,41±0,45 10-0,50±0,50

S. pneumoniae 10-6,00±0,00 10-4,17±0,69 10-5,00±0,00 10-1,17±0,69

Среднее значение
Mean

10-6,00±0,00 10-4,37±0,33 10-5,34±0,21 10-1,20±0,51

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

Примечание. * — оценка литической активности по методу Аппельмана по значению отрицательной степени десятичного 
разведения.
Note. *, lytic activity assessment by the Appelmans method using dilution factors.
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всасывание фагов в кровь, их биораспределе-
ние в организме и выведение с мочой. По ре-
зультатам анализа биообразцов (образцы сы-
воротки крови и мочи) после однократного 
перорального введения препаратов мышам 
установлено, что степень всасывания препарата 
поливалентного бактериофага в капсулирован-
ной лекарственной форме в 3,1–3,7 раза выше 
по сравнению с препаратом поливалентного 
бактериофага в жидкой форме (табл. 3).

В ходе исследования стабильности препарата 
поливалентного бактериофага в форме капсул 
проводили изучение специфической активно-
сти препарата и определяли его литическую ак-
тивность на протяжении регламентированного 
срока годности. Установлено, что исследуемый 
препарат сохраняет высокий уровень показа-
теля специфической активности при хранении 
при температуре от 2 до 8 °С в течение 18 мес. 
(табл. 4).

В научной литературе появились данные 
исследований, свидетельствующие об образо-
вании специфических противофаговых анти-
тел в результате многократного перорального 
применения препаратов бактериофагов, вслед-
ствие чего происходит снижение эффективно-
сти фаготерапии [8]. В качестве одного из со-

временных методов выявления специфических 
антител применяют иммуноферментный ана-
лиз, однако в настоящее время коммерческие 
тест-системы, предназначенные для определе-
ния антифагового ответа, отсутствуют. В связи 
с этим авторами статьи были проведены иссле-
дования по разработке тест-системы с целью 
определения иммунного ответа на введение 
фаговых препаратов.

Анализ результатов проведенного исследова-
ния по изучению уровня антифаговых антител 
после многократного введения препаратов кро-
ликам показал, что в образцах сыворотки крови 
животных, получавших препарат поливалентного 
бактериофага в капсулированной и жидкой лекар-
ственных формах, антител к бактериофагам не об-
наружено, в то время как в сыворотке кроликов 
после цикловой иммунизации путем подкожного 
введения препарата поливалентного бактерио-
фага (в жидкой лекарственной форме) с приме-
нением адъюванта уровень антител к отдельным 
бактериофагам составил 25600–51200 УЕ (к бак-
териофагу против Staphylococcus  spp. — 25600, 
против Pseudomonas  аeruginosa — 51200, против 
Klebsiella  spp. — 3200, к бактериофагам против 
бактерий Escherichia coli, Proteus spp. и Streptococcus 
spp. — 1600).

Таблица 3. Фармакокинетические параметры препарата поливалентного бактериофага в капсулированной и жидкой лекар-
ственных формах при однократном пероральном введении мышам
Table 3. Pharmacokinetic parameters of the polyvalent bacteriophage preparation in capsule and solution forms in mice after 
a single oral dose

Лекарственная форма препарата
Dosage form

Смах, БОЕ/мл
×101

Смах, PFU/mL
×101

Тмах, ч
Тмах, h

Т0, ч
Т0, h

AUC0-8 f

Анализируемый биоматериал — сыворотка крови
Biological fluid for analysis: serum

Капсулированная лекарственная форма
Capsules 4,0 2 8 188,50

3,1
Жидкая лекарственная форма (раствор)
Liquid dosage form (solution) 2,2 1 4 61,60

Анализируемый биоматериал — моча
Biological fluid for analysis: urine

Капсулированная лекарственная форма
Capsules 6,1 4 8 247,75

3,7
Жидкая лекарственная форма (раствор)
Liquid dosage form (solution) 2,0 4 8 66,25

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

Примечание. Смax — максимальная концентрация бактериофагов в биоматериале животного; БОЕ — количество бляшкообра-
зующих единиц в 1 мл биоматериала животного (сыворотка крови, моча); Tmax — время достижения максимальной концентра-
ции бактериофагов в биоматериале животного; Т0 — время полного выведения фага из организма животного; AUC0-8 — пло-
щадь под фармакокинетической кривой начиная с нулевого значения времени до времени отбора образца биоматериала 
через 8 ч после введения препарата; f — степень всасывания.
Note. Смax, maximum phage concentration in the animal biological fluid sample; PFU, number of plaque-forming units in 1 mL 
of the animal biological fluid (serum, urine); Tmax, time to maximum bacteriophage concentration in the sample; Т0, time to com-
plete bacteriophage elimination; AUC0-8, area under the pharmacokinetic curve from baseline to 8 h after administration; f, degree 
of absorption.
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Заключение
Продемонстрирован высокий уровень лити-

ческой активности поливалентного бактериофа
га в капсулированной лекарственной форме, 
который по величине отрицательной степени 
десятичного разведения составлял 10–6 в отно-
шении исследуемых микроорганизмов (E.  coli, 
K. pneumoniae, P. mirabilis, P. vulgaris, P. аeruginosa, 
S. aureus, S. pneumonia). Показана более высокая 
кислотоустойчивость исследуемого препарата 
относительно препарата сравнения. Показатель 
степени всасывания препарата поливалентного 
бактериофага в форме капсул был в 3,1–3,7 раза 
выше в сравнении с препаратом поливалентно-
го бактериофага в форме раствора. Многократ

ное пероральное введение исследуемого 
препарата в терапевтических дозах не стиму-
лировало образования антифаговых антител. 
Показано сохранение стабильности препарата 
в течение 18 мес.

Таким образом, проведенные биофармацевтичес
кие исследования показали, что разработанный 
препарат поливалентного бактериофага в капсу-
лированной лекарственной форме обладает вы-
сокой специфической активностью, кислотоустой-
чивостью, стабильностью при хранении, а также 
не вызывает выработку антифаговых антител, 
что соответствует требованиям Государственной 
фармакопеи Российской Федерации XIV изд. и Фар-
макопеи Евразийского экономического союза.
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Изучение вакцины против клещевого 
энцефалита
О.В. Стронин , А.А. Епанчинцев, А.А. Колтунов

Научно-производственное объединение «Вирион», филиал Акционерного общества «Научно-
производственное объединение по медицинским иммунобиологическим препаратам 
«Микроген», ул. Ивановского, д. 8, Томск, 634050, Российская Федерация

 Стронин Олег Владимирович; o.v.stronin@microgen.ru

Резюме	 Актуальность. Клещевой энцефалит — один из наиболее актуальных для здоровья на-
селения России антропозооноз, контроль над которым требует широкого охвата вакци-
нопрофилактикой. Масштабная вакцинация невозможна без разработки новых вакцин, 
например с применением перевиваемой линии клеток Vero, обладающих улучшенным 
профилем безопасности и эффективности.
Цель. Расширенное изучение ключевых показателей качества новой вакцины «Ве-
роКСЭН» против клещевого энцефалита, полученной с использованием перевиваемой 
линии клеток Vero.
Материалы и методы. В технологии создания вакцины реализованы современные подхо-
ды: накопление производственного штамма вируса клещевого энцефалита № 205 (дальне-
восточный субтип) в клетках перевиваемой линии Vero; использование для заключитель-
ной тонкой очистки вирусного антигена эксклюзионной хроматографии на полимерных 
сорбентах; введение дополнительных методов контроля. Вакцину «ВероКСЭН» получали 
способом, описанным в патенте на изобретение № 2678431. Контроль готового продук-
та проводили в соответствии с методиками, описанными в Государственной фармакопее 
Российской Федерации. Для лабораторного изучения вакцины и полупродуктов на мы-
шах линии Balb/с были разработаны и внедрены оригинальные новые методы контроля, 
а также применялись: электрофорез в полиакриламидном геле, иммуноферментный ана-
лиз, иммуноблот с суммарными антителами против вируса клещевого энцефалита и моно-
клональными антителами против гликопротеина E, метод полимеразной цепной реакции 
с обратной транскрипцией, высокоэффективная жидкостная хроматография. При расши-
ренном лабораторном исследовании протективной активности использовали тест-штам-
мы субтипов «Абсеттаров» (западный), «Софьин»  (дальневосточный) и  «Корзухин»  (си-
бирский). Оценку инфекционной активности вируса клещевого энцефалита проводили 
при помощи фармакопейного метода титрования на беспородных мышах. Результаты 
исследований оценивали при  помощи статистических методов анализа с  вычислением 
среднего арифметического и среднеквадратичного отклонения.
Результаты. Изучены ключевые показатели качества новой вакцины против клещевого 
энцефалита «ВероКСЭН» и  ее  полупродуктов. Показано, что выбранный режим инакти-
вации снижает инфекционную активность вирусного сбора до недетектируемого уровня 
через 24  ч, при этом антигенная активность сохраняется на уровне около 100% от ис-
ходного значения. Этапы тонкой очистки, а также разработанные оригинальные методики 
и технологии позволили получить цельновирионную фракцию с чистотой до 98,2% и уда-
лить технологические примеси (ДНК клеток-продуцентов, бычий сывороточный альбумин, 
формальдегид, бактериальные эндотоксины) до уровней, соответствующих нормативным 
требованиям. Изучение стабильности вакцины на сроке хранения до 36 мес. подтвердило 
ее соответствие нормативным показателям.
Выводы. Новая вакцина обладает высокой специфической активностью в отношении виру-
са клещевого энцефалита для штаммов «Абсеттаров», «Софьин» и «Корзухин»: минималь-
ная иммунизирующая доза (МИД50) составила 0,007, 0,00125 и 0,00093 мл соответственно.

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.30895/2221-996X-2023-23-3-1-389-399&domain=pdf&date_stamp=2023-10-13
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2023-23-3-1-389-399
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Abstract	 Scientific relevance. Tick-borne encephalitis is one of the most significant anthropozoonoses 
for public health in the Russian Federation. Wide vaccination coverage is required to control 
this zoonotic infection. However, large-scale immunisation is not feasible without developing 
novel vaccines with improved safety and efficacy profiles, such as vaccines based on the con-
tinuous Vero cell line.
Aim. This extended study aimed to investigate the key quality attributes of VeroKSEN, a new 
tick-borne encephalitis vaccine that was obtained using Vero cells.
Materials and methods. The authors implemented current approaches to vaccine development, 
including propagation of tick-borne encephalitis strain 205 (Far Eastern subtype) in Vero cells, 
fine purification of the viral antigen by size-exclusion chromatography on polymeric resins, and 
introduction of additional quality control methods. For VeroKSEN production, the authors used 
the method protected by utility patent No. 2678431. Quality control of the finished product 
was performed according to the State Pharmacopoeia of the Russian Federation. The labo-
ratory study of the vaccine and its intermediates in Balb/с mice used novel control methods 
developed by the authors. Additional methods included polyacrylamide gel electrophoresis, 
enzyme immunoassay, immunoblotting with total antibodies to tick-borne encephalitis virus 
and monoclonal antibodies to glycoprotein E, reverse transcription–polymerase chain reaction, 
and high-performance liquid chromatography. The extended potency study used test strains of 
different subtypes, including Absettarov (Western), Sofjin (Far Eastern), and Korzukhin (Siberi-
an). The authors studied the infectious activity of tick-borne encephalitis virus in outbred mice 
using the pharmacopoeial titration method. Statistical analysis of the study results involved 
calculating the arithmetic mean and the root-mean-square deviation.
Results. The authors studied the key quality attributes of VeroKSEN and its intermediates. Se-
lected inactivation conditions reduced the infectious activity of the viral harvest to an unde-
tectable level within 24 h, while its antigenic activity remained approximately 100% of the 
baseline. The fine purification stages and the methods and techniques developed by the au-
thors provided a whole-virion fraction with a purity of up to 98.2% and removed process-re-
lated impurities (residual host-cell DNA, bovine serum albumin, formaldehyde, and bacterial 
endotoxins) to the levels required by national legislation. The stability study demonstrated 
that the vaccine met the requirements for up to 36 months.
Conclusions. The study showed the high potency of the new vaccine in terms of protection 
against the Western, Siberian, and Far Eastern subtypes of tick-borne encephalitis, with mini-
mum immunising doses (MID50) of 0.007, 0.00125, and 0.00093 mL, respectively.

Key words:	 tick-borne encephalitis; vaccine; Vero; VeroKSEN; vaccine development; study
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и вирусных энцефалитов им. М.П. Чумакова РАМН».

Введение
Клещевой энцефалит (КЭ) — трансмиссивный 

природно-очаговый антропозооноз. Заражение 
человека возбудителем  — вирусом клещевого 
энцефалита (ВКЭ) из семейства Flaviviridae, чаще 
всего происходит во время присасывания пере-
носчика (клещи рода Ixodes). Эндемичные по КЭ 
регионы охватывают широкий пояс хвойных 
и  смешанных лесов умеренной климатической 
зон Евразии от Западной Европы [1] до Дальне-
го Востока [2, 3]. В Российской Федерации КЭ — 
одно из значимых природно-очаговых заболе-
ваний, так как именно на  территории  России 
циркулируют наиболее вирулентные штаммы 
вируса. Ежегодно сотни тысяч человек обра-
щаются в  медицинские учреждения по  пово-
ду присасывания клеща, тысячи  — заболевают, 
а для сотен из них заболевание имеет тяжелые 
исходы — инвалидизацию или смерть [4].

Наиболее эффективный метод специфиче-
ской профилактики  КЭ  — вакцинация, которая 
в  десятки раз снижает вероятность заболева-
ния и  предотвращает развитие тяжелых форм 
и осложнений. В настоящее время в России за-
регистрированы1 четыре вакцины третьего по-
коления:

–– ФСМЕ-ИММУН®  (Вакцина клещевого энце-
фалита культуральная инактивированная 
очищенная сорбированная), Pfizer, Inc.  (США) 
и Baxter, AG (Австрия);

–– ЭнцеВир®  (Вакцина клещевого энцефали-
та культуральная очищенная концентриро-
ванная инактивированная сорбированная), 
АО «НПО «Микроген» (Россия);

–– Вакцина клещевого энцефалита культураль-
ная очищенная концентрированная инактиви-
рованная сухая (ФГУП «Предприятие по произ-
водству бактерийных и вирусных препаратов 
Института2 полиомиелита и вирусных энце-
фалитов им. М.П. Чумакова РАМН»;

–– Клещ-Э-Вак  (Вакцина клещевого энцефалита 
культуральная очищенная концентрирован-
ная инактивированная сорбированная)3.

Производство перечисленных препаратов 
основано на сходных технологиях. Это сорбиро-
ванные цельновирионные очищенные инакти-
вированные вакцины. Культивирование ВКЭ ве-
дется на клетках куриных эмбрионов. Различия 
в основном касаются производственного штам-
ма, методов очистки и стабилизации препара-
та  [5]. Полученные таким образом препараты 
имеют длительную историю успешного приме-
нения, однако к настоящему времени выявились 
недостатки использования первичных культур 
клеток:

–– повышенный риск контаминации культуры 
латентными инфекционными агентами (мико-
плазмы и вирусы);

–– повышенный риск контаминации иными при-
месями (антибиотики и прочие вещества, при-
меняемые на птицефабриках);

–– генетическая гетерогенность исходного био-
материала и, как следствие, низкая стандар-
тизация репродукции вируса, нестабильность 
содержания балластных веществ в культураль-
ной жидкости;

–– нестабильное качество эмбрионов в зависимо-
сти от сезона, корма, периодов вакцинации, эпи-
зоотий;

–– повышенный риск развития аллергических ре-
акций на примеси белков куриных эмбрионов;

–– низкая технологичность производства, значи-
тельные трудности масштабирования техно-
логии.
В этой связи становятся очевидными пре-

имущества использования перевиваемых 
клеточных линий  (взамен первично трипси-
низированных клеток куриных эмбрионов). 
Их  применение для производства вакцины 
КЭ  соответствуют общемировым тенденци-
ям совершенствования технологий вакцин, 
направленных на повышение безопасности, 
эффективности и качества стандартизации. 
Линии перевиваемых клеток Vero и MDCK 
успешно используются для накопления виру-
сов при промышленном производстве вакцин 

https://doi.org/10.30895/2221-996X-2023-23-3-1-389-399
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против полиомиелита  [6], бешенства, япон-
ского энцефалита, герпеса, гриппа  [5]. Ранее 
технологию производства вакцины клещево-
го энцефалита с использованием клеток Vero 
разработали в ФГАНУ «Федеральный научный 
центр исследований и разработки иммуно-
биологических препаратов им.  М.П.  Чумако-
ва  РАН» (Институт полиомиелита) и  успешно 
провели  I  и  II  фазы клинических исследова-
ний [7]. В АО «НПО «Микроген» была разрабо-
тана технология вакцины «ВероКСЭН» против 
клещевого энцефалита, на перевиваемых клет-
ках Vero (в качестве субстрата накопления).

Цель работы  — расширенное изучение клю-
чевых показателей качества новой вакцины 
«ВероКСЭН» против клещевого энцефалита, по-
лученной с использованием перевиваемой ли-
нии клеток Vero.

Материалы и методы
В качестве производственного использовали 

штамм ВКЭ  №  205 (дальневосточный субтип), 
полученный из коллекции Государственного на-
учно-исследовательского института стандарти-
зации и контроля медицинских биологических 
препаратов им. Л.А. Тарасевича Минздрава СССР 
в 1978 г. и применяемый в течение длительного 
времени для производства зарегистрированной 
вакцины «ЭнцеВир». Главный и рабочий посев-
ные материалы были аттестованы в соответ-
ствии с требованиями национального законода-
тельства4.

Для культивирования производственного 
штамма использовали аттестованные глав-
ный и рабочий банки клеток Vero, происходя-
щих из почек зеленой мартышки (Cercopithecus 

4	 Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств (иммунобиологические препараты). 
Ч. 2. М.: Гриф и К; 2012.
ОФС.1.8.1.0002.15 Иммунобиологические препараты. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4. 
М.; 2018.
Приказ Министерства промышленности и торговли Российской Федерации от 14.06.2013 № 916 «Об утверждении Пра-
вил надлежащей производственной практики».
ФС.1.2.4.0015.18 Вирусная безопасность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4. М.; 2018.
ФC.1.7.2.0031.15 Испытание на присутствие микоплазм. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 4. М.; 2018.
ФC.1.7.2.0006.15 Испытание вирусных вакцин на присутствие посторонних агентов. Государственная фармакопея Рос-
сийской Федерации. XIV изд. Т. 4. М.; 2018.

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

6	 Стручкова И.В., Кальясова Е.А. Теоретические и практические основы проведения электрофореза белков в полиакрила-
мидном геле. Электронное учебно-методическое пособие. Н. Новгород; 2012.

7	 ФC.3.3.1.0031.15 Вакцина клещевого энцефалита культуральная очищенная концентрированная инактивированная жид-
кая сорбированная или сухая в комплекте с растворителем алюминия гидроксида. Государственная фармакопея Россий-
ской Федерации. XIV изд. Т. 4. М.; 2018.
ОФС.1.7.1.0004.15 Вакцины и анатоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4. М.; 2018.
ОФС.1.7.2.0011.15 Требования к клеточным культурам — субстратам производства биологических лекарственных пре-
паратов. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4. М.; 2018.

aethiops). Линия получена из коллекции 
ФБУН  «Государственный научный центр ви-
русологии и  биотехнологии «Вектор» Роспо-
требнадзора (далее — ФБУН «ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора). Накопление вирусного 
антигена осуществляли способом стационар-
ного культивирования зараженного клеточ-
ного монослоя в  клеточных фабриках (164327, 
Thermo Fisher Scientific) в среде MEM  Eagle 
(ФБУН  «ГНЦ  ВБ  «Вектор» Роспотребнадзора) 
с добавлением фетальной сыворотки крупного 
рогатого скота (SV30160.03IR, HyClone). Вирус-
ный сбор инактивировали регламентированным 
методом с помощью формалина5.

Метод глубинной фильтрации позволил про-
вести грубую очистку вирусного антигена. Кон-
центрирование раствора проводили при помощи 
ультрадиафильтрации в тангенциальном потоке, 
используя систему SartoJet (Sartorius) и кассеты 
(Sartorius) с порогом отсечения 100 кДа; тонкую 
очистку вирусного антигена — при помощи экс-
клюзионной хроматографии6 [8].

Качество готового продукта контролирова-
ли в соответствии с методами Государственной 
фармакопеи7 Российской Федерации по таким 
показателям, как подлинность, время седи-
ментационной устойчивости, проходимость 
через иглу, количественное содержание антиге-
на вируса клещевого энцефалита, извлекаемый 
объем, стерильность, бактериальные эндотокси-
ны, аномальная токсичность, рН, специфическая 
активность, полнота сорбции антигена, посто-
ронние примеси: формальдегид и протамина 
сульфат, специфическая безопасность, общий 
белок, остаточная ДНК, бычий сывороточный 
альбумин (БСА), альбумин человека.
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Для изучения специфической активности при-
меняли стандартную методику8 на мышах ли-
нии Balb/с (масса 14–16 г, возрастная категория 
30–35 дней, без различия пола). При расширен-
ном лабораторном изучении кроме регламенти-
рованного тест-штамма «Абсеттаров» (западный 
субтип) использовали также штаммы «Софьин» 
(дальневосточный) и «Корзухин» (сибирский).

Инфекционную активность ВКЭ оценивали 
при помощи фармакопейного метода титрова-
ния на беспородных мышах9.

Процедуры и манипуляции с животными, 
проводимые в ходе доклинических исследо-
ваний, рассмотрены и утверждены Комите-
том по биомедицинской этике ФГБУ  «НИЦЭМ 
им.  Н.Ф.  Гамалеи» Минздрава России (прото-
кол № 2 от 29.12.2020).

Количественное содержание антигена ВКЭ 
и полноту сорбции определяли с помощью 
метода иммуноферментного анализа  (ИФА), 
используя коммерческий набор D-1154 
(АО  «Вектор-Бест») и стандартный образец 
предприятия (СОП) вакцины КЭ с.070517, содер-
жащий 12,18 мкг/мл инактивированного антиге-
на ВКЭ: готовили серийные двукратные разве-
дения испытуемых образцов (вакцины или ее 
полупродуктов) и СОП, вносили по 100 мкл в лун-
ки планшета (в двух повторностях для каждого 
разведения), далее методику выполняли соглас-
но инструкции производителя набора. Вычис-
ление концентрации (антигенной активности) 
гликопротеина  Е проводили методом парал-
лельных линий10. Аттестовали СОП вакцины КЭ 
относительно стандарта гликопротеина  Е ВКЭ 
по показателю «Содержание инактивирован-
ного антигена вируса КЭ» при  помощи ИФА. 
Стандарт гликопротеина Е ВКЭ был изготовлен 
и аттестован в соответствии с собственной ори-
гинальной методикой.

Определяли БСА методом ИФА с использова-
нием набора BSA ELISA Kit (Cygnus Technologies) 
в соответствии с инструкцией производителя.

Остаточную ДНК клеток Vero выявляли мето-
дом полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией согласно инструкции произво-
дителя набора resDNA  SEQ  Quantitative  Vero 
DNA Kit (Applied Biosystems), с применением соб-

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

9	 ФС.3.3.1.0031.15 Вакцина клещевого энцефалита культуральная очищенная концентрированная инактивированная жид-
кая сорбированная или сухая в комплекте с растворителем алюминия гидроксида. Государственная фармакопея Россий-
ской Федерации. XIV изд. Т. 4. М.; 2018.

10	 5.3. Statistical analysis of results of biological assays and tests. European Pharmacopoeia. 10th ed. V. I. Strasbourg: EDQM; 2019.
11	 ОФС.1.1.0013.15 Статистическая обработка результатов химического эксперимента. Государственная фармакопея Рос-

сийской Федерации. XIV изд. Т. 1. M.; 2018.

ственного СОПа с.011114, содержащего 5 мкг/мл 
ДНК клеток Vero.

Электрофорез в полиакриламидном геле вы-
полняли в соответствии с описанным в литера-
туре методом  [9] в  собственной модификации. 
Разделение проводили в электрофоретической 
камере Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad) в пре-
рывистом 4/12% геле в соответствии с инструкци-
ей производителя оборудования. Перед исполь-
зованием исследуемый образец дополнительно 
концентрировали (в  20  раз) в центрифужных 
концентраторах Amicon (Millipore), смешивали 
с равным объемом восстанавливающего буфера 
и подвергали тепловой денатурации при 95  °С 
в течение 5 мин. Стандарт молекулярных масс — 
Unstained Protein МW  Marker (Thermo Fisher 
Scientific), 116–14,4  кДа. Краситель — брилли-
антовый голубой Кумасси G-250 (Sigma-Aldrich). 
Визуализация гелей осуществлялась через си-
стему документирования Gel Doc EZ System (Bio-
Rad). Применяли камеру Mini Trans-Blot (Bio-Rad) 
при выполнении иммуноблота на стадии элек-
тропереноса белков из акриламидного геля 
на поливинилиденфторид-мембрану (PVDF) 
Immobilon-Р (Millipore). Сайты неспецифической 
сорбции блокировали 3% раствором БСА (Sigma-
Aldrich).

Затем проводили иммуноокрашивание мем-
браны с использованием моноклональных анти-
тел 14D5 к белку Е ВКЭ (БиоСан, Новосибирск) 
и конъюгата вторичных антител с пероксидазой 
хрена (Sigma-Aldrich); альтернативное иммуноо-
крашивание — при помощи конъюгата поликло-
нальных антител к суммарным антигенам ВКЭ 
(АО «НПО «Микроген», Томск). Далее мембрану 
окрашивали 0,03%  раствором 3,3'-диаминобен-
зидина (Sigma-Aldrich) в присутствии 0,02%  пе-
рекиси водорода в течение 20 мин.

Для анализа методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии  (ВЭЖХ) применя-
ли хроматографическую систему 1290  Infinity 
(Agilent Technologies), оснащенную колонкой 
Protein-Pak SEC 300 SW (Waters).

Оценку результатов исследований проводи-
ли при  помощи статистических методов анали-
за с вычислением среднего арифметического 
и среднеквадратичного отклонения11.
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Результаты и обсуждение
Разработка новой вакцины КЭ, основанной 

на использовании перевиваемых клеток, с при-
менением новой технологии культивирования 
и очистки начиналась с этапов формирования 
и аттестации главного и рабочего банков клеток 
Vero, а также главного и рабочего посевных ма-
териалов производственного штамма ВКЭ.

Применение перевиваемой линии субстрат-
ных клеток потребовало создания и внедрения 
новых методов, позволяющих контролировать 
полупродукты и готовый продукт в соответствии 
с актуальными нормативными требованиями, 
в частности методов определения остаточного 
содержания БСА и ДНК клеток Vero.

Разработанная вакцина представляет собой 
инактивированный формалином очищенный ан-
тиген  ВКЭ, сорбированный на  гидроокиси алю-
миния.

Согласно требованиям законодательства 
все стадии производства должны быть вали-
дированы, а также показана эффективность12 
каждой из них. Одна из критических стадий 
производства инактивированных вирусных вак-
цин — инактивация вирусного сбора. Несмотря 
на то что процесс инактивации формальдеги-
дом регламентирован и  хорошо изучен, в дан-
ном исследовании был принципиально иной 

12	 Решение Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 77 «Об утверждении Правил надлежащей производ-
ственной практики Евразийского экономического союза».

состав среды. В  связи с  этим для подтвержде-
ния эффективности инактивации в новой среде 
возникла необходимость более длительного 
изучения инфекционной и антигенной активно-
сти (рис. 1) — в течение 72 ч (на трех сериях ви-
русного сбора).

Через 24 ч после внесения инактивирующего 
агента инфекционная активность трех серий ви-
русного сбора снижалась до недетектируемой, 
через 48 и 72 ч ее отсутствие подтверждалось. 
Антигенная активность каждой серии была нор-
мирована относительно исходного уровня и вы-
ражена в процентах относительно исходной; 
после завершения процесса инактивации эти 
значения практически не отличались. Таким об-
разом было подтверждено, что выбранный ре-
жим инактивации обеспечивает безопасность, 
сохраняя антигенную активность ВКЭ.

Ряд новых технологических решений позво-
лил повысить воспроизводимость показателей 
качества препарата и снизить количество при-
месей. Использование современных полимер-
ных сорбентов привело к повышению скорости 
процесса, эффективности очистки и стабиль-
ности результатов. Высокая степень очистки 
пика, соответствующего цельновирионной 
фракции, была продемонстрирована с помо-
щью ВЭЖХ (рис. 2).

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Динамика инфекционной и антигенной активности в процессе инактивации вирусного сбора по результатам трех 
серий. Антигенная активность нормирована относительно исходной, измеренной до добавления формалина. Интервалами 
указано стандартное отклонение. –х– — инфекционная активность  (среднее арифметическое lg инфекционной активно-
сти); –о– — антигенная активность (среднее арифметическое lg антигенной активности).

Fig. 1. Time course of the infectious and antigenic activity of the virus harvest during inactivation, based on test results for three 
batches. Antigenic activity is normalised to the baseline values measured before adding formalin. The standard deviation is indi-
cated by intervals. –х–, infectious activity (arithmetic means of log10 values of infectious activity); –о–, antigenic activity (arithme-
tic means of log10 values of antigenic activity).

И
нф

ек
ци

он
на

я 
ак

ти
вн

ос
ть

, l
g 

(Л
Д

50
/0

,0
3 

м
л)

In
fe

ct
io

us
 a

ct
iv

it
y,

 lo
g 10

 (L
D 50

/0
.0

3 
m

L)

Антигенная активность, %
Antigenic activity, %



395

Stronin O.V., Epanchintsev A.A., Koltunov A.A.
Study of a tick-borne encephalitis vaccine

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2023, V. 23, No. 3–1

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 2. Результаты контроля молекулярно-массового распределения полупродуктов вакцины «ВероКСЭН» методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии. По оси абсцисс — время удерживания, мин; по оси ординат — оптическая плотность, 
mAU. А — хроматограмма очищенного концентрата: красным цветом — инактивированной вирусной взвеси; синим цветом — 
после хроматографической очистки. Б — хроматограмма очищенного концентрата с уменьшенным масштабом по оси ординат.

Fig. 2. Typical results of a molecular mass distribution test of VeroKSEN intermediates by high-performance liquid chromatography. 
The abscissa shows the retention time; the ordinate shows the absorbance. A, chromatogram of purified concentrate: inactivated 
virus suspension (red) and chromatographically purified concentrate (blue). B, chromatogram of chromatographically purified con-
centrate enlarged along the abscissa.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 3. Результаты электрофореза в полиакриламидном геле и иммуноблота очищенного концентрата вакцины «Ве-
роКСЭН» (серия Т08). 1 — стандарт молекулярных масс (Mr, кДa); 2–4 — электрофорез образца вакцины, нанесенной по 4, 
6, 8 мкл на дорожку соответственно; 5 — контроль переноса белков на мембрану, окрашивание Кумасси G-250; 6 — им-
муноблот вакцины, иммуноокрашивание моноклональными антителами к гликопротеину Е вируса клещевого энцефалита 
(ВКЭ); 7 — иммуноблот вакцины, иммуноокрашивание поликлональными антителами к суммарным антигенам ВКЭ. А, B, C — 
основные специфические вирусные белки.

Fig. 3. SDS-PAGE and immunoblotting results for the purified concentrate of VeroKSEN (batch T08). Lane 1 contains a molecular 
weight standard (Mr, kDa). Lanes 2–4 show electrophoresis of 4, 6, and 8 µL samples of the vaccine, respectively. Lane 5 confirms 
protein transfer to the membrane (Coomassie G-250 staining). Lane 6 illustrates immunoblotting of the vaccine stained with 
monoclonal antibodies to tick-borne encephalitis virus (TBEV) glycoprotein E, and lane 7, with polyclonal antibodies to total TBEV 
antigens. A, B, and C stand for the main specific viral proteins.
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Хроматографический анализ показал,  что 
доля цельновирионной фракции в процессе 
очистки увеличилась с 6,8 до 98,2%.

При помощи методов электрофореза и им-
муноблота с моноклональными и поликлональ-
ными антителами к  ВКЭ (рис.  3) показано, 
что в составе очищенного концентрата вакцины 
«ВероКСЭН»  присутствовали основные специ-
фические вирусные белки: мономер гликопро-
теина  Е (рис.  3, зона  B, 53–55  кДа), олигомеры 
гликопротеина Е (зона A, более 116 кДа). Также 
выявлены мономеры и олигомеры белка С ВКЭ 
(зона C, молекулярная масса 12,1, 24,2, 36,3 кДа). 
Часть олигомеров, образовавшихся из вирусных 

белков в  процессе инактивации формалином, 
оказалась устойчивой к денатурации, что также 
подтверждается данными литературы [10, 11].

Готовый препарат соответствовал современ-
ным нормативным требованиям, предъявляемым 
к инактивированным вирусным вакцинам (табл. 1), 
в  том числе по содержанию таких примесей, 
как ДНК субстратных клеток и БСА. Кроме того, 
использование аттестованной перевиваемой ли-
нии клеток позволило полностью исключить анти-
биотики из технологии создания вакцины КЭ.

Изучение стабильности препарата подтвер-
дило соответствие вакцины требованиям нор-
мативной документации через 36 мес. хранения.

Таблица 1. Ключевые показатели качества вакцины «ВероКСЭН» по результатам контроля восьми серий препарата в иссле-
довании на мышах
Table 1. Critical quality attributes of the VeroKSEN vaccine and the results of testing eight batches of the vaccine in mice

Показатель качества (метод)
Quality attribute (method)

Критерий приемлемости
Acceptance criterion

Результат контроля, М±S
Control result, М±S

Содержание антигена ВКЭ (ИФА)
TBEV antigen content (ELISA)

2,0–6,0 мкг/мл
2.0–6.0 µg/mL

4,3±0,9 мкг/мл
4.3±0.9 µg/mL

Полнота сорбции антигена (ИФА)
Antigen adsorption (ELISA)

80–100%
80–100%

99,3±0,8%
99.3±0.8 %

Специфическая активность, МИД50 
(биологический)
Potency, MID50 (bioassay)

0,001–0,017 мл
0.001–0.017 mL

0,005±0,003 мл
0.005±0.003 mL

Специфическая безопасность (биологический)
Specific toxicity (bioassay)

Не должна содержать живой ВКЭ
Must not contain live TBEV

Не содержит живой ВКЭ
No live TBEV

Содержание примесей: 
Impurity content:

сахароза
sucrose

40–60 мг/мл
40–60 mg/mL

50,1±2,9 мг/мл
50.1±2.9 mg/mL

алюминий
aluminium

0,60–1,00 мг/мл
0.60–1.00 mg/mL

0,76±0,05 мг/мл
0.76±0.05 mg/mL

формальдегид (колориметрический)
free formaldehyde (colourimetry)

≤20 мкг/мл
≤20 µg/mL

<20 мкг/мл
<20 µg/mL

бычий сывороточный альбумин (ИФА)
residual bovine serum albumin (ELISA) 

≤50 нг в 1 дозе вакцины
≤50 ng/dose

4,6±0,77 нг в 1 дозе вакцины
4.6±0.77 ng/dose

ДНК субстратных клеток (ПЦР)
residual host-cell DNA (PCR)

≤10 нг в 1 дозе вакцины
≤10 ng/dose

5,85±1,7 нг в 1 дозе вакцины
5.85±1.7 ng/dose

бактериальные эндотоксины (гель-тромб тест, 
метод А)a

bacterial endotoxins (gel-clot test, method A)a

≤25 ЕЭ/мл
≤25 EU/mL

<25 ЕЭ/мл
<25 EU/mL

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

Примечание. М — среднее арифметическое значение; S — стандартное отклонение; ВКЭ — вирус клещевого энцефалита; 
ИФА — иммуноферментный анализ; ПЦР — полимеразная цепная реакция; МИД50 — минимальная иммунизирующая доза, 
защищающая 50% животных; ЕЭ — единицы эндотоксина.
a ОФС.1.2.4.0006.15 Бактериальные эндотоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. M.; 
2018.
Note. M, arithmetic mean; S, standard deviation; TBEV, tick-borne encephalitis virus; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; 
PCR, polymerase chain reaction; MID50, minimum immunising dose that protects 50% of the animals tested; EU, endotoxin units.
а OFS.1.2.4.0006.15 Bacterial endotoxins. State Pharmacopoeia of the Russian Federation. XIV ed. V. 1. Moscow; 2018.
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В ходе доклинических исследований вак-
цины «ВероКСЭН»13 изучалось ее местное 
раздражающее и  токсическое воздействие, 
в  том числе репродуктивная токсичность. 
Кроме того, исследовалась расширенная 
специфическая активность в биологическом 
тесте на мышах с  применением тест-штам-
мов «Софьин» (дальневосточный субтип) 
и «Корзухин» (сибирский субтип). В качестве 
препарата сравнения использовалась вак-
цина «ЭнцеВир». Специфическая активность 
в отношении штамма «Абсеттаров» (западный 
субтип) оценивалась при контроле качества 
препаратов.

Полученные данные (табл.  2) свидетель-
ствуют о  высокой специфической активности 
вакцины «ВероКСЭН» против доминирующих 
на территории  России субтипов  ВКЭ. Иммуно-
генность вакцин «ВероКСЭН» и «ЭнцеВир» ока-
залась выше в  испытании штамма «Софьин», 
несмотря на бóльшую дозу разрешающего за-
ражения по сравнению со штаммом «Корзухин», 
что, видимо, связано с гомологичностью про-
изводственного штамма №  205 и тест-штамма 
«Софьин», относящихся к дальневосточному 
генотипу ВКЭ.

13	 Бутенко А.М., Ларичев В.Ф. Изучение протективной активности вакцины клещевого энцефалита на перевиваемой кле-
точной линии Vero на мышах линии Balb/с. Отчет по доклиническому исследованию. М.: ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» 
Минздрава России; 2021.

Заключение
Исследованы ключевые показатели качества 

новой вакцины клещевого энцефалита «Ве-
роКСЭН», полученной с использованием пере-
виваемой линии клеток Vero, а также ее полу-
продуктов в опытах на мышах.

Показано, что выбранный режим инактивации 
снижает инфекционную активность вирусного 
сбора до недетектируемого уровня через 24  ч, 
а 72-часовой процесс надежно обеспечивает 
специфическую безопасность вакцины. При этом 
антигенная активность сохраняется на уровне 
около 100% от исходного значения.

Этапы тонкой очистки позволяют получить цель-
новирионную фракцию с чистотой до 98,2% и уда-
лить технологические примеси (ДНК клеток-про-
дуцентов, БСА, формальдегид, бактериальные 
эндотоксины и др.) до уровней, соответствующих 
требованиям национального законодательства.

Вакцина, полученная описанным способом, обла-
дает высокой специфической активностью в отно-
шении западного, сибирского и дальневосточного 
субтипов вируса клещевого энцефалита. Специфиче-
ская активность вакцин для штаммов «Абсеттаров», 
«Софьин» и «Корзухин», выраженная в МИД50, соста-
вила 0,007, 0,00125 и 0,00093 мл соответственно.
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Корзухин (261,0 ЛД50)
Korzukhin (261.0 LD50)

Софьин (749,9 ЛД50)
Sofjin (749.9 LD50)

Абсеттаров (204,3–1000 ЛД50)
Absettarov (204.3–1000 LD50)

ВероКСЭН, Т03
VeroKSEN, T03

0,00125
0.00125

0,00093
0.00093

0,007
0.007

ЭнцеВир, Т67
EnceVir, T67

0,00436
0.00436

0,00246
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Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. МИД50 — минимальная иммунизирующая доза, защищающая 50% животных; ЛД50 — летальная доза, вызываю-
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tested.
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Резюме	 Актуальность. Лекарственные препараты на основе иммуноглобулина G (IgG) из плазмы 
крови человека широко применяются в терапии бактериальных и вирусных инфекций, 
первичных и вторичных иммунодефицитов, аутоиммунных заболеваний. Снизить риск 
производственной контаминации сырья различными патогенами, в  том числе вирусами, 
позволяет процесс нанофильтрации. Для повышения вирусной безопасности необходимы 
исследования по разработке и внедрению дополнительных этапов инактивации и (или) 
элиминации вирусов.
Цель. Разработка оптимальных условий процесса нанофильтрации, валидация и масшта-
бирование данной стадии для производства лекарственного препарата иммуноглобули-
на G человека для внутривенного введения.
Материалы и методы. Раствор IgG из фракции II+III плазмы крови, нанофильтры Planova — 
20N и BioEx (Asahi Kasei, Япония), Viresolve Pro (Merck Millipore, США), Virosart — HC и HF 
(Sartorius, Германия), Pegasus  — SV4 и Prime (Pall, США), предфильтры Sartopore из по-
лиэфирсульфона, Virosart MAX (Sartorius, Германия) из полиамида, EKX-P (Pall, Германия) 
из регенерированной целлюлозы. Лабораторные исследования по валидации вирусной 
редукции выполняли с модельными тест-вирусами (ВИЧ-1, трансмиссивного гастроэнте-
рита (коронавируса) свиней, парвовирус свиней, вирус энцефаломиокардита мышей, ви-
рус бычьей диареи) на базе ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России. Анализ 
данных по  выборке проводили с помощью среднего значения при  95%  доверительном 
интервале.
Результаты. Установлено, что производительность нанофильтрации для всех выбранных 
комбинаций «предфильтр — нанофильтр» зависит от концентрации IgG в испытуемом 
растворе. Максимальная пропускная способность и выход продукта составили: пред-
фильтр (фильтр) ЕКХ-P с нанофильтром Pegasus SV4 — 6300 г/м2 (выход IgG более 95%); 
EKX-P или Sartopore (полиэфирсульфон) с Planova 20N — до 2980 г/м2 (выход IgG — прак-
тически 100% при условии проведения процесса только при концентрации  IgG  10  г/л). 
Для разных комбинаций фильтров уровень редукции соответствовал критериям при-
емлемости: ВИЧ-1 — от 4,00±0,05 до 4,75±0,04 log10; коронавирус свиней — от 4,30±0,04 
до 4,55±0,06 log10; вирус энцефаломиокардита мышей — от 5,38±0,08 до 5,57±0,04 log10; ви-
рус бычьей диареи — более 5,00 log10; парвовирус свиней — от 5,12±0,10 до 5,25±0,08 log10. 
Статистически достоверного различия в зависимости уровня редукции от марки пред-
фильтров не выявили.
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Выводы. Подтверждена эффективность противовирусной нанофильтрации для вирусов 
с различными размерами вириона и физико-химическими характеристиками, включая 
мелкий парвовирус В19: уровень редукции вирусов для всех комбинаций составил бо-
лее 4 log10, что соответствует критериям приемлемости. Разработанные в лабораторных 
условиях параметры и соответствующая им длительность нанофильтрации, а также вы-
ход целевого продукта для всех комбинаций исследованных фильтров не изменились 
при масштабировании. Нанофильтрация может служить эффективным и высокопродук-
тивным инструментом удаления различных типов вирусов, который не влияет на качество 
продукта и значительно повышает вирусную безопасность биологических препаратов.

Ключевые слова:	 иммуноглобулин G человека нормальный; нанофильтрация; производственный процесс; 
оптимизация; вирусная безопасность; валидация вирусной редукции
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Abstract	 Scientific relevance. Medicinal products based on immunoglobulin class G (IgG) from human 
plasma are widely used in clinical practice to treat bacterial and viral infections, primary and 
secondary immunodeficiencies, and autoimmune diseases. Nanofiltration is a way to mitigate 
the risk of in-process contamination of raw materials with various pathogens, including viruses. 
Therefore, it is relevant to investigate the development and implementation of additional viral 
inactivation and/or elimination steps.
Aim. This study aimed to develop and validate optimum nanofiltration conditions and to scale 
up the nanofiltration step for the manufacturing of human IgG for intravenous administration.
Materials and methods. The study used a solution of IgG from plasma fractions II and III. 
The authors paired nanofilters manufactured by Planova 20N and BioEx (Asahi Kasei, Japan), 
Viresolve Pro (Merck Millipore, USA), Virosart HC and HF (Sartorius, Germany), and Pegasus 
SV4 and Prime (Pall, USA) with Sartopore polyethersulphone prefilters by Sartorius (Germany), 
Virosart MAX polyamide prefilters by Sartorius (Germany), and EKX-P regenerated cellulose 
prefilters by Pall (Germany). Virus reduction validation studies were performed with model 
viruses (human immunodeficiency virus type 1, porcine transmissible gastroenteritis virus, 
porcine parvovirus, murine encephalomyocarditis virus, and bovine viral diarrhoea virus) in the 
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laboratories of the N.F. Gamaleya centre. The sample data analysis involved calculating mean 
values with 95% confidence intervals.
Results. For all the selected combinations of prefilters and filters, the maximum nanofiltration 
throughput depended on the IgG concentration in the test solution. With the combination 
of an EKX-P filter with a Pegasus SV4 nanofilter, the maximum throughput and the IgG yield 
reached 6300 g/m2 and 95%, respectively. When combined with a Planova 20N nanofilter, EKX-P 
and Sartopore (polyethersulphone) filters provided a maximum throughput of up to 2980 g/m2 
and an IgG yield of almost 100%, provided that the test solution had an IgG concentration 
of 10 g/L. With different filter combinations, virus reduction levels ranged from 4.00±0.05 to 
4.75±0.04 log10 for human immunodeficiency virus type 1, from 4.30±0.04 to 4.55±0.06 log10 for 
porcine transmissible gastroenteritis virus, from 5.38±0.08 log10 to 5.57±0.04 log10 for murine 
encephalomyocarditis virus, 5.12±0.10 log10 to 5.25±0.08 log10 for porcine parvovirus, and ex-
ceeded 5.00 log10 for bovine viral diarrhoea virus. The virus reduction levels achieved were not 
statistically associated with prefilter brands.
Conclusions. The study demonstrated that nanofiltration was effective at removing viruses 
with various virion sizes and physicochemical characteristics, including viruses as small as 
parvovirus B19. The levels of virus reduction exceeded 4 log10 and met the acceptance criteria. 
The laboratory-scale nanofiltration parameters and the corresponding filtration times, as well 
as IgG yields, did not change when the process was scaled up. Therefore, nanofiltration is an ef-
fective and productive technique that helps eliminate various types of viruses and considerably 
improve viral safety without affecting the quality of biological medicinal products.

Key words:	 human normal immunoglobulin G; nanofiltration; production process; optimisation; virus safe-
ty; viral reduction validation
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Введение
Лекарственные препараты из плазмы кро-

ви человека на основе иммуноглобулина клас-
са G  (IgG) широко применяются в клинической 
практике для терапии бактериальных и вирус-
ных инфекций, первичных и вторичных им-
мунодефицитов, аутоиммунных заболеваний. 
При некоторых нозологических формах необхо-
димо введение в больших дозах непосредствен-
но в кровяное русло, что требует разработки 
особых подходов к обеспечению качества и без
опасности таких препаратов [1, 2].

Перечень инфекционных угроз, ассоцииро-
ванных с плазмой крови человека, обширен, 
из них наиболее опасна вирусная контаминация 
сырья. Очевидно, что обеспечение безопасности 
по отношению к потенциально содержащимся 
в исходной плазме человека вирусам — одна 
из основных задач, стоящих перед разработчи-
ками и производителями препаратов крови [3, 4]. 
Традиционные технологические стадии очист-
ки  на производстве  — спиртовое фракциони-
рование, хроматография, а также специальные 
методы инактивации вирусов  — недостаточно 

эффективны, особенно в отношении мелких бе-
зоболочечных вирусов. Это подтверждается дан-
ными о случаях посттрансфузионных осложне-
ний после применения препаратов крови [5].

К концу 1990-х годов развитие наук о мате-
риалах позволило разработать и вывести на ры-
нок фильтры с размером пор 35 нм, а позднее — 
20  нм, которые исключают проникновение 
через них соответствующих вирусных частиц. 
В настоящее время на рынке представлены 
противовирусные фильтры с  разным механиз-
мом действия  (на основе неспецифической ад-
сорбции, ионообменного захвата патогенных 
агентов и др.). Нанофильтрация — это наиболее 
перспективная и воспроизводимая инновацион-
ная технология, созданная на основе мембран-
ной фильтрации, но отличающаяся фильтрами 
с меньшим размером пор [6–8].

Однако при использовании нанофильтра-
ции в реальном производстве, особенно когда 
речь идет о таких крупных белковых молеку-
лах, как IgG, возникают технологические пре-
пятствия: бóльшая длительность стадии филь-
трации, часто встречающееся механическое 
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повреждение мембран, небольшой ресурс на-
нофильтров, что обусловлено прежде всего 
очень малым размером пор фильтрующих ма-
териалов [6]. Как следствие, формируется отно-
сительно высокая себестоимость стадии нано-
фильтрации.

Цель работы  — разработка оптимальных ус-
ловий процесса нанофильтрации, валидация 
и масштабирование данной стадии для произ-
водства лекарственного препарата иммуногло-
булина G человека для внутривенного введения.

Задачи исследования:
–– выбор оптимальных условий процесса нано-
фильтрации;

–– исследование разных комбинаций фильтров 
лабораторного масштаба;

–– валидация (подтверждение эффективности) 
вирусной очистки с использованием широко-
го спектра модельных вирусов;

–– масштабирование процесса в производствен-
ных условиях.

Материалы и методы
Раствор IgG для проведения испытаний был 

получен из фракции II+III плазмы крови в соот-
ветствии с экспериментально-производствен-
ным регламентом. Основные качественные 
характеристики препарата, а именно прозрач-
ность, цветность, фракционный состав, моле-
кулярный состав и  содержание иммуноглобу-
линов класса G, соответствовали требованиям 
ФС.3.3.2.0008.151.

В исследование были включены лаборатор-
ные нанофильтры производства Planova — 20N 
и BioEx (Asahi Kasei, Япония), Viresolve Pro (Merck 
Millipore, США), Virosart — HC и HF (Sartorius, Гер-
мания), Pegasus — SV4 и Prime (Pall, США), с пло-
щадью фильтрации от 3,1 до 10,0 см2. В качестве 
предфильтров использовали фильтры Sartopore 
из полиэфирсульфона (PES), диаметр пор  — 
0,1 мкм; Virosart MAX (Sartorius, Германия) из по-
лиамида — 0,1 мкм; EKX-P (Pall, Германия) из ре-
генерированной целлюлозы (RC) — 0,05–0,2 мкм.

Система для испытания фильтров включала 
фильтродержатель, компрессор (источник дав-
ления), емкость для фильтрата и весы. Исследо-
вания проводили при комнатной температуре 

1	 ФС.3.3.2.0008.15 Иммуноглобулин человека нормальный для внутривенного введения. Государственная фармакопея 
Российской Федерации. XIV изд. Т. 4. М.; 2018.

2	 ОФС.1.2.3.0012.15 Определение белка. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
3	 ОФС.1.8.2.0010.18 Количественное определение белка колориметрическим методом с биуретовым реактивом в препа-

ратах крови человека и животных. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2. М.; 2018.
4	 ФС.3.3.2.0008.15 Иммуноглобулин человека нормальный для внутривенного введения. Государственная фармакопея 

Российской Федерации. XIV изд. Т. 4. М.; 2018.  
5	 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 89 «Об утверждении Правил проведения иссле-

дований биологических лекарственных средств Евразийского экономического союза» (с изменениями на 15.07.2022). 

и постоянном рабочем давлении (0,8–3,0  бар 
в зависимости от рекомендаций производите-
лей), которое регулировали с помощью преци-
зионного регулятора.

Производственные параметры нанофильтра-
ции оценивали по следующим показателям: об-
щая потеря целевого белка (г), производитель-
ность (г/м2/мин), пропускная способность (г/м2). 
Концентрацию белка определяли спектрофото-
метрическим2 и биуретовым методом3.

Физико-химические свойства препаратов оце-
нивали методами, рекомендованными Государ-
ственной фармакопеей Российской Федерации4. 
Исследования по валидации (оценке эффектив-
ности вирусной редукции) выполнены в соответ-
ствии с Правилами проведения исследований 
биологических лекарственных средств Евразий-
ского экономического союза5.

В основу методики положено искусственное 
создание вирусной нагрузки в исходном матери-
але с последующим определением остаточной 
вирусной нагрузки (инфекционности) в целевой 
фракции после нанофильтрации. Для каждо-
го вируса и комбинации фильтров выполнено 
по три и более опыта.

Использовали модельные тест-вирусы для конта
минации сырья: вирус иммунодефицита человека 
типа 1 (ВИЧ-1), трансмиссивного гастроэнтерита 
свиней (коронавируса свиней), энцефаломио-
кардита мышей, парвовируса свиней, вирусной 
диареи — болезни слизистых крупного рога-
того скота (вируса бычьей диареи). Модельные 
тест-вирусы культивировали на чувствительных 
клеточных линиях в среде DMEM (модифици-
рованная способом R.  Dulbecco, среда Игла), 
содержащей термоинактивированную эмбрио-
нальную телячью сыворотку (HyClone, США), глу-
тамин и антибиотики. Исследования с модель-
ными тест-вирусами были выполнены на базе 
ФГБУ  «НИЦЭМ им.  Н.Ф.  Гамалеи» Минздрава 
России. Характеристика вирусов из модельных 
экспериментов представлена в таблице 1.

Раствор с материалом, содержащим ви-
русы, добавляли в растворы IgG непосред-
ственно перед началом модельного про-
цесса в количестве не более 10% от  объема 
раствора IgG, конечная концентрация составля-
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ла не менее 5 log10 в соответствующих единицах 
измерения. Для каждого опыта использовали 
индивидуальный комплект фильтров, предфиль-
тров и расходных материалов. Отбор проб про-
водили до и после процесса противовирусной 
фильтрации.

Инфекционную активность вирусов опре-
деляли методом 10-кратного титрования проб 
на чувствительной клеточной линии, выра-
щенной в  монослое на  96-луночных планше-
тах, по достижении максимального проявления 
цитопатического эффекта в монослое клеток 
(дополнительно для ВИЧ-1 — при обнаружении 
вирус-индуцированных синцитиев и  накопле-
нии антигена  p24 ВИЧ). Титрование вирусов 
проводили методом Рида–Менча6 и выражали 
в  log10  ТЦИД50/мл (50%  тканевой  цитопатиче-
ской инфекционной дозы).

Фактор редукции  (RF ) вирусов оценивали 
по изменению вирусной нагрузки в исследуе-
мых пробах до и после нанофильтрации:

6	 Reed L.J., Muench H. A simple method of estimating fifty per cent endpoints. American Journal of Epidemiology. 1938;27(3):493-7.

 
RF = log

V (m)1 T1

T2
V (m)2

,×

×
 (1)

где V(m)1 — объем (масса) образца перед филь-
трацией, мл (г); V(m)2 — объем (масса) образца 
после фильтрации, мл (г); Т1 — титр (концентра-
ция) вируса (на 1 мл в образце перед фильтра-
цией); Т2 — титр (концентрация) вируса (на 1 мл 
в образце после фильтрации), или предел обна-
ружения вируса для конкретной аналитической 
методики.

Статистическую обработку данных проводи-
ли с применением программного обеспечения 
Microsoft Excel, анализ данных по выборке  — 
при  помощи среднего значения при 95%  дове-
рительном интервале.

Результаты и обсуждение
Основное сырье для производства иммуногло-

булинов — плазма крови для фракционирования, 
которая может быть контаминирована различ-

Таблица 1. Характеристика вирусов, использованных для моделирования вирусной нагрузки
Table 1. Characteristics of the viruses used in viral load models

Вирус
Virus

Штамм
Strain

Семейство
Family

Геном
Genome

Наличие липидной 
оболочки

Lipid envelope

Размер, нм
Size, nm

Клеточная 
линия

Cell line

ВИЧ-1
HIV-1

HIV-1899А Retroviridae оцРНК
ssRNA

+ 100–120 МТ-4

ТГСВ
TGEV 

ГКВ 2378
GKV 2378

Coronaviridae оцРНК
ssRNA

+ 120–160 SPEV

ПВСв
PPV

И-82
I-82

ГКВ 2448
GKV 2448

Parvoviridae дцДНК
dsDNA

– 18–26 PK-15

ЭМКВ
EMCV

EMC
EMC

ГКВ 787
GKV 787

Picornaviridae оцРНК
ssRNA

– 25–30 L929

ВД–БС КРС
BVDV

Т-04
T-04

ГКВ 2390
GKV 2390

Flaviviridae оцРНК
ssRNA

+ 40–60 МDBK

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

Примечание. ВИЧ-1 — вирус иммунодефицита человека,  тип 1; ТГСВ — трансмиссивный гастроэнтерит свиней (коронави-
рус свиней); ПВСв — парвовирус свиней; ЭМКВ — вирус энцефаломиокардита мышей; ВД–БС КРС — вирус бычьей диареи; 
МТ-4 — перевиваемые лимфобластоидные клетки человека; SPEV — культура клеток почки эмбриона свиньи; PK-15 — куль-
тура клеток почек свиньи; L929 — клеточная линия фибробластов мыши, подкожная ткань; МDBK — культура клеток почек 
теленка; оцРНК — одноцепочечная (двуспиральная) РНК; дцДНК — двухцепочечная (двуспиральная) ДНК.
Note. HIV-1, human immunodeficiency virus type 1; TGEV, porcine transmissible gastroenteritis virus (porcine coronavirus); PPV, 
porcine parvovirus; EMCV, murine encephalomyocarditis virus; BVDV, bovine viral diarrhoea virus; MT-4, continuous human 
lymphoblastoid cell line; SPEV, embryonic porcine kidney cell line; PK-15, porcine kidney cell line; L929, mouse fibroblast cell 
line (subcutaneous tissue); MDBK, Madin–Darby bovine kidney cell line; ssRNA, single-stranded (double-helical) RNA; dsDNA, 
double-stranded (double-helical) DNA.
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ными патогенными агентами [6–8]. При выбо-
ре технических характеристик нанофильтров 
для  производства биопрепаратов учитывают 
прежде всего потенциальные риски, связанные 
с загрязнением сырья вирусами, а затем — дан-
ные о структуре и свойствах целевых молекул. 
Такие важные характеристики, как размер ви-
рионов, наличие или отсутствие липидной обо-
лочки и строение генома, могут оказать влияние 
на  эффективность инактивирующих процедур. 
Характеристика основных семейств вирусов, 
циркулирующих в донорской популяции и пред-
ставляющих опасность с точки зрения контами-
нации плазмы для фракционирования, особенно 
при формировании больших производственных 
пулов, представлена на рисунке 1.

Риск контаминации плазмы не равнозначен 
в случае разных типов вирусов и зависит от мно-
гих факторов. Существует ряд основных гемо-
трансмиссивных инфекций, которые развивают-
ся под действием вирусов гепатита С, гепатита В, 
ВИЧ-1 и ВИЧ-2, и тестирование на маркеры дан-
ных патогенов обязательно для каждого доно-
ра. Однако в исходном сырье с определенной 
долей вероятности могут присутствовать и дру-
гие вирусы. По результатам выполненных ранее 
исследований установлено, что один из наибо-
лее распространенных агентов, которым могут 
быть контаминированы производственные пулы 

плазмы,  — парвовирус  В19. Линейный размер 
его вирионов 22–24 нм, поэтому в нашей работе 
использовались нанофильтры с размером пор 
не более 20 нм [9].

Известно, что условный размер молекулы 
IgG в поперечном диаметре составляет около 
10–15 нм, это меньше размера пор нанофильтров, 
но сопоставимо. Вследствие этого для проведе-
ния исследований выбрали высокоочищенную 
хроматографическую фракцию иммуноглобули-
на, не содержащую агрегированных молекул.

Для оптимизации параметров нанофиль-
трации в исследование включили фильтры 
с различными по  типу и  материалу мембрана-
ми — половолоконными и листовыми PES, PVDF 
(поливинилиденфторид), RC. Основные техни-
ческие характеристики фильтров перечислены 
в таблице 2.

Для выявления оптимальных параметров 
нанофильтрации использовали нанофильтры 
и предфильтры лабораторного масштаба, в даль-
нейшем проводили масштабирование для произ-
водственного процесса. Предварительно в серии 
экспериментов установили, что производитель-
ность нанофильтрации для всех выбранных 
комбинаций «предфильтр  — нанофильтр» зави-
сит от концентрации IgG в испытуемом раство-
ре. Оптимальную концентрацию белка оценива-
ли по снижению выхода IgG: для большинства 

Рисунок из источника [6] переработан авторами / The figure is adapted by the authors from [6]

Рис. 1. Характеристика основных вирусов, циркулирующих в популяции человека.

Fig. 1. Description of the main viruses circulating in the human population.
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комбинаций фильтров она составила 10  г/л 
и  менее. Однако для некоторых комбинаций 
удовлетворительные результаты были полу-
чены при концентрации белка до 27 и 34,5  г/л. 
Также экспериментально установили факт сни-
жения скорости фильтрации из-за закупорки 
мембранных пор механическими примесями, 
которые присутствовали в исследуемом раство-
ре. Как правило, в течение первых 1,5 ч не было 
зафиксировано значительных различий в про-
изводительности (г/м2/мин) как листовых, так 
и половолоконных фильтров разных производи-
телей, однако постепенно скорость фильтрации 
замедлялась, а для отдельных комбинаций до-
стигала нулевого значения. Результаты измере-
ния пропускной способности различных комби-
наций фильтров (г/м2) в течение 8 ч фильтрации 
представлены на рисунке 2.

По результатам оценки лабораторной про-
изводительности фильтров, а также с учетом 
их стоимости, в том числе для полномасштаб-
ного производственного процесса, для прове-
дения нанофильтрации установили оптималь-
ные комбинации «предфильтр — нанофильтр», 

из которых наилучшие результаты показало со-
четание EKX-P  (RС) с Pegasus SV4  (PVDF), а так-
же комбинации EKX-P  (RС) или Sartopore  (PES) 
с Planova 20N (RC).

В дальнейшем процесс нанофильтрации мас-
штабировали для производства. Установили, 
что в случае комбинации фильтров ЕКХ-P 
и SV4 пропускная способность стадии — около 
6300  г/м2, а выход целевого продукта (IgG)  — 
более 95%. Дополнительное технологическое 
преимущество данной комбинации фильтров 
проявилось в возможности работать с раство-
ром IgG, а при концентрации белка 27 г/л — ра-
ботать без существенного изменения выхода 
продукта. При фильтрации раствора иммуно-
глобулина с помощью комбинации EKX-P  (RС) 
или Sartopore  (PES) с Planova  20N максималь-
ная пропускная способность была в диапазоне 
от 930 до 2980  г/м2. Фильтр Planova  20N дал 
практически 100%  выход целевого продукта, 
но процесс можно было вести только при кон-
центрации IgG 10 г/л.

При внедрении нанофильтрации (как и лю-
бой другой технологической стадии вирусной 

Таблица 2. Характеристика исследуемых противовирусных фильтров
Table 2. Сharacteristics of the antiviral filters used in the study

Производитель
Manufacturer

Наименование 
фильтра

Filter name

Размер 
пор, нм

Pore size, 
nm

Рабочее 
давление 

для фильтра, 
бар

Filter 
operating 
pressure,

bar

Материал 
мембраны 
фильтра

Filter 
membrane 
material

Тип 
мембраны
Membrane 

type

Площадь 
лабораторно-

го фильтра, 
см2

Laboratory-
scale filter area, 

cm2

Диапазон номи-
нальной 

фильтрующей 
площади, м2

Nominal filtration 
area range, m2

Sartorius 
(Германия/
Germany)

Virosart HC 20 ≤2,00 PES Лист
Flat sheet 5,0 0,0005–2,7000

Virosart HF 20 ≤2,00 PES
Полое
волокно
Hollow fiber

5,0 0,00017–
14,4000

Asahi Kasei 
(Япония/Japan)

Planova BioEx 18 ≤3,40 PVDF
Полое 
волокно
Hollow fiber

10,0 0,0003–4,0000

Planova 20N 19 ≤0,98 RC
Полое 
волокно
Hollow fiber

10,0 0,001–4,000

Pall (США/USA)

Pegasus SV4 20 ≤3,10 PVDF Лист
Flat sheet 9,6 0,00096–

2,25000

Pegasus Prime 20 ≤3,10 PES Лист
Flat sheet 2,8 0,00028–

3,00000

Merck Millipore 
(США/USA) Viresolve Pro 20 ≤2,00 PES Лист

Flat sheet 3,4 0,00034–
1,53000

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

Примечание. PES — полиэфирсульфон; PVDF — поливинилиденфторид; RC — регенерированная целлюлоза.
Note. PES, polyethersulphone; PVDF, polyvinylidene fluoride; RC, regenerated cellulose.
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редукции) в производственный процесс требу-
ется доказательство ее эффективности в редук-
ции вирусных контаминантов из плазмы. План 
валидационных исследований разрабатывают 
после установления производственных параме-
тров процесса, но валидацию выполняют только 
в лабораторных условиях. Для этого проводят 
обратное масштабирование: расчет необходи-
мого объема раствора IgG и количества суспен-
зии, содержащей вирусы, для лабораторных 
модельных экспериментов, исходя из расчета 
нагрузки на 1 м2 фильтра. Параметры обратного 
масштабирования производственного процесса 
для нанофильтров Pegasus  SV4 и Planova  20N 
представлены в таблице 3.

Для проведения валидации вирусной редук-
ции выбрали модельные вирусы с различными 
свойствами. Все вирусы, использованные в экспе-
риментах, представлены в таблице 1. При опти-
мальных параметрах нанофильтрации с комбина-
цией «предфильтр — фильтр» экспериментально 
установили уровень редукции вирусов: ВИЧ-1 — 
от  4,00±0,05 до  4,75±0,04  log10; коронавируса 
свиней — от 4,30±0,04 до 4,55±0,06 log10; парво-

вируса свиней — от 5,12±0,10 до 5,25+0,08 log10; 
энцефаломиокардита мышей  — от  5,38±0,08 
до 5,57±0,04  log10; вируса бычьей диареи — бо-
лее 5,00  log10. Не установлено статистически 
достоверного различия в зависимости уровня 
редукции от марки предфильтров. Графические 
результаты редукции вирусов при нанофиль-
трации для двух комбинаций «предфильтр — 
фильтр» представлены на рисунке 3.

По результатам сравнения физико-химиче-
ских и биологических характеристик IgG после 
нанофильтрации с исходными значениями уста-
новили, что нанофильтрация не влияет на харак-
теристики продукта и все серии имеют сопоста-
вимые качественные характеристики по всем 
физико-химическим и биологическим показате-
лям, включая функцию Fc-фрагмента, антиком-
плементарную активность, содержание спец-
ифических антител. Не выявлено изменений 
в распределении подклассов иммуноглобулинов, 
при этом содержание мономеров и димеров IgG 
для некоторых экспериментов увеличилось 
с  97,3±0,2 до  99,1±0,3%, что свидетельствует 
об удалении олигомеров из продуктов во время 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 2. Пропускная способность исследованных комбинаций предфильтров и нанофильтров. Предфильтр/фильтр/концен-
трация белка в растворе: 1 — Pegasus SV4  (PVDF)/EKX-P (RC)/27,4 г/л; 2 — Planova 20N (RC)/EKX  (RC)/10 г/л; 3 — Planova 
BioEx (PVDF)/EKX-P (RC)/34,5 г/л; 4 — Planova 20N (RC)/Sartopore (PES)/10 г/л; 5 — Planova 20N (RC)/Sartopore (PES)/15 г/л; 
6  — Planova  BioEx  (PVDF)/Sartopore  (PES)/10  г/л; 7  — Virosart  HC  (PES)/Virosart  Max  (PA)/10  г/л; 8  — Virosart  HC  (PES)/
Sartopore  (PES)/10  г/л; 9  — Viresolve  Pro  (PES)/Sartopore  (PES)/10  г/л; 10  — Virosart  HF  (PES)/Sartopore  (PES)/10  г/л; 
11  — Virosart  HC  (PES)/Sartopore  (PES)/27,4  г/л; 12  — Planova  20N  (RC)/Sartopore  (PES)/27,4  г/л; 13  — Viresolve  Pro  (PES)/
Sartopore (PES)/15 г/л; 14 — Planova 20N (RC)/EKX-P (RC)/34,5 г/л; 15 — Pegasus Prime (PES)/Sartopore (PES)/10 г/л. PES — по-
лиэфирсульфон; PVDF — поливинилиденфторид; RC — регенерированная целлюлоза.

Fig. 2. Throughputs of various combinations of prefilters and nanofilters. Рrefilter/filter/protein solution concentration: 1, Pe-
gasus SV4 (PVDF)/EKX-P (RC)/27.4 g/L; 2, Planova 20N (RC)/EKX-P (RC)/10 g/L; 3, Planova BioEx (PVDF)/EKX-P (RC)/34.5 g/L; 
4, Planova  20N  (RC)/Sartopore  (PES)/10  g/L; 5, Planova  20N  (RC)/Sartopore  (PES)/15  g/L; 6, Planova  BioEx  (PVDF)/Sar-
topore (PES)/10 g/L; 7, Virosart HC (PES)/Virosart Max (PA)/10 g/L; 8, Virosart HC (PES)/Sartopore (PES)/10 g/L; 9, Viresolve Pro (PES)/
Sartopore (PES)/10 g/L; 10, Virosart HF (PES)/Sartopore (PES)/10 g/L; 11, Virosart HC (PES)/Sartopore (PES)/27.4 g/L; 12, Plano-
va 20N (RC)/Sartopore (PES)/27.4 g/L; 13, Viresolve Pro (PES)/Sartopore (PES)/15 g/L; 14, Planova 20N (RC)/EKX-P (RC)/34.5 g/L; 
15, Pegasus Prime (PES)/Sartopore (PES)/10 g/L. PES, polyethersulphone; PVDF, polyvinylidene fluoride; RC, regenerated cellulose.
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Таблица 3. Параметры моделирования противовирусной фильтрации для разных нанофильтров в лабораторном и произ-
водственном масштабе
Table 3. Parameters of laboratory-scale and production-scale models of antiviral filtration steps with different nanofilters

Масштаб
Scale

Параметр
Parameter

Площадь 
фильтра

Filter area

Объем 
раствора IgG
IgG solution 

volume

Максимальное 
давление, бар

Maximum 
pressure, bar

Характеристика 
раствора IgG 

(концентрация белка, %) 
IgG solution concentration, %

Время 
фильтрации, ч

Filtration 
time, h

Нанофильтр Planova 20N / Planova 20N nanofilter

Производственный
Production

1 м2

1 m2
До 100 л

Up to 100 L 0,8–0,9

1

8–10

Лабораторный (1:1000)
Laboratory (1:1000)

10 см2

10 cm2
75–85 мл
75–85 mL 0,8–0,9 8–10

Нанофильтр Pegasus SV4 / Pegasus SV4 nanofilter

Производственный
Production

0,25 м2

0.25 m2
20–30 л
20–30 L 2,9–3,1

2,7

4–6

Лабораторный (1:1000)
Laboratory (1:1000)

9,6 см2

9.6 cm2
107–121 мл
107–121 mL 2,9–3,1 4–6

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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Рис. 3. Редукция вирусов при нанофильтрации с  разными комбинациями «предфильтр — фильтр». А  — Planova  20N 
и Sartopore; B — Pegasus SV 40 и EKX-P. Ось ОХ — модельные тест-вирусы, ОY — титр вируса. ТЦИД50 — 50% тканевой цито-
патической инфекционной дозы, ВИЧ-1 — вирус иммунодефицита человека, тип 1, ТГСВ — трансмиссивный гастроэнтерит 
свиней (коронавирус свиней), ПВСВ — парвовирус свиней, ЭМКВ — вирус энцефаломиокардита мышей, ВД–БС КРС — вирус 
диареи — болезни слизистых крупного рогатого скота.

Fig. 3. Virus reduction with nanofiltration using different combinations of filters and prefilters: А, Planova 20N and Sartopore; 
B, Pegasus SV 40 and EKX-P. HIV-1, human immunodeficiency virus type 1; TGEV, porcine transmissible gastroenteritis virus (por-
cine coronavirus); PPV, porcine parvovirus; EMCV, murine encephalomyocarditis virus; BVDV, bovine viral diarrhoea virus; TCID50, 
50% tissue culture infectious dose. The X-axis represents model test-viruses; the Y-axis shows virus titres.

A

B



409

Zubkova N.V., Nikolaeva A.M., Ivanov A.V., Beliakova O.V., Razumikhin M.V., Vinokurova N.V.,  Efimova I.S., Smolyanova T.I., Sakanyan E.I.
Determination of optimum nanofiltration conditions for the manufacturing process of human normal immunoglobulin G...

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2023, V. 23, No. 3–1

противовирусной фильтрации и повышении ка-
чества конечного продукта.

Заключение
Производительность нанофильтрации 

для всех выбранных комбинаций «предфильтр — 
нанофильтр» зависит от концентрации IgG 
в испытуемом растворе. При максимальной про-
пускной способности (6300  г/м2) выход IgG со-
ставил более 95%.

Результаты подтвердили эффективность на-
нофильтрации для удаления вирусов с различ-
ными размерами вириона и физико-химически-
ми характеристиками, включая парвовирус В19 
и другие мелкие безоболочечные вирусы. Уста-
новленный уровень редукции для всех комби-
наций «предфильтр — фильтр» составил более 
4  log10, что соответствует критериям приемле-
мости.

Установлено, что процесс нанофильтрации 
не оказывает влияния на биологические и фи-
зико-химические характеристики иммуногло-
булинов, что подтверждено сравнительными 
исследованиями препарата до и после нано-
фильтрации с использованием методов, реко-
мендуемых Государственной фармакопеей Рос-
сийской Федерации.

Разработанные в лабораторных условиях 
параметры нанофильтрации и выход целевого 
продукта при изучении всех комбинаций иссле-
дованных фильтров не менялись при масштаби-
ровании в производстве и не приводили к изме-
нениям длительности процесса.

Процесс нанофильтрации можно охаракте-
ризовать как высокопроизводительную стадию 
при соблюдении оптимальных условий и эффек-
тивный инструмент для повышения вирусной 
безопасности препаратов иммуноглобулинов.
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Сравнительный анализ показателей 
качества лекарственного препарата 
альбумина человека с измененным 
стабилизирующим составом
М.В. Томилин , Т.В. Короткова, П.А. Логинов

Акционерное общество «Научно-производственное объединение по медицинским 
иммунобиологическим препаратам «Микроген», Филиал в г. Нижний Новгород 
«Нижегородское предприятие по производству бактерийных препаратов ИмБио», 
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 Томилин Михаил Вадимович; m.v.tomilin@microgen.ru

Резюме	 Актуальность. Зарубежные лекарственные препараты альбумина человека, зарегистриро-
ванные в Российской Федерации, отличаются от отечественных главным образом по со-
ставу вспомогательных веществ. Все иностранные препараты альбумина содержат смесь 
вспомогательных веществ — натрия каприлата и N-ацетил-DL-триптофана; отечествен-
ные — только натрия каприлат. Однако стабилизация раствора альбумина натрия капри-
латом в высоких концентрациях приводит к ухудшению его лигандсвязывающих свойств. 
По этой причине, а также для достижения стабильности препаратов при хранении не толь-
ко при температуре от 2 до 8 °C, но и при комнатной температуре, большинство зарубеж-
ных производителей изменили состав препарата альбумина путем снижения содержания 
натрия каприлата и дополнительного введения N-ацетил-DL-триптофана. В связи с этим 
актуальным представляется изучение показателей качества разработанного отечествен-
ного препарата альбумина человека с измененным стабилизирующим составом, содержа-
щим оба указанных компонента.
Цель. Анализ показателей качества препарата альбумина человека с измененным стаби-
лизирующим составом в сравнении с зарубежными лекарственными средствами.
Материалы и методы. Активной фармацевтической субстанцией для получения препара-
та альбумина человека с измененным стабилизирующим составом служила плазма крови 
доноров, соответствующая требованиям Государственной фармакопеи Российской Фе-
дерации XIV изд. (ГФ РФ XIV) ФС.3.3.2.0001.19. Препарат получали методом фракциони-
рования белков плазмы крови. Контроль показателей качества препарата осуществляли 
в соответствии с требованиями ФС.3.3.2.0006.18. Статистическую обработку проводили 
с помощью программы Microsoft Excel в соответствии с ОФС.1.1.0013.15.
Результаты. Показано соответствие показателей качества исследуемого препара-
та установленным требованиям ФС.3.3.2.0006.18. В ходе исследований установлено, 
что изготовленные серии препарата были прозрачными, термостабильными, стерильными 
и апирогенными; имели низкий уровень активатора прекалликреина — менее 1 МЕ/ мл; со-
держание алюминия было в диапазоне от 30,36±10,39 до 50,22±6,94 мкг/л; натрий-иона — 
от 127,44±10,46 до 145,59±7,32 ммоль/л; калий-иона — менее 0,01 ммоль/г; осмолярность — 
более 240 мОсм/л. Препарат содержал от 1,79±0,06 до 2,24±0,20% примесей других белков 
(α- и β-глобулинов); показатель рН был в диапазоне от 6,9 до 7,2; концентрация полимеров 
и агрегатов не превышала 0,5%.
Выводы. По изученным показателям качества препарат альбумина человека с изменен-
ным стабилизирующим составом был сопоставим с зарубежными аналогами и соответ-
ствовал требованиям ГФ РФ XIV и Европейской фармакопеи.

Ключевые слова:	 препарат альбумина человека с измененным стабилизирующим составом; плазма крови; 
натрия каприлат; N-ацетил-DL-триптофан; показатели качества
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Abstract	 Scientific relevance. The national and international human albumin preparations registered in 
the Russian Federation mainly differ in their excipient compositions. While all the international 
preparations of human albumin contain a mixture of sodium caprylate and N-acetyl-DL-trypto-
phan, the Russian ones contain only sodium caprylate. However, albumin stabilisation with so-
dium caprylate at high concentrations affects the ligand-binding properties of albumin. For this 
reason, as well as to achieve storage stability not only at temperatures of 2 °C to 8 °C but also 
at room temperature, most international manufacturers have reduced the sodium caprylate 
content in albumin preparations and added N-acetyl-DL-tryptophan. This demonstrates the 
relevance of studying the quality of a new Russian human albumin preparation with a modified 
stabilising composition, including both sodium caprylate and N-acetyl-DL-tryptophan.
Aim. The study aimed at comparing several quality attributes of the human albumin preparation 
with a modified stabilising composition with those of imported human albumin preparations.
Materials and methods. The human albumin preparation with a modified stabilising composi-
tion was manufactured by fractionation from donor plasma meeting the requirements of mono
graph FS.3.3.2.0001.19 of the State Pharmacopoeia of the Russian Federation edition XIV. The 
quality control was in line with the monograph on human albumin (FS.3.3.2.0006.18), and 
statistical analysis was conducted in Microsoft Excel in accordance with the general chapter on 
statistical analysis (OFS.1.1.0013.15).
Results. The study preparation complied with the requirements specified in monograph 
FS.3.3.2.0006.18. All the manufactured batches were clear, thermostable, sterile, and 
non-pyrogenic. The prekallikrein activator levels were low (below 1 IU/mL). The aluminium 
content varied from 30.36±10.39 µg/L to 50.22±6.94 µg/L. The study preparation contained so-
dium ions at a concentration from 127.44±10.46 mmol/L to 145.59±7.32 mmol/L and less than 
0.01 mmol/g of potassium ions. The osmolarity exceeded 240 mOsm/L. The content of α- and 
β-globulins ranged from 1.79±0.06% to 2.24±0.20%. The study preparation had a pH level of 
6.9 to 7.2. The concentrations of polymers and aggregates did not exceed 0.5%.
Conclusions. The quality attributes studied suggest that the human albumin preparation with 
a modified stabilising composition is comparable to its international counterparts and that it 
meets Russian and European pharmacopoeial standards.
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Введение
Альбумин является одним из наиболее важ-

ных белков плазмы крови человека и играет 
ключевую роль в поддержании коллоидно-
осмотического давления крови [1]. Данный бе-
лок обладает антиоксидантной активностью, 
способностью к связыванию свободных ради-
калов, различных эндогенных и экзогенных 
веществ, таких как липиды, жирные кислоты, 
соли желчных кислот, лекарственные веще-
ства и токсичные соединения [2–4]. В молеку-
ле альбумина содержится большое количество 
реакционноспособных участков (тиоловые, ими-
дазольные, карбоксильные группы, аминогруп-
пы), благодаря чему альбумин легко вступает 
во взаимодействие с различными ионами, про-
дуктами обмена и лекарственными вещества-
ми. Альбумин человека имеет сайты связыва-
ния с ионами металлов, например ионами меди 
и кальция. Таким образом, альбумин является 
важным регулятором межклеточного транспор-
та, а также фармакокинетического поведения 
многих препаратов [1–7]. Все вышеописанные 
свойства обусловливают широкое терапевти-
ческое применение препаратов человеческого 
альбумина [8].

В Российской Федерации зарегистриро-
ван ряд препаратов альбумина человека зару-
бежного производства1, таких как Плазбумин® 
(«Грифолз  Терапьютикс  ЛЛС», США), Альбурекс® 
(«СиЭсЭл Беринг АГ», Швейцария), Альбиомин 20% 
(«Биотест  Фарма  ГмбХ», Германия), Альбуфарм 
(ООО «Далиомфарма», Республика Беларусь). 
Принципиальное отличие иностранных препа-
ратов альбумина от отечественных заключа-
ется в составе вспомогательных веществ. Все 
иностранные препараты альбумина человека 
содержат смесь вспомогательных веществ — на-
трия каприлата и N-ацетил-DL-триптофана; оте-
чественные — только натрия каприлат.

Исследования, посвященные проблеме ста-
билизации раствора альбумина, проводятся 
начиная с периода разработки первого оте-
чественного препарата альбумина человека 
в 1941  г. [8]. С целью предотвращения полиме-
ризации в процессе пастеризации отечествен-

1	 Государственный реестр лекарственных средств. https://grls.rosminzdrav.ru
2	 Revision of requirements applicable to albumin (human), plasma protein fraction (human), and immune globulin (human). 

21 CFR Part 640. Docket No. 98N-0608. Department of Health and Human Services. Food and Drug Administration. Federal 
Register. 2000;65(167). https://www.govinfo.gov/content/pkg/FR-2000-08-28/pdf/00-21897.pdf

3	 01/2020:0255 Human albumin solution. European Pharmacopoeia 11th ed., 2022.
4	 Revision of requirements applicable to albumin (human), plasma protein fraction (human), and immune globulin (human). 

21 CFR Part 640. Docket No. 98N-0608. Department of Health and Human Services. Food and Drug Administration. Federal 
Register. 2000;65(167). https://www.govinfo.gov/content/pkg/FR-2000-08-28/pdf/00-21897.pdf

5	 ФС.3.3.2.0006.18 Альбумин человека. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.

ные производители в качестве стабилизатора 
используют натрия каприлат, при этом для полу-
чения стабильного препарата к раствору альбу-
мина добавляют его в высоких концентрациях, 
что приводит к ухудшению его лигандсвязыва-
ющих свойств.

Следует отметить, что Управлением  по  кон
тролю за качеством продуктов питания 
и лекарственных средств США (Food and Drug 
Administration, FDA)2 были получены данные 
о негативном влиянии натрия каприлата в соста-
ве препарата при применении альбумина у паци-
ентов с заболеваниями печени, почек и других 
органов. По этой причине, а также для дости-
жения стабильности препаратов альбумина 
при хранении при комнатной температуре боль-
шинство зарубежных производителей изменили 
состав препарата альбумина путем снижения 
содержания натрия каприлата, а также за счет 
дополнительного введения N-ацетил-DL-трип
тофана. Такая форма стабилизации препарата 
альбумина человека с использованием вспомо-
гательных веществ соответствует международ-
ным регуляторным требованиям, в частности 
требованиям Европейской фармакопеи3 и FDA4, 
а также описана в Государственной фармако-
пее Российской Федерации XIV изд. (ГФ РФ XIV) 
ФС.3.3.2.0006.185.

На предприятии АО «НПО «Микроген» разра-
ботан лекарственный препарат альбумина чело-
века с измененным стабилизирующим составом, 
который включает натрия каприлат и N-ацетил-
DL-триптофан.

Цель работы — анализ показателей качества 
препарата альбумина человека с измененным 
стабилизирующим составом в сравнении с зару-
бежными лекарственными средствами.

Материалы и методы
Материалы

Исследуемый препарат. Альбумин челове-
ка с измененным стабилизирующим составом 
в виде раствора для инфузий (5, 10, 20%) произ-
водства АО «НПО «Микроген» (Россия). Активной 
фармацевтической субстанцией для получения 

https://grls.rosminzdrav.ru
https://www.govinfo.gov/content/pkg/FR-2000-08-28/pdf/00-21897.pdf
https://www.govinfo.gov/content/pkg/FR-2000-08-28/pdf/00-21897.pdf
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препарата служила плазма крови доноров, со-
ответствующая требованиям ФС.3.3.2.0001.196.

Препараты сравнения:
–– Альбурекс®, 20% раствор для инфузий про-
изводства «СиЭсЭл Беринг АГ» (Швейцария)7, 
серия № Р100160449;

–– Альбумин человеческий, 20% раствор для ин-
фузий производства «Октафарма Фармацев-
тика Продуктионсгес м.б.Х» (Австрия)8, серия 
№ Р026А6861.

Методы
Для изготовления препарата альбумина челове-

ка с измененным стабилизирующим составом при-
меняли метод фракционирования белков плазмы 
крови. На последних стадиях получения препарата 
осуществляли коррекцию физико-химических по-
казателей, введение стабилизатора N-ацетил-DL-
триптофана, пастеризацию, стерилизующую филь-
трацию и розлив раствора альбумина.

Контроль показателей качества готового 
препарата альбумина человека с измененным 

6	 ФС.3.3.2.0001.19 Плазма человека для фракционирования. Государственная фармакопея Российской Федерации. 
ХIV изд.; 2018 (введена взамен «ФС.3.3.2.0001.18 Плазма человека для фракционирования» приказом Министерства 
здравоохранения Российской Федерации № 185 от 29.03.2019 «Об утверждении общей фармакопейной статьи и фарма-
копейной статьи»).

7	 Государственный реестр лекарственных средств. https://grls.minzdrav.gov.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=9792a856-
c938-4b6d-9ce0-0135037ec343

8	 Государственный реестр лекарственных средств. https://grls.minzdrav.gov.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=f5191c1f-
f149-4084-92e8-b30b339444ba

9	 ФС.3.3.2.0006.18 Альбумин человека. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.
10	 ОФС.1.8.2.0001.15 Иммунодиффузия в геле. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
11	 ОФС.1.8.2.0009.15 Определение однородности лекарственных препаратов из сыворотки крови человека и животных ме-

тодом электрофореза на пленках из ацетата целлюлозы. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 2; 2018.

12	 ОФС.1.2.1.0007.15 Прозрачность и степень мутности жидкостей. Государственная фармакопея Российской Федерации. 
XIV изд. Т. 1; 2018.

13	 ОФС.1.2.1.1.0003.15 Спектрофотомерия в ультрафиолетовой и видимой областях. Государственная фармакопея Россий-
ской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.

14	 ОФС.1.2.1.0004.15 Ионометрия. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
15	 ОФС.1.8.2.0010.18 Количественное определение белка колориметрическим методом с биуретовым реактивом в препа-

ратах крови человека и животных. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
16	 ОФС.1.2.1.2.0005.15 Высокоэффективная жидкостная хроматография. Государственная фармакопея Российской Феде-

рации. XIV изд. Т. 1; 2018.
17	 ОФС.1.8.2.0013.18 Определение содержания активатора прекалликреина в лекарственных препаратах из плазмы крови 

человека. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
18	 ОФС.1.2.1.1.0005.18 Атомно-абсорбционная спектрометрия. Государственная фармакопея Российской Федерации. 

XIV изд. Т. 1; 2018.
19	 ОФС.1.2.1.1.0004.15 Атомно-эмиссионная спектрометрия. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 

Т. 1; 2018.
20	 ОФС.1.2.4.0005.15 Пирогенность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
21	 ОФС.1.2.4.0004.15 Аномальная токсичность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
22	 ОФС.1.2.4.0003.15 Стерильность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
23	 ОФС.1.2.1.0003.15 Осмолярность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
24	 ОФС.1.1.0013.15 Статистическая обработка результатов химического эксперимента. Государственная фармакопея Рос-

сийской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.

стабилизирующим составом и зарубежных ана-
логов (Альбурекс®, 20% раствор для инфузий, 
и Альбумин человеческий, 20% раствор для ин-
фузий) осуществляли в соответствии с требова-
ниями ФС.3.3.2.0006.189.

Для анализа препарата альбумина человека 
с измененным стабилизирующим составом ис-
пользовали методы контроля показателей ка-
чества в соответствии с требованиями ГФ РФ 
XIV: ОФС.1.8.2.0001.1510, ОФС.1.8.2.0009.1511, 
ОФС.1.2.1.0007.1512, ОФС.1.2.1.1.0003.1513, 
ОФС.1.2.1.0004.1514, ОФС.1.8.2.0010.1815, 
ОФС.1.2.1.2.0005.1516, ОФС.1.8.2.0013.1817, 
ОФС.1.2.1.1.0005.1818, ОФС.1.2.1.1.0004.1519, 
ОФС.1.2.4.0005.1520, ОФС.1.2.4.0004.1521, 
ОФС.1.2.4.0003.1522, ОФС.1.2.1.0003.1523.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью программы Microsoft Excel в соот-
ветствии с ОФС.1.1.0013.1524. Исследования прово-
дили в трех независимых испытаниях для каждой 
из трех серий лекарственного препарата. В табли-
цах 1 и 2 представлены среднеарифметические 
значения (М) и стандартное отклонение (SD).

https://grls.minzdrav.gov.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=9792a856-c938-4b6d-9ce0-0135037ec343
https://grls.minzdrav.gov.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=9792a856-c938-4b6d-9ce0-0135037ec343
https://grls.minzdrav.gov.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=f5191c1f-f149-4084-92e8-b30b339444ba
https://grls.minzdrav.gov.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=f5191c1f-f149-4084-92e8-b30b339444ba
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Результаты и обсуждение
Были изготовлены по три серии препарата 

альбумина человека с измененным стабилизи-
рующим составом в виде 5, 10 и 20% растворов 
для инфузий в дозировках 50 и 100 мл, содержа-
щих натрия каприлат и N-ацетил-DL-триптофан 
в качестве вспомогательных веществ. Проведе-
на оценка соответствия показателей качества 
требованиям ФС.3.3.2.0006.1825. Результаты ана-
лиза представлены в таблице 1.

Согласно полученным результатам, основные 
характеристики препарата альбумина челове-
ка с измененным стабилизирующим составом 
были следующие: содержание примесей дру-
гих белков (α- и β-глобулинов) — от 1,79±0,06 
до 2,24±0,20%; рН — в диапазоне от 6,9 до 7,2; 
оптическая плотность растворов в тесте на гем-
пигменты — не более 0,02; концентрация поли-
меров и агрегатов — не более 0,5%. Все изго-
товленные серии исследуемого препарата были 
прозрачными, термостабильными, стерильны-
ми и апирогенными; характеризовались низ-
ким уровнем активатора прекалликреина  — 
менее  1 МЕ/ мл; содержание алюминия было 
в диапазоне от 30,36±10,39 до 50,22±6,94 мкг/л; 
содержание натрий-иона — от 127,44±10,46 
до 145,59±7,32 ммоль/л; содержание калий-
иона — менее 0,01 ммоль/г; осмолярность — бо-
лее 240 мОсм/л.

Таким образом, было установлено соответ-
ствие показателей качества препарата альбу-
мина человека с измененным стабилизирующим 
составом требованиям ГФ РФ XIV26. Также было 
продемонстрировано отсутствие отклонений 
в параметрах, регламентирующих контроль 
производства при получении коммерческих 
и экспериментальных серий препарата. Пока-
зана высокая степень сопоставимости показа-
телей исследуемого препарата альбумина че-
ловека, произведенного до и после внесения 
изменений в технологию производства. Изме-
нение технологического процесса не повлияло 
на показатели качества.

В специальной серии экспериментов были 
проведены исследования сопоставимости по-
казателей качества исследуемого препарата 
в сравнении с показателями качества зару-
бежных лекарственных препаратов альбумина 
человека на примере 20% растворов для инфу-
зий (в дозировке 50 мл). Продемонстрировано, 
что показатели качества сравниваемых пре-

25	 ФС.3.3.2.0006.18 Альбумин человека. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.
26	 Там же.
27	 Там же.
28	 01/2020:0255 Human albumin solution. European Pharmacopoeia 11th ed., 2022.

паратов (табл. 2) соответствуют требованиям 
ГФ РФ XIV27 и Европейской фармакопеи28.

Сравниваемые лекарственные препараты 
альбумина человека представляли собой про-
зрачную жидкость желтого цвета, содержали 
белки, свойственные сыворотке крови человека, 
и не содержали белки животного происхожде-
ния; основной белковый компонент соответ-
ствовал альбумину человека. В анализируемых 
препаратах концентрация белка была в диа-
пазоне от 190,97±1,25 до 204,03±1,55 г/л; со-
держание натрия каприлата — от 2,40±0,01 
до 2,64±0,11  г/л, а N-ацетил-DL-триптофана — 
от 3,59±0,02 до 3,95±0,05 г/л; оптическая плот-
ность растворов в тесте на гемпигменты/гем 
не превышала 0,03±0,01; показатель рН был 
в диапазоне от 6,96 до 7,10; содержание по-
лимеров и агрегатов — менее 5,0%. Все серии 
сравниваемых препаратов альбумина человека 
были стерильными, нетоксичными и апироген-
ными; после прогрева в течение 50 ч при тем-
пературе 56±1  °C оставались без изменений; 
имели низкий уровень активатора прекалликре-
ина — менее 1 МЕ/мл; содержание алюминия 
было в диапазоне от 13,29±0,21 до 39,20±0,30 
мкг/л; содержание натрий-иона — от 124,24±7,56 
до 139,12±0,77  ммоль/л; содержание калий-ио-
на — менее 0,01 ммоль/г; осмолярность — более 
240 мОсм/л.

Таким образом, препарат альбумина челове-
ка с измененным стабилизирующим составом 
был сопоставим с зарубежными препаратами 
альбумина человека по изученным показателям 
качества.

Заключение
Все исследованные серии препарата альбу-

мина человека с измененным стабилизирующим 
составом были прозрачными, термостабиль-
ными, стерильными и апирогенными; имели 
низкий уровень активатора прекалликреи-
на (менее  1 МЕ/мл); содержание натрий-иона 
было менее 160 ммоль/л; калий-иона — менее 
0,01 ммоль/г; осмолярность — более 240 мОсм/л. 
Содержание примесей других белков (α- и β-гло-
булинов) в препарате было менее 2,5%; рН — 
в диапазоне от 6,9 до 7,2; концентрация полиме-
ров и агрегатов не превышала 0,5%.

Разработанная новая биотехнологическая 
схема позволила получить препарат альбуми-
на с введением дополнительного стабилизатора 
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N-ацетил-DL-триптофана. Изготовленные серии 
препарата альбумина человека с измененным 
стабилизирующим составом в виде растворов 
для инфузий (5, 10 и 20%) по изученным показате-
лям качества были сопоставимы со сравниваемыми 
зарубежными лекарственными препаратами аль-
бумина человека и соответствовали требованиям 

Государственной фармакопеи Российской Федера-
ции и Европейской фармакопеи. В разработанном 
отечественном препарате альбумина человека, со-
держащем натрия каприлат и N-ацетил-DL-трипто-
фан, обеспечиваются показатели стабильности 
раствора альбумина при транспортировке и хра-
нении при температуре не выше 25 °C.
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Изучение свойств комплексного 
биопрепарата с антибактериальной 
и пробиотической активностью
В.А. Несчисляев, Е.Г. Шилова , А.М. Николаева, Е.В. Орлова

Пермское научно-производственное объединение «Биомед», филиал Акционерного общества 
«Научно-производственное объединение по медицинским иммунобиологическим препаратам 
«Микроген», ул. Братская, д. 177, Пермь, 614089, Российская Федерация

 Шилова Екатерина Геннадьевна; eket1981@mail.ru

Резюме	 Актуальность. Проблема антибиотикорезистентности микроорганизмов приобрела гло-
бальное общемировое значение, что определяет необходимость поиска альтернатив-
ных антибактериальных средств для лечения инфекционных заболеваний, включая бо-
лее широкое использование биотехнологических препаратов на основе бактериофагов 
и пробиотиков, в том числе метаболитного типа. Совокупность бактериотропных (антими-
кробных и пробиотических) свойств композиций на основе бактериофагов и метаболитов 
пробиотических бактерий позволяет предполагать наличие качественно нового, соче-
танного антибактериального действия, а также эффективность подобных биопрепаратов 
в отношении антибиотикорезистентных форм микроорганизмов.
Цель. Исследование свойств комплексного биопрепарата с антибактериальной и пробио-
тической активностью.
Материалы и методы. Разработанный комплексный биопрепарат включает в себя про-
биотик на основе экзометаболитов лактобактерий и комплексный бактериофаг. Оценку 
антимикробной активности комплексного биопрепарата проводили при помощи ме-
тода Аппельмана, диско-диффузионного метода в отношении газонных культур  — го-
мологичных комплексному бактериофагу (Staphylococcus spp., Pseudomonas  aeruginosa, 
Escherichia coli, Proteus spp., Enterococcus spp., Salmonella spp., Shigella spp.) и негомологич-
ных (Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Yersinia  enterocolitica), а также в тесте 
ингибирования биолюминесценции генномодифицированного индикаторного штамма 
Escherichia coli lum+. Использовали штаммы бактерий, полученные за 2019–2022 гг. из бак-
териологических лабораторий лечебных учреждений Пермского края (микроорганизмы 
выделены из различного клинического материала и биотопов). Пробиотическую актив-
ность оценивали по стимулирующему действию на модельные микроорганизмы нормо-
флоры.
Результаты. Комплексный биопрепарат продемонстрировал высокую специфическую 
антимикробную активность (показатель титра по Аппельману — 10–6,6±0,01), которая была 
сопоставима с показателем бактериофага (10–6,9±0,01), входящего в состав биопрепарата. 
Исследование диско-диффузионным методом показало, что комплексный биопрепарат 
обладает более выраженным, чем отдельные его компоненты, антибактериальным дей-
ствием на все тест-штаммы. Показатель оптической плотности тестовых культур отли-
чался от контрольных значений: для Lactobacillus  plantarum  8P-А  —  превышал в 2  раза, 
для Bifidobacterium bifidum 1 — в 1,5 раза, что подтверждает предположение о стимулиру-
ющем эффекте комплексного биопрепарата в отношении микроорганизмов нормофлоры. 
Полученные результаты свидетельствуют о совместимости фагового и пробиотического 
компонентов комплексного биопрепарата, а также о высоком уровне его антимикробной 
активности.
Выводы. Разработанный комплексный биопрепарат обладает высокой антимикробной 
активностью  (специфической и неспецифической), проявляющейся в подавлении роста 
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бактериальных клеток патогенных культур, не ингибируя при этом нормальную микро-
флору. Новый комплексный биопрепарат позволит расширить ассортимент препаратов 
с пробиотическим и антибактериальным действием, в том числе в отношении антибиоти-
корезистентных форм микроорганизмов.

Ключевые слова:	 антибиотикорезистентность; пробиотики метаболитного типа; бактериофаги и пробиоти-
ки; бактериотропные свойства; антибактериальное и пробиотическое действие; коррек-
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Abstract	 Scientific relevance. The issue of antimicrobial resistance has acquired global significance, urg-
ing the search for and use of alternative antibacterial agents to treat infectious diseases. In par-
ticular, this situation prompts wider use of biotechnology-derived medicinal products based 
on bacteriophages and probiotics, including those of the metabolite type. The bacteriotropic 
(antimicrobial and probiotic) properties of pharmaceutical compositions based on bacterio-
phages and metabolites of probiotic bacteria suggest a qualitatively new combined antibacte-
rial effect, as well as effectiveness against microorganisms resistant to antibiotics.
Aim. The authors aimed to study the properties of a combined biological product with antibac-
terial and probiotic effects.
Materials and methods. The study focused on a combined biological product consisting 
of  a  probiotic agent based on Lactobacillus exometabolites and a complex bacteriophage. 
The antimicrobial activity evaluation involved the Appelmans method, a disc diffusion method 
using lawn cultures homologous (Staphylococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, 
Proteus spp., Enterococcus spp., Salmonella spp., and Shigella spp.) and non-homologous 
(Acinetobacter  baumannii, Klebsiella  pneumoniae, and Yersinia  enterocolitica) to the complex 
bacteriophage, and a bioluminescence inhibition test using the genetically modified indi-
cator strain E. coli lum+. The study used bacterial strains isolated from various clinical sam-
ples and biotopes in bacteriological laboratories of healthcare institutions in the Perm Ter-
ritory in 2019–2022. The probiotic activity was assessed by the stimulating effect on model 
microorganisms of the normal flora.
Results. The Appelmans method showed that the combined biological product had high antimi-
crobial activity against microorganisms homologous to the complex bacteriophage. The titres 
calculated for the combined biological product and its complex bacteriophage component were 
comparable and amounted to 10–6.6±0.01 and 10–6.9±0.01, respectively. The disc diffusion method 
demonstrated that the combined biological product had a more pronounced antibacterial ef-
fect on all tested strains than its individual components. The optical density values obtained 
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with the combined biological product were 1.5 and 2 times higher than the values observed 
with control samples in Bifidobacterium bifidum 1 and Lactobacillus plantarum 8P-А3 cultures, 
respectively, which demonstrated the stimulating effect of the product on the normal flora. 
The study results suggest the compatibility of the phage and probiotic components of the com-
bined biological product, as well as its high antimicrobial activity.
Conclusions. The novel combined biological product has high specific and non-specific an-
timicrobial activity, which consists in the inhibition of pathogenic bacteria growth without 
affecting the normal flora. The combined biological product broadens the range of medicinal 
products having probiotic and antibacterial effects, particularly on microorganisms resistant 
to antibiotics.

Key words:	 antibiotic resistance; metabolite type probiotics; bacteriophages and probiotics; bacteriotropic 
properties; antibacterial and probiotic effects; correction of dysbiosis; novel combined biolog-
ical product
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Введение
В настоящее время сегмент антибактериаль-

ных средств фармацевтического рынка Россий-
ской Федерации представлен широким спек-
тром антибиотиков с преобладанием импортных 
лекарственных препаратов. Однако, несмотря 
на их разнообразие, российское здравоохра-
нение испытывает большой дефицит в эффек-
тивных антимикробных средствах. Связано это 
в первую очередь с широким распространением 
антибиотикорезистентности, вызванной бескон-
трольным и нерациональным использованием 
антибиотиков, а также ограничением их приме-
нения в медицинской практике из-за множества 
неблагоприятных побочных эффектов, в том 
числе дисбиозов различной локализации [1]. 
Дисбиотические состояния организма, в свою 
очередь, способствуют нарушению иммунного 
статуса и, как следствие, развитию заболеваний 
различной этиологии.

В поиске эффективных средств борьбы с ра-
стущей бактериальной резистентностью к ан-
тибиотикам вызывает особый интерес терапев-
тический потенциал композиций на основе 
бактериофагов и пробиотиков.

Основные достоинства препаратов бак-
териофагов  — высокая терапевтическая эф-
фективность в отношении патогенных микро-
организмов, связанная со специфичностью 
антимикробного действия. Важно, что при этом 
такие биопрепараты не оказывают негативного 
действия на нормальную микрофлору организ-
ма и обладают иммуностимулирующими свой-
ствами [2].

В группе пробиотиков в настоящее время 
наиболее перспективными признаны средства 
на основе биологически активных экзомета-
болитов бактерий, имеющие ряд преимуществ 
по сравнению с традиционными клеточными 
препаратами. Пробиотики метаболитного типа 
характеризуются выраженной антагонистиче-
ской активностью в отношении патогенных ми-
кроорганизмов, т. е. способствуют иммуномоду-
лирующему эффекту [3, 4].

С учетом актуальности проблемы был разра-
ботан и создан комплексный биопрепарат, соче-
тающий антибактериальную и пробиотическую 
активность, для терапии заболеваний, вызван-
ных патогенными и условно-патогенными ми-
кроорганизмами.

Цель работы — исследование свойств ком-
плексного биопрепарата с антибактериальной 
и пробиотической активностью.

Задачи исследования:
–– изучить антимикробное действие (специфиче-
ское и неспецифическое) комплексного био-
препарата;

–– исследовать его пробиотическое воздействие;
–– изучить антагонистические свойства комплекс-
ного биопрепарата в тесте ингибирования 
биолюминесценции индикаторного генномо-
дифицированного штамма Escherichia coli lum+.

Материалы и методы
Объекты исследования: комплексный биопре-

парат с антибактериальной и пробиотической ак-
тивностью (АО «НПО «Микроген», Россия), а так-
же две его составляющие: экзометаболитный 
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комплекс культуральной жидкости пробиотиче-
ской культуры Lactobacillus plantarum 8P-А3 [5, 6], 
полученный при помощи ультрафильтрации 
(экспериментальный биопрепарат «Микростим», 
Пермское НПО «Биомед», филиал АО «НПО «Ми-
кроген», Россия), и  смесь очищенных стериль-
ных фильтратов фаголизатов различных бакте-
рий (лекарственный препарат, Пермское НПО 
«Биомед», филиал АО «НПО «Микроген», Россия): 
Shigella flexneri (серовары 1, 2, 3, 4, 6), Sh. sonnei, 
Salmonella paratyphi A, S. paratyphi B, S. typhimurium, 
S. infantis, S. choleraesuis, S. oranienburg, S. enteritidis, 
энтеропатогенной Escherichia  coli различных се-
рогрупп, Proteus vulgaris, P. mirabilis, Enterococcus, 
Staphylococcus, Pseudomonas  aeruginosa. Соотно-
шение экзометаболитного комплекса и бакте-
риофага составило 1:9. В работе использова-
ли штаммы бактерий, полученные за период 
2019–2022 гг. из бактериологических лабора-
торий лечебных учреждений Пермского края. 
Микроорганизмы были выделены из различного 
клинического материала и биотопов.

Специфическую антимикробную активность 
оценивали по методу Аппельмана1 (выражали 
в отрицательной степени десятичного разве-
дения), а также диско-диффузионным методом2 
на питательном агаре Мартена в чашке Петри 
с использованием газонных культур: бактерии, 
гомологичные бактериофагам, входящим в со-
став комплексного бактериофага (Staphylococcus 
spp., P.  aeruginosa, E.  coli, Proteus spp., 
Enterococcus spp., Salmonella spp., Shigella spp.), 
а также негомологичные (Acinetobacter baumannii, 
Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterocolitica).

Газоны бактерий готовили не менее чем с тре-
мя штаммами для каждой культуры. Диски пред-
варительно пропитывали соответствующими 
образцами комплексного биопрепарата и его 
компонентов. Диффузия биопрепарата в агар 
приводила к формированию зоны подавления 
роста тест-культуры вокруг дисков. Степень ан-
тимикробной активности оценивали по диаме-
тру зоны ингибирования роста тест-штамма.

Антагонистическую активность исследуемых 
препаратов определяли в тесте ингибирования 
биолюминесценции генномодифицированного 
индикаторного штамма E.  coli  lum+ [7]. К 0,5 мл 
исследуемого препарата добавляли 0,5 мл бакте-
риальной суспензии тест-штамма и выдерживали 
при температуре 22±2 °С в течение 24 ч. В качестве 
контроля использовали бактериальную суспен-
зию индикаторной культуры в стерильном физио-
логическом растворе; в качестве препарата срав-

1	 ОФС.1.7.1.0002.15 Бактериофаги. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. М.; 2023.
2	 МУК 4.2.1890-04. Определение чувствительности микроорганизмов к антибактериальным препаратам.

нения — нативный экзометаболитный комплекс 
пробиотической культуры L. plantarum 8P-А3. При-
менение данного препарата обусловлено его из-
вестным воздействием на индикаторный штамм. 
Для оценки динамики свечения проводили заме-
ры в течение 14 ч с интервалом в 2 ч при помощи 
люминометра «Биотокс-10 М» (ООО  «НТЦ  «Эко-
логическая Перспектива», Россия). Результат 
выражали количественно  — в виде индекса ан-
тибактериальной активности (ИАА), численно 
равного относительному (%) изменению свечения 
тест-штамма. Это безразмерная величина, рас-
считываемая по формуле:

 
ИАА�=� × 100

Iк�–�Iо

Iо
 , (1)

где Iк и Iо — интенсивность свечения контро-
ля и опыта соответственно (при фиксирован-
ном времени экспозиции исследуемой пробы 
с тест-объектом).

Пробиотическую активность комплексного 
биопрепарата и его составляющих оцени-
вали в отношении модельных микроор-
ганизмов нормофлоры, включая штаммы 
Bifidobacterium bifidum 1 и L. plantarum 8P-А3, в экс-
перименте культивирования клеток. Для опреде-
ления влияния исследуемых препаратов на рост 
клеток в 0,5% стерильный раствор глюкозы (24 мл) 
вносили 3 мл исследуемого образца и такой же 
объем жидкой культуры лакто- или бифидобак-
терий, предварительно подготовленной путем 
регидратации препарата «Лактобактерин сухой» 
или «Бифидумбактерин сухой» (АО  «НПО  «Ми-
кроген», Россия) в 5 мл 0,9% стерильного раство-
ра натрия хлорида. Полученный комплекс выдер-
живали в термостате при температуре 37±1 °С 
в течение 48 ч. В качестве контроля вместо пре-
парата использовали физиологический раствор 
в аналогичном объеме.

Рост бактериальных культур оценивали по из-
менению показателя оптической плотности (ОD) 
тестовых культур на спектрофотометре UV-2700 
Shimadzu 50061-12 (Япония) в кювете, толщина 
слоя культуры — 3 мм, длина волны — 540 нм. 
Уровень стимуляции роста бактериальных куль-
тур выражали с помощью коэффициента стиму-
ляции роста (КС роста) по показателям оптиче-
ской плотности:

	 КСроста = ОDО.кон – ОDО.нач / ОDК.кон – ОDК.нач ,	 (2)

где ОDО.кон  — усредненный конечный показа-
тель оптической плотности тестовых культур 
в опытной пробе; ОDО.нач — усредненный началь-
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ный показатель оптической плотности тестовых 
культур в опытной пробе; ОDК.кон  — усреднен-
ный конечный показатель оптической плот-
ности тестовых культур в контрольной пробе, 
ОDК. нач  — усредненный начальный показатель 
оптической плотности тестовых культур в кон-
трольной пробе.

Полученные результаты обрабатывали  при 
помощи методов вариационной статистики с ис-
пользованием программы Microsoft Exсel, рас-
считывая среднее арифметическое и стандарт-
ную ошибку.

Результаты и обсуждение
На начальном этапе работы исследовали 

специфическую антимикробную активность 
комплексного биопрепарата и его составляю-
щих в отношении гомологичных комплексному 
бактериофагу штаммов методом Аппельмана. 
Показатель специфической антимикробной ак-
тивности (среднее значение титра по препарату) 
исследуемых материалов:

комплексный препарат — 10–6,6±0,01;
комплексный бактериофаг — 10–6,9±0,01;
экзометаболитный пробиотик — менее 10–1,0±0,00.
Выявлено, что показатели специфической ак-

тивности комплексного биопрепарата и входя-
щего в его состав поликомпонентного бактери-
офага сопоставимы. Показатель специфической 
антимикробной активности комплексного био-
препарата по значению титра составил 10–6,6±0,01, 
что свидетельствует о сохранении данной ак-

тивности на высоком уровне, а также, что нема-
ловажно, о  совместимости фагового и  пробио-
тического компонентов биопрепарата.

Результаты исследований специфической 
антимикробной активности диско-диффузион-
ным методом наглядно продемонстрировали, 
что комплексный биопрепарат обладает более 
выраженным антибактериальным действием 
по сравнению с бактериофагом и экзометаболи-
тами пробиотической культуры (табл. 1). Степень 
антимикробной активности оценивали по диа-
метру зоны ингибирования роста тест-штамма.

При анализе результатов исследований спец-
ифической антимикробной активности дис-
ко-диффузионным методом (табл. 1) наиболее 
высокие показатели выявлены у комплексного 
препарата. При этом наибольшая зона ингибиро-
вания бактериального роста отмечена для кли-
нических штаммов Shigella  spp. (19,4±0,1 мм), 
P.  aerugenosa (18,9±0,4 мм) и Staphilococcus spp. 
(18,7±0,1 мм). При использовании в эксперимен-
те поликомпонентного бактериофага зона инги-
бирования роста оказалась меньше: для выше-
указанных представителей грамположительных 
аэробных кокков рода Salmonella (группы А–D) — 
14,9±1,5 мм, для грамотрицательных палочко-
видных бактерий Shigella  spp.  — 15,8±1,1 мм, 
для представителей Pseudomonas aeruginosa  — 
15,3±1,5 мм.

Подтверждено, что важно, влияние комплекс-
ного биопрепарата на негомологичные ком-
плексному бактериофагу штаммы: K. pneumoniae, 

Таблица 1. Специфическое антимикробное действие исследуемого комплексного биопрепарата и его компонентов (дис-
ко-диффузионный метод)
Table 1. Specific antimicrobial activity of the combined biological product (disk diffusion method)

Бактериальные тест-культуры
Bacterial test cultures

Зона ингибирования роста бактерий, мм
Growth inhibition zone, mm

Экзометаболитный пробиотик
Exometabolite probiotic

Комплексный бактериофаг
Complex bacteriophage

Комплексный биопрепарат
Combined biological product

Staphylococcus spp. 6,3±0,2 14,9±1,0 18,7±0,1

Pseudomonas aerugenosa 6,7±0,2 15,3±1,5 18,9±0,4

Escherichia coli 6,6±0,2 15,1±1,3 18,6±0,2

Proteus spp. 6,5±0,2 15,0±1,0 18,5±0,3

Enterococcus spp. 6,7±0,2 15,2±1,1 18,6±0,2

Salmonella (группы А–D /
Groups A–D)

6,3±0,2 14,9±1,5 18,6±0,2

Shigella spp. 6,7±0,2 15,8±1,1 19,4±0,1

Среднее значение
Mean

6,6±0,2 15,2±1,2 18,8±0,2

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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Y. enterocolitica и Acinetobacter baumannii (табл. 2). 
Из представленных в таблице 2 данных вид-
но, что комплексный препарат также облада-
ет достоверно более высокой (по сравнению 
с экзометаболитами пробиотической культуры 
L.  plantarum  8P-А3) антибактериальной актив-
ностью, не связанной со специфичностью ком-
плексного бактериофага.

На следующем этапе работы оценивали влия-
ние комплексного биопрепарата на накопление 
биомассы (рост) представителей нормофлоры 
(табл. 3).

Данные по культивированию микроорганиз-
мов нормофлоры (B. bifidum 1, L. plantarum 8P-А3) 
показали, что данные бактерии способны к ро-

сту в присутствии всех исследуемых препара-
тов. Более выраженный рост наблюдался в про-
цессе культивирования бактерий с добавлением 
в питательную среду экзометаболитов пробио-
тической культуры L.  plantarum  8P-А3. В опы-
тах с комплексным бактериофагом оптическая 
плотность культуры бактерий была значи-
тельно ниже. Однако после инкубации культур 
L. plantarum 8P-А3 и B. bifidum 1 с добавлением 
комплексного биопрепарата показатель приро-
ста оптической плотности тестовых культур ста-
тистически отличался от контрольных значений 
и превышал контрольный показатель в 2 раза 
для L. plantarum 8P-А3 и в 1,5 раза для B. bifidum 1, 

Таблица 2. Неспецифическое антибактериальное действие комплексного биопрепарата (ингибирование бактериального роста)
Table 2. Non-specific antimicrobial activity of the combined biological product (bacterial growth inhibition)

Бактериальные тест-культуры
Bacterial test cultures

Среднее значение зоны ингибирования, мм
Mean inhibition zone, mm

Экзометаболитный пробиотик
Exometabolite probiotic

Комплексный бактериофаг
Complex bacteriophage

Комплексный биопрепарат
Combined biological product

Klebsiella pneumoniae 6,5±0,2

Отсутствие зоны 
ингибирования

No zone of inhibition

7,1±0,2

Yersinia enterocolitica 6,5±0,2 7,1±0,2

Acinetobacter baumannii 6,5±0,2 7,1±0,2

Среднее значение
Mean 6,5±0,2 7,1±0,2

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

Таблица 3. Влияние комплексного биопрепарата на накопление биомассы пробиотических культур (тест ингибирования 
биолюминесценции)
Table 3. Influence of the combined biological product on probiotic biomass accumulation (bioluminescence inhibition assay)

Исследуемый материал
Test sample

Изменение оптической плотности (ОD, λ=540 нм)
Optical density changes (ОD, λ=540 nm)

Lactobacillus plantarum 8P-А3 Bifidobacterium bifidum 1

Опыт/Контроль
Test/Control

КСроста
SFgrowth

Опыт/Контроль
Test/Control

КСроста
SFgrowth

Комплексный биопрепарат
Combined biological product

0,190±0,02 / 
0,085±0,02

2,23
0,140±0,02 /  
0,093±0,01

1,50

Комплексный бактериофаг
Complex bacteriophage

0,102±0,01 / 
0,085±0,02

1,20
0,097±0,02 /  
0,093±0,01

1,04

Экзометаболитный пробиотик
Exometabolite probiotic

0,230±0,02 / 
0,085±0,02

2,70
0,182±0,02 /  
0,093±0,01

1,95

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

Примечание. КСроста — коэффициент стимуляции роста бактериальных культур (по показателям оптической плотности).
Note. SFgrowth, bacterial growth stimulation factor (based on optical density values).
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что свидетельствовало о стимулировании роста 
нормофлоры в этих вариантах опыта.

Вызывает интерес исследование всей сово-
купности антагонистических свойств, помимо 
специфических, данного комплексного биопре-
парата. Провести экспрессную и количествен-
ную оценку данных параметров позволяет тест 
ингибирования клеточной биолюминесценции 
(рис. 1) [8].

Исследования антагонистической активности 
препаратов в отношении модельного тест-штам-
ма энтеробактерий показали, что все образцы 
обладают значительным ингибированием био-
люминесценции E. coli lum+. Нативный экзоме-
таболитный комплекс (рис. 1, прямая 4) с пер-
вых часов экспозиции максимально подавлял 
свечение тест-штамма. Образец, разведенный 
до уровня содержания экзометаболитов в ком-
плексном препарате (рис. 1, кривая 3), стабильно 
ингибировал свечение E. coli lum+ на протяже-
нии всего времени экспозиции: угнетение свече-
ния — 70%.

Комплексный биопрепарат (рис. 1, кривая 1) 
и комплексный бактериофаг (рис. 1, кривая 2) 
проявляли схожую динамику ингибирования 
свечения, которая характеризовалась постепен-
ным увеличением ИАА, максимум которого (уг-
нетение свечения — 99,98 и 99,99%) наблюдали 
к 8 и 14 ч экспозиции соответственно. О соче-
танном эффекте комплексного биопрепарата 
свидетельствовали следующие показатели: бо-
лее ранний выход на максимальный уровень по-
давления свечения по сравнению с бактериофа-
гом, а также более выраженное антимикробное 

действие по сравнению с разведенным экзоме-
таболитным комплексом.

Комплексный биопрепарат в большей степе-
ни угнетал свечение E. сoli lum+ в первые часы 
эксперимента, его показатели превосходили 
практически в 5 раз таковые для комплексного 
бактериофага, очевидно, за счет экзометаболит-
ной составляющей. Последующее увеличение 
ИАА комплексного бактериофага обусловлено 
воздействием специфических фаголизатов эн-
теробактерий, входящих в состав бактериофага.

Заключение
Анализ результатов показал, что комплекс-

ный биопрепарат, включающий в себя пробио-
тик на основе экзометаболитов лактобактерий 
и комплексный бактериофаг, обладает высокой 
антимикробной активностью, проявляющей-
ся в инактивировании бактериальных клеток 
патогенных культур (подавление их роста), 
при отсутствии ингибирующего действия в от-
ношении микроорганизмов нормофлоры. Ан-
тибактериальное действие комплексного пре-
парата наблюдалось в отношении штаммов 
бактерий, как гомологичных, так и не гомоло-
гичных комплексному бактериофагу, что свиде-
тельствует о его более высоком антибактери-
альном потенциале.

Разработанный комплексный биопрепарат 
с сочетанным антибактериальным и пробиоти-
ческим действием способен эффективно попол-
нить пул биотехнологических препаратов, пред-
ставленных на российском фармацевтическом 
рынке.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Неспецифическая антимикробная активность (в тесте ингибирования биолюминесценции индикаторного штамма 
Escherichia coli lum+): 1 — комплексный биопрепарат; 2 — комплексный бактериофаг; 3 — экзометаболиты пробиотической 
культуры Lactobacillus plantarum 8P-А3 (в разведении 1:9); 4 — нативный экзометаболитный комплекс пробиотической куль-
туры L. plantarum 8P-А3.

Fig. 1. Non-specific antimicrobial activity (bioluminescence inhibition assay using the indicator strain Escherichia coli lum+): 1, com-
bined biological product; 2, complex bacteriophage; 3, exometabolites of the Lactobacillus  plantarum  8P-А3 probiotic culture 
(1:9 dilution); 4, intact exometabolite complex of the L. plantarum 8P-А3 probiotic culture.
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 Лазарев Сергей Александрович; lazarevsr1@gmail.com

Резюме	 Актуальность. Перспективные средства для коррекции дисбиоза — метабиотики, препа-
раты на основе метаболитов пробиотических микроорганизмов. В опытах in vitro бактерии 
Bacillus subtilis (штаммы 3H и 1719) в процессе культивирования синтезируют метаболиты, 
обладающие пробиотическими свойствами. Представляет интерес исследование влияния 
данных метаболитов in vivo на мукозную микробиоту толстого кишечника в условиях экс-
периментального дисбиоза  (у мышей) и оценка возможности их применения в качестве 
метабиотиков в медицине.
Цель. Изучить пробиотическую активность метаболитов бактерий B. subtilis 3H и B. subtilis 
1719 в сравнении с показателями коммерческого метабиотика при антибиотик-ассоцииро-
ванном дисбиозе у мышей.
Материалы и методы. Работа проводилась на мышах линии BALB/c, массой 18–20 г. Экс-
периментальный дисбиоз моделировали при помощи внутрибрюшинного введения ген-
тамицина. Для коррекции развившихся нарушений животным опытных групп в течение 
21  сут интрагастрально вводили метаболиты штаммов B.  subtilis, иммобилизованные 
на сорбенте, а в группе сравнения — коммерческий метабиотик, содержащий метаболиты 
штамма B. subtilis ВКПМ № В-2335(3)3. Мукозную микробиоту толстого кишечника мышей 
качественно и количественно оценивали посредством бактериологического метода. Вы-
росшие колонии микроорганизмов идентифицировали при помощи масс-спектрометрии 
MALDI-TOF.
Результаты. Экспериментальный антибиотик-ассоциированный дисбиоз толстого кишеч-
ника мышей проявился в снижении количества доминантной микробиоты и росте услов-
но-патогенных микроорганизмов. Введение исследуемых метаболитов в течение 7  сут 
привело во всех опытных группах к нормализации содержания бактерий Lactobacillus; 
наилучшие показатели выявлены у животных, которым вводили штамм B. subtilis 3H, видо-
вой состав лактобацилл соответствовал интактным мышам. Восстановление содержания 
лактозопозитивной кишечной палочки (E. coli lac+) достигло  100%. После 21  сут приме-
нения метаболитов B. subtilis 3H зафиксирована элиминация бактерий Rodentibacter spp., 
Aerococcus spp., грибов Trichosporon spp., Kazachstania spp. Метаболиты штамма B. subtilis 1719 
способствовали элиминации грибов Trichosporon  spp., однако не влияли на количе-
ство Kazachstania  spp. При введении коммерческого метабиотика выявлена элиминация 
Enterococcus spp., Kazachstania spp. и Trichosporon spp., при этом не отмечено воздействия 
на Rodentibacter spp. и Aerococcus spp.
Выводы. Метаболиты штаммов B.  subtilis 3H и 1719 способствовали восстановлению ка-
чественного и количественного состава микробиоценоза толстого кишечника в услови-
ях антибиотик-ассоциированного дисбиоза у мышей. Выявленные различия в процессах 
нормализации микробиоценоза в разных группах животных указывают на вариативность 
специфической активности бактерий B. subtilis.
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Probiotic activity of Bacillus subtilis metabolites 
in experimentally induced dysbiosis in mice
Sergei A. Lazarev , Nune O. Vartanova, Alexander V. Poddubikov, 
Natalia A. Mikhailova

I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, 5А Maly Kazenny Ln., Moscow 105064, 
Russian Federation

 Sergei A. Lazarev; lazarevsr1@gmail.com

Abstract	 Scientific relevance. A promising option for dysbiosis correction is the use of metabiotics, pro
ducts based on metabolites of probiotic microorganisms. During fermentation, Bacillus subtilis 
bacteria (strains 3H and 1719) produce metabolites that exhibit probiotic properties in vitro. 
These observations in vitro motivate an  in vivo investigation of B. subtilis metabolite effects 
on colonic mucosal microbiota in mice in experimentally induced dysbiosis and an assessment 
of the potential of B. subtilis metabolites as metabiotics.
Aim. The authors aimed to compare the probiotic activity of B. subtilis 3H and B. subtilis 1719 
metabolites and a commercial metabiotic in antibiotic-induced dysbiosis in mice.
Materials and methods. The authors induced experimental dysbiosis in BALB/c mice weighing 
18–20 g by intraperitoneal injection of gentamicin. For subsequent correction, the test groups 
received sorbent-bound B. subtilis metabolites, and the comparison group received a commer-
cial metabiotic containing B. subtilis metabolites (VKPM B-2335(3)3) via intragastric injection 
for 21 days. The quantitative and qualitative analysis of colonic mucosal microbiota included 
microbial culturing and colony identification by MALDI-TOF mass spectrometry.
Results. Antibiotic-induced colonic dysbiosis in mice manifested itself as a decrease in the domi
nant microbiota and an increase in opportunistic pathogens. After 7 days of metabolite admini
stration, the Lactobacillus population returned to normal in all treatment groups. The mice that 
received B. subtilis 3H metabolites showed the best results: their Lactobacillus spp. composition 
corresponded to that of intact animals. The content of Lac+ Escherichia coli returned to 100% 
in all treatment groups. After 21  days of metabolite administration, the  authors observed 
the elimination of bacteria (Rodentibacter spp., Aerococcus spp.) and fungi (Trichosporon spp., 
Kazachstania spp.) in the B. subtilis 3H group; Trichosporon spp. (no effect on Kazachstania spp.) 
in  the  B.  subtilis  1719 group; and Enterococcus  spp., Kazachstania  spp., and Trichosporon  spp. 
(no effect on Rodentibacter spp. and Aerococcus spp.) in the commercial metabiotic group.
Conclusions. Metabolites of B.  subtilis strains 3H and 1719 help to restore the diversity and 
abundance of colonic microbiota in antibiotic-induced dysbiosis. The  differences observed 
in microbiota re-establishment in the treatment groups indicate that there is interstrain vari
ability in the probiotic activity of B. subtilis metabolites.

Key words:	 Bacillus subtilis 3H; Bacillus subtilis 1719; B. subtilis metabolites; antibiotic-induced dysbiosis; 
dysbiosis correction; intestinal dysbiosis; metabiotics; mucosal microbiota
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Введение

Организм человека и его микробиота — еди-
ная экологическая система, которая находится 
в состоянии динамического равновесия. Нор-
мальная (индигенная) микробиота выполня-
ет разнообразные жизненно важные функции, 
в том числе обеспечивает колонизационную 
резистентность, принимает участие в метабо-
лических процессах, синтезе иммуноглобули-
нов и в морфогенезе иммунной системы  [1–3]. 
Качественные и количественные нарушения 
нормального микробного состава биотопов ор-
ганизма (дисбиоз) — предрасполагающие факто-
ры развития широкого спектра заболеваний [4]. 
Особенный интерес представляет дисбиоз тол-
стого кишечника с его сложным, разнообразным 
и метаболически активным микробиомом, ока-
зывающим глобальное воздействие на здоровье. 
Причиной дисбиоза может быть воздействие 
на организм различных факторов эндогенно-
го и экзогенного характера: возраста, образа 
жизни, характера питания, инфекционных за-
болеваний, приема лекарственных препаратов, 
окружающей среды и др. [5–8].

В настоящее время становятся все более 
востребованными метабиотики (постбиоти-
ки)  — препараты для коррекции дисбиотиче-
ских нарушений, содержащие не живые клетки, 
а продукты жизнедеятельности пробиотических 
микроорганизмов. В отличие от классических 
пробиотиков метабиотики имеют более дли-
тельный период сохранности, четкие мишени 
приложения, их легче дозировать и контроли-
ровать, они лучше абсорбируются, распределя-
ются по организму, тканям и органам, быстрее 
и в большей степени элиминируются из организ-
ма [2, 9–11].

Пробиотические штаммы бактерий рода 
Bacillus продуцируют большое количество био-
логически активных низкомолекулярных со-
единений, полезных для человека; считаются 
вторыми  (после Lactobacillus) по масштабам 
продуцентами антибиотических веществ, отли-
чающихся широким антимикробным спектром 
и подавляющих рост патогенных и условно-па-
тогенных микроорганизмов. Род Bacillus также 

характеризуется высокой биохимической ак-
тивностью, положительным влиянием на иммун-
ную систему и индигенную микробиоту [12–14]. 
В настоящее время препараты на основе жи-
вых бацилл находят широкое и разнообразное 
применение, в  том числе в  качестве пробиоти-
ков в  медицине. Метаболиты пробиотических 
штаммов бацилл — перспективные компоненты 
для создания метабиотиков.

В настоящее время в клинической практике 
применяется коммерческий метабиотик (КМ) Бак-
тистатин®, созданный на основе продуктов жиз-
недеятельности бактерии Bacillus  subtilis  ВКПМ 
№  В-2335(3)3  [15]. Однако его биологическая 
активность ограничивается свойствами одного 
штамма-продуцента. С учетом того что спектр 
веществ, продуцируемых бактериями B.  subtilis, 
штаммоспецифичен, изучение функциональных 
свойств метаболитов других штаммов позволит 
расширить номенклатуру препаратов для эффек-
тивной терапии дисбиотических нарушений.

Штамм В. subtilis 3H (ГИСК № 248), полученный 
в результате селекции B. subtilis 534 на устойчи-
вость к антибиотику рифампицину, обладает ан-
тагонистическими свойствами в отношении воз-
будителей заболеваний желудочно-кишечного 
тракта человека и применяется в клинической 
практике в качестве пробиотика [16].

Штамм бактерий B.  subtilis 1719  (ГИСК № 277), 
выделенный в естественных условиях, обладает 
широким спектром антагонистической активности, 
иммуномодулирующей активностью, продуцирует 
комплекс гидролитических ферментов [17].

Ранее установлено, что при глубинном пе-
риодическом культивировании in  vitro штаммы 
Bacillus subtilis 3H и 1719 продуцируют внеклеточ-
ные метаболиты, обладающие противомикроб-
ными свойствами в отношении условно-пато-
генных микроорганизмов  [18].  Представляется 
важным изучение пробиотической активности 
метаболитов данных штаммов in vivo.

Цель работы  — изучить пробиотическую ак-
тивность метаболитов бактерий B.  subtilis  3H 
и B.  subtilis  1719 в сравнении с показателя-
ми коммерческого метабиотика при антибио- 
тик-ассоциированном дисбиозе у мышей.
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Задачи исследования:
–– смоделировать экспериментальный антибио-
тик-ассоциированный дисбиоз у мышей;

–– провести сравнительную оценку пробиоти-
ческого эффекта метаболитов исследуемых 
штаммов B. subtilis и коммерческого варианта 
B. subtilis ВКПМ № В-2335(3)3.

Материалы и методы
Работу проводили на мышах линии BALB/c 

массой 18–20  г. Животных содержали в иден-
тичных условиях  (температура, относительная 
влажность, освещение и рацион питания) вива-
рия в соответствии с  ГОСТ  33216-20141. Иссле-
дование с использованием лабораторных жи-
вотных одобрено локальным советом по этике 
при ФГБНУ НИИВС им. И.И. Мечникова (протокол 
№ 6 от 13.07.2022).

Для приготовления экспериментальных препа-
ратов выполняли глубинное периодическое куль-
тивирование штаммов B. subtilis 3H и B. subtilis 1719 
на ранее подобранной питательной среде, опти-
мальной для цели исследования [18]. Полученную 
биомассу отделяли от  среды центрифугировани-
ем с  последующей микрофильтрацией. В  каче-
стве иммобилизующей матрицы использовали 
цеолит Холинского месторождения (НПО «Новь», 
Новосибирск, Россия) [15].

Экспериментальных животных разделили 
на пять групп. Группа 1  (контрольная) состояла 
из интактных мышей. В группу 2 входили живот-
ные, у которых моделировали антибиотик-ассо-
циированный дисбиоз путем внутрибрюшинного 
введения в течение 5 сут раствора гентамицина 
в концентрации 80 мкг/мл, в пересчете на массу 
тела животного [19]. Мышам групп 3 и 4 по окон-
чании введения антибиотика интрагастрально 
вводили препараты на основе метаболитов штам-
мов B. subtilis 3H и B. subtilis 1719 соответственно. 
В группе 5 после формирования дисбиоза мыши 
интрагастрально получали КМ, содержащий мета-
болиты штамма B. subtilis ВКПМ № В-2335(3)3.

Коррекцию микробиоты проводили в  тече-
ние 21  сут. Животных выводили из экспери-
мента на  1,  7,  14,  21-е сутки после окончания 
курса гентамицина декапитацией под легким 
эфирным наркозом с  соблюдением принципов 
Европейской конвенции по защите позвоночных 
животных, используемых в экспериментальных 
или в иных научных целях2.

1	 ГОСТ 33216—2014. Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила содержания и ухода 
за лабораторными грызунами и кроликами. https://docs.cntd.ru/document/1200127506

2	 ETS 123. European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and Other Scientific Purposes. 
Европейская конвенция о защите позвоночных животных, используемых для экспериментов или в иных научных целях 
(с изменениями на 15.06.2006). https://docs.cntd.ru/document/901909691

Микробиологические исследования присте-
ночного муцина проводили согласно методике, 
предложенной Л.И.  Кафарской и  Н.А.  Коршуно-
вым [20]. Освобожденные от химуса биоптаты сли-
зистой оболочки толстого кишечника взвешивали 
в асептических условиях, помещали в стериль-
ный фосфатный буфер  (соотношение  1:10) и вы-
держивали в течение 2 ч для разжижения муцина. 
По 0,1 мл каждого приготовленного 10-кратного 
разведения (10–3–10–5) материала взвеси засева-
ли газоном на поверхность питательных сред, ин-
кубировали 1–2 сут при температуре +37°С в аэ-
робных и анаэробных условиях.

Использовались следующие питательные сре-
ды (№ 1–4 производства ФБУН «Государствен-
ный научный центр прикладной микробиологии 
и биотехнологии» Федеральной службы по над-
зору в сфере защиты прав потребителей и бла-
гополучия человека, Россия (ФБУН ГНЦ ПМБ):

–– питательная среда № 10 ГРМ (для выделения 
Staphylococcus  aureus) с  добавлением яичного 
желтка;

–– агар Эндо-ГРМ, питательная среда для выде-
ления Enterobacterales;

–– Лактобакагар, питательная среда для выделе-
ния и культивирования Lactobacillus;

–– питательная среда № 2 ГРМ (Сабуро) для вы-
ращивания и подсчета грибов;

–– ГРМ-агар, питательный агар для культиви-
рования микроорганизмов, с добавлением 
5%  стерильной дефибринированной лошади-
ной крови (ЗАО «ЭКОлаб», Россия);

–– UriSelect 4, хромогенный агар для выделения 
уропатогенных бактерий (Bio-Rad, Франция);

–– Bifidobacterium Agar, для выделения бифидо-
бактерий (HiMedia, Индия);

–– Schaedler Agar, для выделения строгих или фа-
культативных анаэробных бактерий  (HiMedia, 
Индия).
Для выделения бифидобактерий дополни-

тельно проводили посев 30 мкл из разведений 
исходного материала в пробирки с  3  мл полу-
жидкой печеночно-цистеиновой среды Блаурок-
ка (ФБУН ГНЦ ПМБ).

Чистые культуры микроорганизмов иденти-
фицировали при  помощи матрично-активиро-
ванной лазерной деcорбционно/ионизационной 
времяпролетной масс-спектрометрии  (далее  — 
MALDI-TOF MS, от  matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization-time-of-flight mass spectrometry) 

https://docs.cntd.ru/document/1200127506
https://docs.cntd.ru/document/901909691
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на приборе MALDI Biotyper sirius RUO System 
(Bruker, США).

Удельное содержание выделенных из  био-
проб жизнеспособных микроорганизмов вы-
ражали в lg  КОЕ/г массы биологического 
материала  [21]. Статистическую обработку 
данных проводили после проверки нормаль-
ности распределения при помощи программы 
Microsoft Excel с использованием параметриче-
ских критериев. Результаты представили в виде 
среднего арифметического с ошибкой репре-
зентативности  (M±m). Достоверность разли-
чий средних величин вычисляли по t‑критерию 
Стьюдента. Значения р≤0,05 считали статисти-
чески значимыми.

Результаты и обсуждение
На протяжении эксперимента ни в одной 

из групп животных не наблюдали гибели, не-
ожиданных изменений в потреблении пищи 
или в другом поведении, не зафиксировали 
статистически значимых различий по массе жи-
вотных. Основные микроорганизмы, которые 
выделяли из биопроб мышей, идентифициро-
вали по родам и сравнивали по их содержанию 
исследуемые группы. При изучении мукозной 
микрофлоры толстого кишечника контрольных 
(интактных) мышей на всех этапах эксперимен-
та идентифицированы бактерии Lactobacillus 
(L.  gasseri, L.  murinus, L.  reuteri, L.  intestinalis) 
(рис. 1), Escherichia  coli  (lac+), Enterococcus 
(E. gallinarum gallinarum, E. faecalis), Rodentibacter 
(R.  pneumotropicus, R.  heylii), Streptococcus 
(S.  hyointestinalis, S.  suis), а также грибы 
Kazachstania (K. pintolopesii, K. telluris).

Введение гентамицина ожидаемо привело 
к уменьшению и  (или) исчезновению бактери-
альной микрофлоры (табл.  1). У  мышей груп-
пы  2  (дисбиоз) отмечали отсутствие роста бак-
терий Lactobacillus, Enterococcus, Rodentibacter, 

Streptococcus, увеличение содержания грибов 
Kazachstania (K.  pintolopesii, K.  telluris) примерно 
в 1,5  раза по отношению к показателям кон-
трольных животных, а также появление грибов 
Trichosporon (T. asahii). Не выявили достоверных 
различий между группами по общему содержа-
нию кишечной палочки, при этом в группе 2 отме-
чали снижение содержания лактозопозитивной 
кишечной палочки (E. coli lac+) от 100 до 75%, а так-
же появление и рост лактозонегативных вари-
антов (lac–) — от 0 до 25%. Гемолитические E. coli 
не обнаружили. В единичных случаях фиксиро-
вали рост бактерий Сytobacillus  oceanisediminis 
(4  lg  КОЕ/г), Staphylococcus  warneri (7  lg  КОЕ/г), 
Stenotrophomonas maltophilia (5 lg КОЕ/г).

После моделирования дисбиоза в  группах 
3–5 вводили с целью коррекции состава ми-
кробиоты исследуемые метаболиты бактерий 
B.  subtilis  3H и B.  subtilis  1719, а также коммер-
ческий препарат-метабиотик с  метаболитами 
B.  subtilis. Мышей группы 2  (дисбиоз) использо-
вали для отрицательного контроля.

Через 7 сут после окончания введения гента-
мицина (табл. 2) у животных группы 2 отметили 
отсутствие бактерий Lactobacillus, Rodentibacter, 
Streptococcus. Содержание Enterococcus и  грибов 
Kazachstania увеличилось в 1,3 и 1,5 раза соответ-
ственно. Выделены отсутствующие у интактных 
животных бактерии E. coli lac– (20%), Aerococcus 
(A. viridans) и грибы Trichosporon (T. asahii). В еди-
ничных случаях наблюдали рост R. pneumotropicis 
(4,5±0,5 lg КОЕ/г).

Применение метабиотиков в течение 7  сут 
способствовало нормализации содержания лак-
тобацилл, при этом по видовому разнообразию 
Lactobacillus группы различались между со-
бой (рис. 2).

У мышей группы  3 (B. subtilis  3H) выделено 
четыре вида лактобацилл:  L.  gasseri, L.  murinus, 
L. reuteri, L. intestinalis; у представителей группы 4

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Средняя частота выделения Lactobacillus spp. в контрольной группе (интактные мыши) на всех этапах эксперимента.

Fig. 1. Average frequency of Lactobacillus spp. isolation in the control group (intact mice) at all stages of the experiment.
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(B. subtilis 1719) и 5 (КМ) идентифицировали толь-
ко два вида: L. gasseri, L. murinus.

Применение метабиотиков в течение 7  сут 
приводило во  всех опытных группах к  восста-
новлению содержания кишечной палочки и ис-
чезновению вариантов  lac–. От животных, по-

лучавших метабиотики (группы  3–5), выделяли 
стрептококки (S.  hyointestinalis), отсутствующие 
у мышей группы 2, а также бактерии A. viridans — 
без достоверных различий по их содержанию. 
У  животных в  группах  3 и  4 фиксировали сни-
жение общего содержания Enterococcus и гри-

Таблица 1. Качественный и количественный состав мукозной микробиоты толстого кишечника мышей в условиях экспери-
ментального дисбиоза
Table 1. Qualitative and quantitative composition of colonic mucosal microbiota in mice under experimental dysbiosis conditions

Выделенные микроорганизмы
Isolated microorganisms

Содержание в разведениях 10–3–10–5, lg KOE/г (M±m), в группе
Content in 10–3–10–5 dilutions, log10 CFU/g (M±m), by group

1 (контроль, интактные мыши)
1 (control, intact mice)

2 (дисбиоз)
2 (dysbiosis)

Lactobacillus spp. 6,25±0,32 —

E. coli:
lac+/lac–, %

5,67±0,88 
100/0

4,75±0,48 
75/25*

Enterococcus spp. 4,33±0,33 —

Rodentibacter spp. 5,25±0,25 —

Streptococcus spp. 6,00±0,41 —

Aerococcus spp. — —

Kazachstania spp. 4,33±0,33 6,20±0,58*

Trichosporon spp. — 5,25±0,48*

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

Примечание. «—» — отсутствие роста. * р≤0,05 (по сравнению с контрольной группой).
Note. —, no growth. * p≤0.05 (compared with the control group).

Таблица 2. Качественный и количественный состав мукозной микробиоты толстого кишечника мышей после 7-дневной 
коррекции дисбиоза
Table 2. Qualitative and quantitative composition of colonic mucosal microbiota in mice after 7 days of dysbiosis correction

Выделенные микроорганизмы
Isolated microorganisms

Содержание в разведениях 10–3–10–5, lg KOE/г (M±m), в группе
Content in 10–3–10–5 dilutions, log10 CFU/g (M±m), by group

1 (контрольная, 
интактные мыши)

1 (control, intact mice)

2 (дисбиоз)
2 (dysbiosis)

3 (B. subtilis 3H)
3 (B. subtilis 3H)

4 (B. subtilis 1719)
4 (B. subtilis 1719)

5 (КМ)
5 (CM)

Lactobacillus spp. 6,50±0,34 —   6,71±0,52**   5,80±0,47**   6,11±0,31**

E. coli:
lac+/lac–, %

5,67±0,33 
100/0

5,67±0,88
 80/20*

5,67±0,33
  100/0**

4,33±0,33
   100/0**

5,00±0,58
   100/0**

Enterococcus spp. 5,00±0,58  6,50±0,29*   5,00±0,40**   4,75±0,48** —

Rodentibacter spp. 4,25±0,25 — — —   4,67±0,33**

Streptococcus spp. 5,25±0,48 —   4,67±0,33**   5,40±0,24**   5,50±0,65**

Aerococcus spp. —  5,00±0,58* 4,33±0,33 5,00±0,40 5,00±0,58

Kazachstania spp. 4,25±0,25  6,67±0,33*   4,67±0,66**    5,67±0,33**   4,25±0,25**

Trichosporon spp. —  4,67±0,33* — — 4,33±0,33

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

Примечание. «—» — отсутствие роста; КМ — коммерческий метабиотик (Бактистатин®). * р≤0,05 (по сравнению с контрольной 
группой); ** р≤0,05 (по сравнению с группой 2 (дисбиоз).
Note. —, no growth; CM, commercial metabiotic (Bactistatin®). * p≤0.05 (compared with the control group); ** p≤0.05 (compared 
with group 2 (dysbiosis).
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бов Kazachstania примерно в 1,3  раза, а также 
отсутствие грибов T. asahii. В группе 5 отмечали 
элиминацию Enterococcus, снижение количества 
грибов Kazachstania в 1,6 раза, но появление бак-
терий Rodentibacter и наличие грибов T. asahii.

После 14-дневного приема метабиотиков тен-
денция к  нормализации микробиоты продолжа-
лась во всех опытных группах (табл. 3). В биопро-
бах мышей из групп 3–5 содержание и видовой 
состав лактобацилл соответствовали показа-
телям контрольных животных  (рис.  1). Частота 

обнаружения E.  coli  lac+ составила 100%. Отсут-
ствовал рост дрожжей T. asahii. В группах 3 и 5 за-
фиксировали элиминацию грибов Kazachstania; 
в  группе  4 содержание этих грибов оказалось 
ниже в  1,3  раза по сравнению с показателями 
в группе 2. В биопробах мышей группы 3 отмече-
но отсутствие роста A. viridans.

У представителей группы  2, не получавших 
метабиотики, микробный пейзаж не изменился 
по сравнению с  предыдущими сроками наблю-
дения в этой же группе. Однако в  единичных 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 2. Средняя частота выделения Lactobacillus spp. после 7-дневной коррекции дисбиоза у мышей.

Fig. 2. Average frequency of Lactobacillus spp. isolation after 7 days of dysbiosis correction in mice.
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Таблица 3. Качественный и количественный состав мукозной микробиоты толстого кишечника мышей после 14-дневной 
коррекции дисбиоза
Table 3. Qualitative and quantitative composition of colonic mucosal microbiota in mice after 14 days of dysbiosis correction

Выделенные микроорганизмы
Isolated microorganisms

Содержание в разведениях 10–3–10–5, lg KOE/г (M±m), в группе
Content in 10–3–10–5 dilutions, log10 CFU/g (M±m), by group

1 (контрольная, 
интактные мыши)

1 (control, intact mice)

2 (дисбиоз)
2 (dysbiosis)

3 (B. subtilis 3H)
3 (B. subtilis 3Н)

4 (B. subtilis 1719)
4 (B. subtilis 1719)

5 (КМ)
5 (CM)

Lactobacillus spp. 6,60±0,40 — 6,27±0,33** 6,17±0,48** 6,60±0,24**

E. coli
lac+/lac–, %

5,67±0,88 
100/0

6,33±0,33 
80/20*

4,33±0,33** 
100/0

4,33±0,33** 
100/0

4,67±0,33** 
100/0

Enterococcus spp. 4,25±0,25 6,40±0,24* 4,75±0,48** 4,67±0,67** —

Rodentibacter spp. 5,25±0,48 — — — 5,25±0,63**

Streptococcus spp. 4,75±0,48 — 5,00±0,40** 5,67±0,88** 4,75±0,48**

Aerococcus spp. — 5,00±0,57* — 4,33±0,33 4,67±0,67

Kazachstania spp. 4,25±0,25 6,20±0,58* — 4,75±0,25** —

Trichosporon spp. — 4,33±0,33* — — —

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

Примечание. «—» — отсутствие роста; КМ — коммерческий метабиотик (Бактистатин®). * р≤0,05 (по сравнению с контрольной 
группой); ** р≤0,05 (по сравнению с группой 2 (дисбиоз).
Note. —, no growth; CM, commercial metabiotic (Bactistatin®). * p≤0.05 (compared with the control group); ** p≤0.05 (compared 
with group 2 (dysbiosis).
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случаях в составе мукозной микробиоты зафик-
сирован рост L. gasseri (4,5±0,5 lg КОЕ/г).

На 21-й день после окончания курса гентами-
цина  (табл.  4) выявили следующие изменения. 
В группе 2 наблюдалась тенденция к восста-
новлению доминантной флоры. У мышей обна-
ружены лактобациллы, представленные одним 
видом: L.  gasseri. Частота выделения E.  coli  lac– 
составила 10%. В  группах 3 и 5 изменений 
не отмечено. У  животных группы  4  рост бакте-
рий A. viridans не зафиксирован.

При исследовании биопроб муцинового слоя 
толстого кишечника на разных этапах во  всех 
группах показано, что рост бактерий рода 
Bifidobacterium, представляющих доминант-
ную флору толстого кишечника, отсутствовал. 
Однако в  пробирках с  дифференциально-диа-
гностической средой Блаурокка после 24–48 ч 
инкубации биопроб визуально обнаружива-
ли «типичные» колонии бифидобактерий. Тем 
не менее морфологическое изучение выросших 
микроорганизмов и масс-спектрометрия MALDI-
TOF не  подтвердили наличие Bifidobacterium. 
В работе H. Qiao с соавт. [22] представлены схо-
жие результаты: бифидобактерии не высевались 
из биоматериала большинства эксперименталь-
ных групп и  лишь изредка выявлялись в био-

пробах мышей, получавших лечение препара-
тами бифидобактерий, наличие Bifidobacterium 
подтверждалось и  другими методами. Можно 
предположить, что бактериологический метод 
не  подходит для  выделения бифидобактерий 
из муцинового слоя толстого кишечника.

Результаты свидетельствуют, что метабио-
тики B.  subtilis нормализуют микробиоценоз 
толстого кишечника в случае антибиотик-ассо-
циированного дисбиоза. Так, нормализовалось 
содержание лактобацилл, а  также состав  (ва-
рианты lac– и lac+) E. coli, снизилось количество 
условно-патогенной флоры.

Выявлены различия в  показателях между 
животными, получавшими метабиотики. Луч-
шие результаты по восстановлению содержания 
лактобактерий обеспечили метаболиты штамма 
B.  subtilis  3H, о  чем свидетельствуют содержа-
ние и  разнообразие видов лактобацилл после 
7-дневной коррекции дисбиоза  (рис. 2), а  также 
нормализация содержания кишечной палочки 
с исчезновением вариантов lac–. Толстый ки-
шечник интактных мышей колонизировали бак-
терии Rodentibacter (R.  pneumotropicis, R.  heylii), 
вызывающие оппортунистические инфекции 
у грызунов. Применение гентамицина привело 
к исчезновению вышеуказанных микроорганиз-

Таблица 4. Качественный и количественный состав мукозной микробиоты толстого кишечника мышей после коррекции 
дисбиоза в течение 21 сут
Table 4. Qualitative and quantitative composition of colonic mucosal microbiota in mice after 21 days of dysbiosis correction

Выделенные микроорганизмы
Isolated microorganisms

Содержание в разведениях 10–3–10–5, lg KOE/г (M±m), в группе
Content in 10–3–10–5 dilutions, log10 CFU/g (M±m), by group

1 (контрольная, 
интактные мыши)

1 (control, intact mice)

2 (дисбиоз)
2 (dysbiosis)

3 (B. subtilis 3H)
3 (B. subtilis 3Н)

4 (B. subtilis 1719)
4 (B. subtilis 1719)

5 (КМ)
5 (CM)

Lactobacillus spp. 6,17±0,48 4,50±0,50* 6,70±0,37** 6,00±0,40** 6,38±0,62**

E. coli:
lac+/lac–, %

4,75±0,48 
100/0

5,67±0,88 
90/10

4,67±0,33 
100/0

4,33±0,33 
100/0

4,75±0,25 
100/0

Enterococcus spp. 4,25±0,25 5,25±0,48* 4,40±0,24** 4,33±0,33** —

Rodentibacter spp. 4,25±0,25 — — — 4,33±0,33**

Streptococcus spp. 5,25±0,48 — 4,25±0,25** 5,00±0,58** 6,80±0,20**

Aerococcus spp. — 4,50±0,29* — — 4,67±0,33

Kazachstania spp. 4,33±0,33 5,17±0,30* — 4,75±0,25 —

Trichosporon spp. — 4,33±0,33* — — —

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

Примечание. «—» — отсутствие роста; КМ — коммерческий метабиотик (Бактистатин®). * р≤0,05 (по сравнению с контрольной 
группой); ** р≤0,05 (по сравнению с группой 2 (дисбиоз).
Note. —, no growth; CM, commercial metabiotic (Bactistatin®). * p≤0.05 (compared with the control group); ** p≤0.05 (compared 
with group 2 (dysbiosis).
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мов во всех опытных группах. При коррекции 
дисбиоза метаболитами штаммов B.  subtilis  3H 
и B.  subtilis  1719 отсутствовали в мукозной 
микрофлоре Rodentibacter, однако у  животных 
из группы КМ их количество вновь возрастало 
до уровня показателей интактных мышей. В от-
ношении Enterococcus  (E.  gallinarium, E.  faecalis) 
большей эффективностью отличался КМ: дан-
ные бактерии полностью отсутствовали в ми-
кробиоте толстого кишечника. Коррекция дис-
биоза исследуемыми метаболитами приводила 
к снижению количества энтерококков до уров-
ня показателей контрольных животных. Услов-
но-патогенные бактерии A.  viridans, появлявши-
еся в микробиоте мышей после моделирования 
дисбиоза, элиминировали при введении мета-
болитов в следующие сроки: B. subtilis 3H — в те-
чение 14 сут коррекции; B. subtilis 1719 — после 
21 сут применения. У животных, получавших КМ, 
количество Aerococcus spp. не изменялось.

Грибы рода Kazachstania (K.  pintolopesii, 
K.  telluris), вызывающие инфекции у лаборатор-
ных мышей, обнаружены в микробиоте толсто-
го кишечника контрольной группы. Введение 
гентамицина способствовало росту содержания 
этих грибов в 1,5 раза. Применение метаболитов 
B. subtilis 3H и КМ привело к элиминации данного 
вида дрожжей в течение 14 сут коррекции. Ме-
таболиты B. subtilis 1719 обладали слабой актив-
ностью по отношению к Kazachstania, при этом 
содержание данных грибов снижалось до уров-
ня показателей интактных мышей. Грибы рода 
Trichosporon (T.  asahii) обнаруживались в био-
пробах мышей после моделирования дисбио-
за; лечение метаболитами как B.  subtilis 3H, так 
и B. subtilis 1719 в течение 7 сут приводило к эли-
минации указанных грибов. У животных из груп-
пы КМ грибы Trichosporon spp. исчезли из состава 
микробиоты после 14 сут коррекции дисбиоза.

Обобщенные результаты исследования 
B.  subtilis  3H. Отмечен ряд позитивных процес-
сов, которые были инициированы действием 
метаболитов B. subtilis 3H:

1) после 7-дневной коррекции дисбиоза:
–– восстановление видового разнообра-
зия и более быстрая нормализация со-
держания бактерий Lactobacillus  spp. 
(6,71±0,52 lg КОЕ/г) по сравнению с мета-
болитами других штаммов;

–– восстановление количественного и  ка-
чественного состава кишечной палочки 
(E. coli lac+ 100%);

–– элиминация бактерий Rodentibacter  spp. 
и грибов Trichosporon spp.;

–– нормализация содержания 
Enterococcus  spp. (5,0±0,4 lg КОЕ/г);

2) через 14 сут коррекции дисбиоза: элимина-
ция Aerococcus spp. и Kazachstania spp.

При этом метаболиты B.  subtilis  3H  не вли-
яли на содержание Streptococcus  spp. (4,75± 
±0,25 lg КОЕ/г) в течение 21-дневного применения.

Обобщенные результаты исследования 
B.  subtilis 1719. Зафиксированы положительные 
изменения на фоне воздействия метаболитов 
штамма B. subtilis 1719:

1) после 7-дневной коррекции дисбиоза:
–– нормализация содержания бактерий 
Lactobacillus spp. (5,8±0,47 lg КОЕ/г);

–– нормализация количественного и каче-
ственного состава кишечной палочки 
(E. coli lac+ 100%);

–– элиминация грибов Trichosporon spp.;
–– нормализация содержания Enterococcus spp. 
(4,75±0,48 lg КОЕ/г);

2) через 21 день коррекции дисбиоза: исчез-
новение Aerococcus spp.

Метаболиты штамма B. subtilis 1719 не ока-
зывали влияния на содержание Streptococcus 
spp. (5,0±0,58 lg КОЕ/г) и Kazachstania spp. (4,75± 
±0,25 lg КОЕ/г).

Обобщенные результаты исследования 
коммерческого метабиотика. Отмечено по-
ложительное воздействие препарата, содер-
жащего метаболиты B.  subtilis (штамм ВКПМ 
№  В-2335(3)3), на микробиоценоз толстого ки-
шечника:

1) после 7-дневного применения:
–– нормализация содержания бактерий 
Lactobacillus spp. (5,8±0,47  lg КОЕ/г) и ки-
шечной палочки (E. coli lac+ 100%);

–– элиминация Enterococcus spp.;
2) через 14 сут коррекции дисбиоза: исчезно-

вение грибов Kazachstania spp. и Trichosporon spp.
Коммерческий метабиотик в течение 21-днев-

ного применения не  влиял на содержание в  му-
козной микробиоте бактерий Rodentibacter  spp. 
(4,33±0,33 lg КОЕ/г), Streptococcus spp. (6,80± 
±0,20 lg КОЕ/г) и Aerococcus spp. (4,67±0,33 lg КОЕ/г).

Заключение
Установлено, что метаболиты пробиотиче-

ских штаммов B.  subtilis  3H и  B.  subtilis 1719 
положительно влияют на микробиоценоз тол-
стого кишечника в ходе коррекции после смо-
делированного антибиотик-ассоциированного 
дисбиоза у мышей линии BALB/c. Однако био-
логическая активность коммерческого мета-
биотика ограничивается свойствами одного 
штамма-продуцента B.  subtilis, следователь-
но, изучение метаболитов других штаммов 
B.  subtilis, а тем более в комплексе, позво-
лит расширить номенклатуру применяемых 
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препаратов и спектр комплексного воздей-
ствия при дисбиозе.

Можно предположить, что выявленные раз-
личия в процессах нормализации микробиоты 
толстого кишечника мышей связаны с индиви-
дуальными особенностями штаммов B.  subtilis, 
используемых в работе.

Метаболиты бактерий B. subtilis 3H и B. subtilis 
1719 можно рассматривать в качестве перспек-
тивных препаратов для избирательной коррек-
ции дисбиоза или как компоненты комплексных 
пробиотических препаратов, обладающих ши-
роким спектром действия.
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Особенности разработки, аттестации 
и применения фармакопейного стандартного 
образца содержания иммуноглобулинов 
класса А в препаратах иммуноглобулинов 
человека для парентерального применения
А.В. Нечаев 1, , Э.Ю. Кудашева1, Е.Л. Постнова1, Р.А. Волкова1, О.В. Фадейкина1, 
И.В. Борисевич2, А.А. Мовсесянц1
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Резюме	 Актуальность. Оценку содержания примеси иммуноглобулинов класса А (IgA) в паренте-
ральных лекарственных формах препаратов иммуноглобулинов человека необходимо 
проводить в соответствии с требованиями Государственной фармакопеи Российской Фе-
дерации (ГФ РФ) методами кинетической нефелометрии, радиальной иммунодиффузии 
и иммуноферментного анализа (ИФА) с использованием стандартного образца. Между-
народный стандартный образец (МСО) содержания IgA аттестован с использованием ве-
сового метода и метода радиальной иммунодиффузии. В настоящее время стандартный 
образец содержания IgA в препаратах иммуноглобулинов человека, аттестованный с ис-
пользованием трех фармакопейных методов, отсутствует, что не позволяет сопоставить 
результаты, полученные разными методами, и может стать причиной некорректной оцен-
ки содержания нежелательной примеси IgA.
Цель. Определить порядок разработки, аттестации и применения фармакопейного стан-
дартного образца (ФСО) содержания IgA в лекарственных препаратах иммуноглобулинов 
человека.
Материалы и методы. Исследуемые образцы кандидата в ФСО содержания IgA изготав-
ливали с использованием субстанции «Плазма человека для фракционирования». Опре-
деление содержания IgA проводили методами кинетической нефелометрии, радиальной 
иммунодиффузии и ИФА с использованием коммерчески доступных наборов реагентов 
и МСО. Определение содержания примеси IgA проводили в образцах коммерчески до-
ступных препаратов иммуноглобулинов человека различных производителей. Использо-
вали методы описательной статистики и дисперсионного анализа с применением про-
грамм Microsoft Excel и Statistica 10.0.
Результаты. Разработан ФСО с аттестованной характеристикой содержания IgA: 
1,98 мг/ мл (расширенная неопределенность 0,44 мг/мл; коэффициент охвата k=2; уровень 
доверия 95%) — для количественного определения содержания примеси IgA в препара-
тах иммуноглобулинов человека методами радиальной иммунодиффузии и ИФА; от 1,31 
до 2,64 мг/ мл (расширенная неопределенность 0,67 мг/мл; коэффициент охвата k=3; уро-
вень доверия 99%) — для внутрилабораторного контроля качества аналитических работ 
по оценке содержания примеси IgA методами кинетической нефелометрии, радиальной 
иммунодиффузии и ИФА.
Выводы. Разработанный ФСО содержания IgА включен в реестр ФСО ГФ РФ под назва-
нием «Стандартный образец содержания иммуноглобулинов класса А (IgA)» (реестровый 
номер ФСО 3.1.00454) и предназначен для стандартизации методов оценки содержания 
примеси IgA в парентеральных лекарственных препаратах иммуноглобулинов человека.
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Development, certification, and use 
of a pharmacopoeial standard 
for the content of immunoglobulin A in human 
immunoglobulins for parenteral administration
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Rauza A. Volkova1, Olga V. Fadeikina1, Igor V. Borisevich2, Artashes A. Movsesyants1
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Russian Federation
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Abstract	 Scientific relevance. The immunoglobulin A (IgA) impurity content in parenteral human immu-
noglobulins should be determined in accordance with the State Pharmacopoeia of the Russian 
Federation by kinetic nephelometry, radial immunodiffusion, or enzyme immunoassay (ELISA) 
with a reference standard. The International Standard (IS) for the content of IgA is certified 
using gravimetry and radial immunodiffusion. However, neither of the existing standards for 
the content of IgA in human immunoglobulins is currently certified using all three compendial 
methods. This prevents analysts from comparing test results obtained by different methods 
and may lead to an underestimation of the IgA content in human immunoglobulins.
Aim. This study aimed to determine the procedure for the development, certification, and use 
of a pharmacopoeial reference standard (RS) for the content of IgA in human immunoglobulins.
Materials and methods. The authors studied candidate RSs for the IgA content derived from 
human plasma for fractionation. The IgA content determination involved kinetic nephelometry, 
radial immunodiffusion, and ELISA, as well as commercial test kits and the IS. The authors 
quantified the IgA impurity in samples of commercial human immunoglobulins from various 
manufacturers. The data analysis involved descriptive statistics and variance analysis using 
Microsoft Excel and Statistica 10.
Results. The authors established a pharmacopoeial standard with a certified IgA content 
of 1.98 mg/mL (expanded uncertainty, 0.44 mg/mL; coverage coefficient, k=2; confidence level, 
95%) for IgA impurity quantification in human immunoglobulins by radial immunodiffusion and 
ELISA and that of 1.31–2.64 mg/mL (expanded uncertainty, 0.67 mg/mL; coverage ratio, k=3; 
confidence level, 99%) for intralaboratory quality control of IgA impurity quantification by ki-
netic nephelometry, radial immunodiffusion, and ELISA.
Conclusions. The pharmacopoeial standard developed in the study has been included 
in the register of standards of the State Pharmacopoeia of the Russian Federation as the Ref-
erence Standard for the Content of Immunoglobulin Class A (IgA) (Registry No.  3.1.00454). 
The pharmacopoeial standard is intended for the standardisation of analytical methods for the-
determination of the IgA impurity content in parenteral human immunoglobulins.
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Введение
Препараты иммуноглобулинов человека — 

группа иммунобиологических лекарственных 
средств, действующим веществом которых яв-
ляются иммуноглобулины класса G (IgG) чело-
века, выделенные промышленным способом 
из пула плазмы крови более чем 1000 здоровых 
доноров. Объединение такого значительно-
го объема субстанции биологического проис-
хождения определяет присутствие в готовых 
лекарственных формах широкого спектра ан-
тител IgG донорской популяции, обеспечиваю-
щих заместительный эффект при лечении пер-
вичных и вторичных иммунодефицитов. Однако 
при производстве препаратов иммуноглобули-
нов существует высокая вероятность выделе-
ния, помимо действующего вещества, других 
белковых компонентов плазмы крови человека, 
например компонентов фракции иммуноглобу-
лина класса А (IgA).

Присутствие примеси IgA в парентеральных 
лекарственных формах препаратов иммуногло-
булинов человека может стать причиной раз-
вития ряда нежелательных реакций со стороны 
иммунной системы, таких как повышение темпе-
ратуры, озноб, миалгия, артралгия, головная боль, 
общее недомогание, сыпь, покраснение, зуд, кра-
пивница, анафилактические/анафилактоидные 
реакции [1]. Для предотвращения возможного 
развития перечисленных нежелательных реак-
ций необходим контроль препаратов иммуногло-
булинов человека по содержанию примеси IgA.

В 2009 г. в странах Европейского союза 
впервые введены фармакопейные требования 

по оценке содержания примеси IgA в препара-
тах иммуноглобулинов человека для внутривен-
ного и подкожного введения любым пригодным 
иммунохимическим методом1. Европейские 
производители препаратов иммуноглобулинов 
человека для оценки содержания примеси IgA 
используют методы радиальной иммунодиффу-
зии, кинетической нефелометрии и иммунофер-
ментного анализа (ИФА).

В 2018 г. в Российской Федерации показа-
тель качества «Иммуноглобулин А» был вклю-
чен в перечень обязательных для оценки каче-
ства препаратов иммуноглобулинов человека 
для внутривенного введения в соответствии 
с требованиями Государственной фармакопеи 
Российской Федерации (ГФ РФ)2. Контроль этого 
показателя проводится с использованием стан-
дартного образца (СО) количественного содер-
жания IgA с применением фармакопейных мето-
дов: кинетической нефелометрии, радиальной 
иммунодиффузии и ИФА3.

Существенное значение при проведении 
испытаний препаратов иммуноглобулинов 
человека по показателям специфической без-
опасности имеют СО [2]. В 1970 г. в реестр СО 
Всемирной организации здравоохранения 
включен международный стандартный образец 
(МСО) содержания иммуноглобулинов G, A,  M4. 
МСО представляет собой лиофилизированную 
сыворотку крови человека, разлитую в ампу-
лы по 1 мл, аттестованную весовым методом 
и методом радиальной иммунодиффузии. Уста-
новлено, что 1 единица активности IgА в МСО 
соответствует 14,2 мкг IgA (12,1–16,6 мкг) при до-

https://doi.org/10.30895/2221-996X-2023-23-3-1-443-451
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2023-23-3-1-443-451
https://nibsc.org/documents/ifu/67-086.pdf
https://nibsc.org/documents/ifu/67-086.pdf
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верительной вероятности  95%; активность IgA 
составляет 100 единиц на ампулу МСО (1 мл). 
МСО рекомендовано использовать при опреде-
лении содержания примеси IgA в лекарствен-
ных препаратах иммуноглобулинов человека 
методом радиальной иммунодиффузии, а также 
для аттестации вторичных СО. Следует отметить, 
что МСО не аттестован для количественного 
определения содержания примеси IgA с исполь-
зованием методов кинетической нефелометрии 
и ИФА, широко применяемых отечественными 
и зарубежными производителями препаратов 
иммуноглобулинов человека.

Производители препаратов иммуноглобулинов 
при использовании методов кинетической нефе-
лометрии и ИФА для оценки содержания примеси 
IgA применяют СО предприятий, аттестованные 
по отношению к МСО, или контрольные/калибро-
вочные образцы, входящие в состав иммунохими-
ческих наборов реактивов/реагентов для опреде-
ления концентрации IgA в сыворотке/плазме крови 
и цереброспинальной жидкости человека.

В настоящее время отсутствует националь-
ный СО содержания IgA в препаратах иммуно-
глобулинов человека, аттестованный в соот-
ветствии с тремя фармакопейными методами 
(метод радиальной иммунодиффузии, метод ки-
нетической нефелометрии и ИФА). Отсутствие 
единого стандарта не только не позволяет сопо-
ставить результаты, полученные разными мето-
дами, но и может стать причиной некорректной 
оценки содержания нежелательной примеси IgA 
в препаратах иммуноглобулинов человека.

В период с 2018 по 2022 г. в ФГБУ «Науч-
ный центр экспертизы средств медицинско-
го применения» Минздрава России проводи-
лись исследования по разработке и аттестации 
фармакопейного стандартного образца (ФСО) — 
«Стандартный образец содержания иммуногло-
булинов класса А (IgA)».

Цель работы — определить порядок разра-
ботки, аттестации и применения фармакопейно-
го стандартного образца (ФСО) содержания IgA 
в лекарственных препаратах иммуноглобулинов 
человека.

Материалы и методы
Материалы

Исследуемые образцы кандидата в ФСО со-
держания IgA изготавливали с использовани-

5	 ФС.3.3.2.0001.19 Плазма человека для фракционирования. Государственная фармакопея Российской Федерации. 
ХIV изд.; 2018 (введена взамен ФС.3.3.2.0001.18 «Плазма человека для фракционирования» приказом Министерства 
здравоохранения Российской Федерации № 185 от 29.03.2019 «Об утверждении общей фармакопейной статьи и фарма-
копейной статьи»).

6	 ОФС.1.8.2.0012.18 Количественное определение содержания иммуноглобулинов классов А, М и G в препаратах иммуно-
глобулинов человека. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

ем субстанции «Плазма человека для фракци-
онирования», соответствующей требованиям 
ГФ РФ5, в ФГБУН «Кировский научно-исследова-
тельский институт гематологии и переливания 
крови Федерального медико-биологического 
агентства» в четыре этапа:

–– объединение индивидуальных единиц суб-
станции «Плазма человека для фракциони-
рования» (не менее 1000 единиц) в произ-
водственный пул (загрузку) в соответствии 
с промышленным регламентом производства 
иммуноглобулина человека нормального, рас-
твора для внутривенного введения;

–– отбор требуемого объема плазмы человека 
для фракционирования из производственно-
го пула;

–– добавление к объему материала для изготов-
ления ФСО 1% раствора CaCl2 с последующим 
центрифугированием с целью получения сы-
воротки крови человека;

–– стерилизующая фильтрация в соответствии 
с промышленным регламентом и розлив сы-
воротки крови человека в асептических усло-
виях во флаконы для лекарственных средств 
по 2,0 мл без добавления стабилизаторов 
и консервантов с последующей укупоркой.

Оборудование
Для проведения аттестации использовали 

следующее оборудование с действительным 
на момент испытаний свидетельством о по-
верке: дозаторы механические одноканальные 
100–1000 мкл и 20–200 мкл (Eppendorf AG, Гер-
мания); СО2-инкубатор MCO-15АС (Sanyo Electric 
Co, Япония); анализатор специфических белков 
Immage 800 (Beckman Coulter, США); анализа-
тор иммунологический Multiskan GO (Thermo 
Fisher Scientific, Финляндия); весы электронные 
Adventurer AR5120 (OHAUS Corporation, Швейца-
рия); баня водяная ED-19М (Julabo Labortechnik 
GmbH, Германия); холодильник LKv 3912 
(Liebherr-Hausgeraete Lienz, Австрия).

Методы
Аттестацию кандидата в ФСО содержания 

IgA проводили методами кинетической не-
фелометрии, радиальной иммунодиффузии 
по Манчини и ИФА в соответствии с требо-
ваниями ОФС.1.8.2.0012.186. Для аттестации 
кандидата в ФСО использовали многократное 
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сравнительное испытание с МСО содержания 
иммуноглобулинов G, A, M (WHO International 
Standard Immunoglobulins G, A and M, Human 
Serum. NIBSC code: 67/0867). Установление зна-
чений аттестуемой характеристики кандидата 
в ФСО проводили по результатам, полученным 
в одной лаборатории с привлечением двух ана-
литиков (I и II) в течение 10 сут. Аналитики I и II 
использовали один флакон с кандидатом в ФСО 
и аликвоту из одной ампулы МСО при проведе-
нии аттестации каждым из трех методов.

Аттестуемой характеристикой ФСО являлось 
содержание IgA, выраженное в мг/мл.

Определение аттестуемой характеристики 
(содержание IgA) в сериях кандидата в ФСО.

Определение содержания IgA методом кине-
тической нефелометрии. Для определения со-
держания IgA использовали диагностические 
наборы реагентов для кинетической нефеломе-
трии (Beckman Coulter, США). В день проведения 
аттестации наборы реагентов извлекали из хо-
лодильника (2–8 °С) и выдерживали при ком-
натной температуре не менее 30 мин. Далее 
готовили по два независимых разведения ФСО 
и МСО путем добавления к 1 мл ФСО и МСО 9 мл 
растворителя 1, входящего в состав набора. По-
следующие этапы метода воспроизводили в со-
ответствии с инструкцией производителя набо-
ра реагентов.

Определение содержания IgA методом ради-
альной иммунодиффузии. Для определения со-
держания IgA использовали диагностические 
наборы реагентов для радиальной иммунодиф-
фузии: «Набор реагентов Моно-РИД-G, A, M. Сы-
воротки диагностические моноспецифические 
против IgG(Н), IgA(Н), IgM(Н) человека сухие» 
(АО  «НПО  «Микроген», Россия). В день прове-
дения аттестации наборы реагентов извлека-
ли из холодильника (2–8 °С) и выдерживали 
при комнатной температуре не менее 30 мин.

В работе использовали следующие вспо-
могательные реактивы и реагенты: 0,9  % 
раствор NaCl (ООО НПП «ПанЭко», Россия); 
«КлиниТест-ЭФ  П  Амидо» краситель ами-
до черный 10Б («ЭКОсервис НПЦ», Россия); 
«КлиниТест-ЭФ ПР» промывающий раствор 
для электрофореза («ЭКОсервис НПЦ», Россия); 
агар (Noble agar, Difco, Becton Dickinson).

В день проведения аттестации готовили 2% 
раствор агара. Для этого навеску (2 г) агара вно-
сили в колбу с 100 мл 0,9% раствором NaCl, пере-
мешивали и оставляли для набухания при ком-
натной температуре на 30 мин, затем помещали 
колбу на водяную баню и нагревали до полного 

7	  https://nibsc.org/documents/ifu/67-086.pdf

расплавления агара и получения прозрачно-
го однородного раствора, не содержащего ви-
димых включений. Далее содержимое ампулы 
с сывороткой против IgA(H) из набора реаген-
тов растворяли в 1 мл воды и добавляли 0,9% 
раствор NaCl, доводя концентрацию до уровня, 
превышающую в 2 раза титр, указанный на ам-
пуле (титр 1:28 — 1 мл антисыворотки и 13 мл 
раствора 0,9% NaCl). Пробирку с разведенной 
антисывороткой нагревали на водяной бане 
при температуре 53±3 °С в течение 30 мин 
и смешивали с расплавленным агаровым гелем 
(пробирку с агаром предварительно охлаждали; 
агар не должен застыть) в равных количествах 
до получения слоя агара высотой 1 мм (7,5 мл ан-
тисыворотки + 7,5 мл агара). Далее содержимое 
ампулы МСО растворяли в 1 мл воды и готовили 
в двух повторностях серию последовательных 
разведений МСО и ФСО в 2, 4 и 8 раз с помощью 
0,9% раствора NaCl. Последующие этапы метода 
воспроизводили в соответствии с инструкцией 
производителя набора реагентов.

Определение содержания IgA методом иммуно-
ферментного анализа. Для определения содержа-
ния IgA использовали диагностические наборы 
реагентов для иммуноферментного определе-
ния концентрации IgA — «IgA общий-ИФА-БЕСТ» 
(АО «Вектор-Бест», Россия). В день проведения 
испытаний наборы реагентов извлекали из хо-
лодильника (2–8 °С) и выдерживали при комнат-
ной температуре не менее 30 мин.

В день проведения аттестации проводили 
подготовку рабочего раствора для разведе-
ния сывороток (РРС) и промывочного раствора 
в соответствии с инструкцией по применению 
набора реагентов. Далее готовили в двух по-
вторностях серию последовательных разведе-
ний ФСО и МСО: в 1000, 2000, 4000 и 8000 раз 
(в качестве раствора для разведения использо-
вали РРС, входящий в состав набора реагентов). 
Затем в лунки 96-луночного планшета вносили 
по 20 мкл приготовленных разведений ФСО 
и МСО и по 100 мкл РРС. Последующие этапы 
метода проводили в соответствии с инструкци-
ей по применению набора реагентов.

Определение содержания примеси IgA в парен-
теральных лекарственных препаратах иммуно-
глобулинов человека. Определение содержания 
примеси IgA проводили методами радиальной 
иммунодиффузии и ИФА с использованием ФСО 
содержания IgA. В испытании применяли сле-
дующие образцы отечественных коммерчески 
доступных препаратов иммуноглобулинов чело-
века различных производителей:

https://nibsc.org/documents/ifu/67-086.pdf
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–– № 1 и 2 — образцы препарата иммуноглобули-
на человека для внутримышечного введения;

–– № 3–5 — образцы препарата иммуноглобули-
на человека для внутривенного введения;

–– № 6 и 7 — образцы препарата иммуноглобу-
лина человека для подкожного введения.
Для проведения испытания с использова-

нием метода радиальной иммунодиффузии 
готовили в двух повторностях три последо-
вательных разведения ФСО в 2, 4, 8 раз с по-
мощью 0,9% раствора NaCl. Проводили подго-
товку предварительных разведений образцов 
№ 1 и 2 в 10 раз с применением 0,9% раствора 
NaCl (в трех повторностях). Образцы № 3–7 вно-
сили без предварительного разведения в трех 
повторностях.

Для проведения испытания с использовани-
ем метода ИФА готовили РРС и промывочный 
раствор в соответствии с инструкцией по при-
менению набора реагентов для ИФА определе-
ния IgA. Далее проводили подготовку серии по-
следовательных разведений ФСО в 1000, 2000, 
4000, 8000 раз двух повторностях (в качестве 
раствора для разведения использовали РРС, 
входящий в состав набора реагентов). Готовили 
серию последовательных разведений образцов 
№ 1–7 — в 1000, 2000, 4000, 8000 раз в двух по-
вторностях (в качестве раствора для разведения 
использовали РРС).

Исследование стабильности ФСО. Исследова-
ни е стабильности ФСО по показателю «Содер-
жание IgА» проводили методом естественного 
старения в соответствии с ОФС.1.1.0007.188.

Статистическая обработка результатов. 
Использовали методы описательной стати-
стики и дисперсионного анализа в програм-
мах Microsoft Office Excel (Microsoft, США) 
и Statistica 10.0 (StatSoft Inc., США), рассчитывая 
среднеарифметическое значение (Хср) при n=60, 
стандартное отклонение (S ), относительное 
стандартное отклонение, расширенную нео-
пределенность аттестованного значения  (U): 
для количественного определения (U=2S ) 
и для внутрилабораторного контроля качества 
аналитических работ (U=3S ). Значимость стати-
стических гипотез проверяли при уровне дове-
рительной вероятности 95% (принятый уровень 
значимости р=0,05) [3]9.

В качестве аттестованного значения содер-
жания IgA принимали среднее значение Xср 
по результатам определения IgA методами ки-

8	 ОФС.1.1.0007.18 Стандартные образцы. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
9	 ГОСТ Р ИСО 21748-2021. Статистические методы. Руководство по использованию оценок повторяемости, воспроизводи-

мости и правильности при оценке неопределенности измерений. 
10	 ОФС.1.1.0007.18 Стандартные образцы. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.

нетической нефелометрии, радиальной имму-
нодиффузии и ИФА (n=60).

Результаты и обсуждение
В соответствии с программой аттестации10 

кандидат в ФСО содержания IgA, представля-
ющий собой стерильную сыворотку крови че-
ловека во флаконах по 2 мл без консервантов 
и стабилизаторов, был аттестован фармакопей-
ными методами: кинетической нефелометрии, 
радиальной иммунодиффузии и ИФА. Результа-
ты аттестации кандидата в ФСО содержания IgА 
представлены в таблице 1.

Результаты проведения статистического ана-
лиза при определении содержания IgA двумя 
аналитиками позволили сделать вывод об отсут-
ствии значимых различий между дисперсиями 
сравниваемых выборок: значения F-критерия, 
рассчитанные по экспериментальным данным 
(1,2 — для метода кинетической нефелометрии; 
2,25 — для метода радиальной иммунодиф-
фузии; 1,34 — для метода ИФА), не превыша-
ют критическую величину Fкр=4,41 при уровне 
значимости α=0,05 и числе степеней свободы: 
внутригрупповом n=18, межгрупповом m=1. Вы-
явлено отсутствие значимых различий между 
средними значениями сравниваемых выборок: 
значения t-критерия, рассчитанные по экспе-
риментальным данным (0,01 — для метода ки-
нетической нефелометрии; 0,22 — для метода 
радиальной иммунодиффузии; 0,39 — для мето-
да ИФА), не превышают критическую величину 
tкр=2,01 при уровне значимости α=0,05 и числе 
степеней свободы n=18.

Учитывая отсутствие статистической значи-
мости различий результатов, полученных двумя 
операторами, значение аттестованной характе-
ристики рассчитывали с использованием всех 
полученных данных. Значение аттестованной 
характеристики ФСО (содержание IgA) состави-
ло 1,98 мг/мл. Расширенная неопределенность 
(U) аттестованного значения ФСО, рассчитанная 
как 2S, составила 0,44 мг/мл (коэффициент ох-
вата k=2, уровень доверия 95%). ФСО с данной 
аттестованной характеристикой может быть ис-
пользован для количественного определения 
содержания примеси IgA в препаратах имму-
ноглобулинов человека методами радиальной 
иммунодиффузии и ИФА [4]. Для метода кинети-
ческой нефелометрии ФСО может быть исполь-
зован только как внутрилабораторный контроль 
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Таблица 1. Результаты аттестации кандидата в фармакопейный стандартный образец содержания IgA методами кинетиче-
ской нефелометрии (КН), радиальной иммунодиффузии (РИД) и иммуноферментного анализа (ИФА)
Table 1. Certification results for the candidate pharmacopoeial standard for the content of IgA tested by kinetic nephelometry (KN), 
radial immunodiffusion (RID), and enzyme immunoassay (ELISA)

Статистический параметр
Statistical parameter

Результаты статистического анализа при определении содержания IgA 
методом

Statistical analysis results for IgA quantification by

КН
KN

РИД
RID

ИФА
ELISA

Анали-
тик I

Analyst I

Анали-
тик II

Analyst II

Анали-
тик I

Analyst I

Анали-
тик II

Analyst II

Анали-
тик I

Analyst I

Анали-
тик II

Analyst II

Среднее значение содержания IgA ± стандартное 
отклонение, мг/мл (n=10)
Mean IgA content ± standard deviation, mg/mL (n=10)

2,13±0,12 2,13±0,13 1,96±0,13 1,98±0,19 1,80±0,27 1,85±0,24

Среднее арифметическое значение содержания 
IgA, мг/мл (n=20)
Mean IgA content, mg/mL (n=20)

2,13 1,97 1,82

Стандартное отклонение, мг/мл (n=20)
Standard deviation, mg/mL (n=20) 0,12 0,16 0,25

Относительное стандартное отклонение, %
Relative standard deviation, % 5,63 8,17 13,66

Критерий Фишера
Fкр=4,41 при уровне значимости α=0,05, числе 
степеней свободы: внутригрупповом n=18, 
межгрупповом m=1
Fisher’s test
Reference value, Fcr=4.41; significance level, α=0.05; 
number of degrees of freedom, n=18 (intragroup) and 
m=1 (intergroup) 

Различие статисти-
чески незначимо
F=1,2 < Fкр
Difference is not 
statistically significant
F=1.2 < Fcr

Различие статистиче-
ски незначимо
F=2,25 < Fкр
Difference is not 
statistically significant
F=2.25 < Fcr

Различие статистиче-
ски незначимо
F=1,34 < Fкр
Difference is not 
statistically significant
F=1.34 < Fcr

Критерий Стьюдента
tкр=2,01 при уровне значимости α=0,05, числе 
степеней свободы n=18
Student’s t-test
Reference value, tcr=2.01; significance level, α=0.05; 
number of degrees of freedom, n=18

Различие статисти-
чески незначимо
t=0,01 < tкр
Difference is not 
statistically significant
t=0.01 < tcr

Различие статистиче-
ски незначимо
t=0,22 < tкр
Difference is not 
statistically significant
t=0.22 < tcr

Различие статистиче-
ски незначимо
t=0,39 < tкр
Difference is not 
statistically significant
t=0.39 < tcr

Общее среднее арифметическое значение 
результатов определения содержания IgA, мг/ мл 
(n=60)
Аттестованное значение
Total mean IgA content, mg/mL (n=60)
Сertified value

1,98

Общее стандартное отклонение, мг/мл (S ) (n=60)
Total standard deviation, mg/mL (S) (n=60) 0,22

Относительное стандартное отклонение, %
Relative standard deviation, % 11,23

Расширенная неопределенность значения атте-
стованной характеристики для количественного 
определения, U=2S, мг/мл (диапазон аттестован-
ного значения)
Expanded uncertainty for the certified parameter for 
IgA impurity quantification, U=2S, mg/mL (certified 
value range)

0,44 (1,54–2,42) 

Расширенная неопределенность значения атте-
стованной характеристики для внутрилабора-
торного контроля качества аналитических работ, 
U=3S, мг/мл (диапазон аттестованного значения)
Expanded uncertainty for the certified parameter 
for intralaboratory quality control of IgA impurity 
quantification, U=3S, mg/mL (certified value range)

0,67 (1,31–2,64)

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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качества, так как в этом случае исследования 
проводят с помощью автоматизированных ана-
литических систем, уже имеющих калибровоч-
ную систему и соответствующие статистические 
программы расчета.

Проведена оценка содержания примеси IgА 
в образцах лекарственных препаратов имму-
ноглобулинов человека для внутримышечного, 
внутривенного и подкожного введения метода-
ми радиальной иммунодиффузии и ИФА с ис-
пользованием ФСО содержания IgА (табл. 2).

ФСО содержания IgА может быть использо-
ван для оценки внутрилабораторного качества 
аналитических работ при проведении испыта-
ний по оценке содержания примеси IgA в пре-
паратах иммуноглобулинов человека методами 
кинетической нефелометрии, радиальной им-
мунодиффузии и иммуноферментного анали-
за  [4]. При этом значение аттестованной харак-
теристики выражают как допустимый диапазон 
значений — от 1,31 до 2,64 мг/мл (расширенная 
неопределенность 0,67  мг/мл; коэффициент ох-
вата k=3; уровень доверия 99%).

При изучении стабильности трех серий кан-
дидата в ФСО в режиме реального времени 
методом естественного старения в условиях 
хранения при температуре от 2 до 8 °С в защи-
щенном от света месте установлено, что срок 
годности ФСО содержания IgА составляет 1 год.

По результатам проведенных исследований 
ФСО содержания IgА включен в реестр ФСО 
ГФ РФ под названием «Стандартный образец 
содержания иммуноглобулинов класса А (IgA)» 
и реестровым номером ФСО 3.1.0045411. ФСО 
предназначен для стандартизации методов 
оценки содержания примеси IgA в парентераль-
ных лекарственных препаратах иммуноглобули-
нов человека.

Заключение
Разработан и аттестован ФСО 3.1.00454 «Стан-

дартный образец содержания иммуноглобули-
нов класса А (IgA)», предназначенный для коли-
чественного определения содержания примеси 

11	 https://www.regmed.ru/produkt-n-service/fso/fso-registry/fso-of-biological-origin/

IgA в препаратах иммуноглобулинов человека 
методами радиальной иммунодиффузии и имму-
ноферментного анализа, а также для внутрила-
бораторного контроля качества аналитических 
работ при проведении испытаний по оценке 
содержания примеси IgA в препаратах иммуно-
глобулинов человека методами кинетической 
нефелометрии, радиальной иммунодиффузии 
и иммуноферментного анализа.

Результаты проведенных исследований по-
зволили рекомендовать применение разрабо-
танного стандартного образца в проекте об-
щей фармакопейной статьи Государственной 
фармакопеи Российской Федерации «Количе-
ственное определение содержания иммуногло-
булинов классов G, М и А в препаратах имму-
ноглобулина человека» (взамен действующей 
ОФС.1.8.2.0012.18).
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Резюме	 Актуальность. Исследование неопределенности результатов измерений, проводимых 
испытательными лабораториями, предусмотрено ГОСТ ISO/IEC 17025-2019. Оценивание 
неопределенности методик испытаний биологических лекарственных препаратов пред-
ставляет собой сложную задачу, требующую особого подхода и значительных временных 
и трудовых ресурсов. Актуальной является оценка неопределенности измерений на при-
мере методики определения потери в массе при высушивании биологических лекарствен-
ных препаратов, поскольку в процессе ее реализации анализируется именно результат 
измерения (взвешивания) физической величины — массы.
Цель. Оценить неопределенность результатов измерений при определении потери в мас-
се при высушивании биологических лекарственных препаратов.
Материалы и методы. Субстанция-порошок для изготовления бифидосодержащего пре-
парата (исследуемый образец). Испытание проводили в соответствии с требованиями 
Государственной фармакопеи Российской Федерации ОФС.1.2.1.0010.15. Статистическую 
обработку результатов выполняли с использованием программы Microsoft Exсel. Расчет 
неопределенности проводили двумя способами: при помощи подхода «снизу вверх» 
и с использованием доверительного интервала.
Результаты. Идентифицированы составляющие неопределенности, влияющие на резуль-
тат измерения потери в массе при высушивании. Расширенная неопределенность, рассчи-
танная с использованием подхода «снизу вверх», составила 0,34% (коэффициент охвата 
k=2, уровень доверия приблизительно 95%), при этом наибольший вклад вносит неопре-
деленность измерения массы бюкса после высушивания образца — 0,147%; наименьший 
вклад — неопределенность измерения массы пустого бюкса — 0,003%. Неопределенность 
двух параллельных измерений, рассчитанная с помощью доверительного интервала, со-
ставила 0,32%.
Выводы. Два подхода к расчету неопределенности результатов измерений потери в мас-
се при высушивании дают сопоставимые результаты. Анализ бюджета неопределенности 
выявил, что наибольший вклад в результат испытания вносит неопределенность измере-
ния массы бюкса после высушивания образца, что требует тщательного контроля условий 
пробоподготовки. Для оценки неопределенности может быть использован способ расчета 
с помощью доверительного интервала. Методология анализа методики потери в массе 
при высушивании с точки зрения выявления факторов, влияющих на результат испытания, 
и представленные способы расчета неопределенности могут быть полезны специалистам 
испытательных лабораторий.

Ключевые слова:	 потеря в массе при высушивании; неопределенность результатов измерений; бюджет не-
определенности; биологические лекарственные препараты
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Abstract	 Scientific relevance. GOST ISO/IEC 17025-2019 requires testing laboratories to evaluate the 
measurement uncertainty of their results. Estimating the uncertainty of analytical methods 
intended for biologicals is a challenging task that requires time, effort, and a special approach. 
Measurement uncertainty estimation is of particular interest in the case of measuring loss on 
drying (LOD) for biologicals, since LOD testing procedures involve analysing measurements of 
a physical value, i.e. mass.
Aim. This study aimed to estimate the measurement uncertainty of LOD determination in bio-
logical medicinal products.
Materials and methods. The study examined a powdered active substance intended for a Bifido-
bacterium product (test sample). The authors conducted the LOD test in accordance with the 
State Pharmacopoeia of the Russian Federation (OFS.1.2.1.0010.15). Statistical processing of the 
results was performed using Microsoft Excel. To estimate the measurement uncertainty, the au-
thors employed the bottom-up approach or used the standard deviation from testing results.
Results. The authors identified the uncertainty components that affected the LOD determina-
tion results. When calculated using the bottom-up approach, the expanded uncertainty was 
0.34% (coverage factor, k=2; approximate confidence level, 95%). In particular, the largest con-
tributor to the expanded uncertainty was the uncertainty of measuring the mass of weighing 
bottles containing dried test samples (0.147%), whereas the smallest contributor was the un-
certainty of weighing empty bottles (0.003%). When calculated using the standard deviation, 
the uncertainty of two parallel measurements amounted to 0.32%.
Conclusions. Both approaches to calculating LOD measurement uncertainty yield comparable 
results. According to the uncertainty budget analysis, the uncertainty of measuring the mass 
of weighing bottles with dried test samples is the major contributor to the test result. For 
this reason, the conditions of sample preparation should be carefully controlled. The study 
results confirm that the LOD measurement uncertainty can be calculated using the standard 
deviation. Testing laboratory teams may benefit from the methods for identifying the factors 
influencing LOD test results and the methods for calculating the uncertainty of measurement 
described in this study.
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Введение
В соответствии с требованиями межгосудар-

ственного стандарта ГОСТ ISO/IEC 17025-20191 
лаборатория, проводящая испытания, должна 
осуществлять оценку неопределенности изме-
рений. Неопределенность является характери-
стикой качества результата измерения. Сведе-
ния о неопределенности необходимы для того, 
чтобы оценить достоверность полученного ре-
зультата в соответствии с предъявляемыми тре-
бованиями2 и иметь возможность сопоставить 
его с результатами, полученными в других ла-
бораториях.

В ряде документов Департамента по вопро-
сам стандартизации биологических препаратов, 
сети официальных лабораторий по контролю 
лекарственных средств и здравоохранения (De-
partment of Biological Standardisation, Network 
of Official Medicines Control Laboratories, and 
Healthcare, DBO) Европейского директората 
по качеству лекарственных средств и здраво-
охранения (European Directorate for the Quality 
of Medicines, Council of Europe, EDQM) описано 
несколько подходов к оценке неопределенно-
сти результатов измерений при количествен-
ных испытаниях, проводимых в официальных 
лабораториях по контролю качества лекар-
ственных средств 3.

Подход «снизу вверх» («пошаговый», bottom-
up) предполагает проведение оценки всех 
факторов неопределенности, возникающих 
в результате влияния каждого отдельно взятого 
источника. Неопределенность измерений, оце-
ниваемую с помощью стандартного отклонения 
параллельных измерений, называют стандарт-
ной (u). Для оценки разброса значений, который 
может быть приписан измеряемой величине 
с определенной долей вероятности (уровнем 
доверия), вычисляют суммарную (uс) и/или рас-
ширенную неопределенность (U).

Оценивание неопределенности методик ис-
пытаний биологических лекарственных препа-
ратов (БЛП) представляет собой сложную зада-
чу, требующую особого подхода и значительных 
временных и трудовых ресурсов [1]. При реали-
зации большинства биологических и аналитиче-
ских методик, применяемых при контроле БЛП, 
аналитики имеют дело с результатом испытания, 

1	 ГОСТ ISO/IEC 17025-2019. Общие требования к компетентности испытательных и калибровочных лабораторий.
2	 Там же.
3	 Evaluation of measurement uncertainty. Core document (PA/PH/OMCL (18) 145 R1 CORR). EDQM; 2020.
4	 ОФС.1.2.1.0010.15 Потеря в массе при высушивании. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. 

М.; 2018.
5	 Там же.
6	 Там же.

а не прямого измерения конкретной величины, 
что осложняет применение традиционных ме-
трологических подходов как при оценке пока-
зателей точности методик, так и при оценке их 
неопределенности [2].

Методика определения потери в массе 
при высушивании была использована в каче-
стве модели для оценки неопределенности, так 
как в процессе ее реализации аналитик имеет 
дело именно с результатом измерения (взвеши-
вания) физической величины — массы.

Физические методики оценки остаточ-
ной влажности (показатель качества «Поте-
ря в массе при высушивании») в лиофилизи-
рованных БЛП широко применяются из-за 
простоты их выполнения, универсальности, 
отсутствия необходимости использования 
сложного оборудования. В основе данных ме-
тодик лежит разница давления над поверх-
ностью образца, которое должно превышать 
парциальное давление паров воды окружа-
ющей среды, что достигается высушиванием 
пробы при высоких температурах (напри-
мер4, при 100–105  °С). Парциальное давле-
ние можно изменить физическим способом, 
создавая вакуум, или химически, используя 
влагопоглотители, например оксид фосфора. 
В Государственной фармакопее Российской 
Федерации (ГФ РФ)5 приведены все вышепе-
речисленные методики для определения по-
тери в массе при высушивании лекарственных 
препаратов. Испытания проводят при раз-
ных температурах и давлении в зависимости 
от типа образцов.

Однако описанная в ГФ РФ методика остав-
ляет вне внимания ряд важных аспектов про-
боподготовки, связанных с проведением ис-
пытаний по потере в массе при высушивании, 
которые необходимо учесть для получения до-
стоверных результатов.
1. Высота слоя навески образца. Высота слоя 

влияет на скорость процесса высушива-
ния образца при одинаковой массе навески. 
При фиксированном времени высушивания 
разница в высоте слоя будет оказывать вли-
яние на результаты измерений. Косвенно 
толщина слоя лимитируется диаметром бюк-
са и массой навески6. Возможным решени-
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ем является уточнение методики, аналогич-
но описанию методики в Фармакопее США7, 
где указывается, что образец должен быть 
равномерно распределен в бюксе и высота 
слоя не должна превышать 5 мм (или 10 мм 
для рыхлых веществ).

2. Размер частиц в навеске образца. В ГФ РФ 
отсутствуют рекомендации относительно 
размера частиц при формировании навески 
образца, хотя размер частиц может непо-
средственно влиять на скорость и полноту 
процесса высушивания. В Фармакопее США8 
рекомендуемый диаметр частиц составляет 
примерно 2 мм.

3. Гигроскопичность образца. Лиофилизирован-
ные препараты обладают гигроскопичностью. 
Скорость абсорбции влаги из окружающей 
среды зависит от влажности окружающего 
воздуха и времени взаимодействия. Наилуч-
шим способом выполнения методики являет-
ся быстрое формирование навески в специ-
альном боксе с сухим воздухом [3].
Влияние на неопределенность результатов 

испытаний таких факторов, как гигроскопич-
ность, высота слоя образца, размер частиц в на-
веске, в данной работе не оценивали. Прове-
дение валидационных исследований позволит 
инициировать внесение в ГФ РФ изменений, ка-
сающихся подготовки образцов.

При проведении весового анализа требует-
ся строгое выполнение правил взвешивания 
пробы, а также соблюдения определенных ус-
ловий окружающей среды9 для максимального 
исключения неконтролируемых факторов. К ос-
новным условиям относят температуру образца 
(необходимо выдерживание образца при ком-
натной температуре) и влажность (при низкой 
влажности возможно накопление электроста-
тического заряда [4]; при высокой влажности 
гигроскопичные образцы будут набирать влагу). 
В отношении пробы, подвергающейся анали-

7	 USP 41–NF36 <731> Loss on drying.
8	 Там же.
9	 Правила надлежащей производственной практики Евразийского экономического союза (утв. Решением Совета Евразий-

ской экономической комиссии № 77 от 03.11.2016).
10	 ОФС.1.1.0013.15 Статистическая обработка результатов химического эксперимента. Государственная фармакопея Рос-

сийской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
11	 ГОСТ Р ИСО 21748-2021. Статистические методы. Руководство по использованию оценок повторяемости, воспроизводи-

мости и правильности при оценке неопределенности измерений.
ГОСТ 34100.3-2017/ISO/IEC Guide 98-3:2008. Неопределенность измерения. Часть 3. Руководство по выражению неопре-
деленности измерения.

12	 Evaluation of measurement uncertainty. Annex 1: Estimation of measurement uncertainty of using bottom-up approach. 
Annex 1.1: Estimation of measurement uncertainty of concentration of solutions prepared in laboratory (PA/PH/OMCL (18) 
146 R1 CORR). EDQM; 2020.

13	 ГОСТ 34100.3-2017/ISO/IEC Guide 98-3:2008. Неопределенность измерения. Часть 3. Руководство по выражению неопре-
деленности измерения.

зу, важна ее физическая однородность, высота 
слоя в бюксе.

Анализ данных литературы показал отсут-
ствие единого документа, в соответствии с тре-
бованиями которого можно было бы провести 
оценку неопределенности результатов испы-
таний лекарственного средства. Описанный 
в ГФ  РФ10 подход к оценке неопределенности 
аналитической методики носит общий харак-
тер. Способы расчета неопределенности, при-
веденные в ГОСТ11, не учитывают особенности 
проведений испытаний лекарственных средств. 
Тем не менее расчет неопределенности в на-
стоящем исследовании был выполнен согласно 
ГОСТ 34100.3-2017, принимая во внимание при-
меры, приведенные в документе EDQM12.

Согласно ГОСТ 34100.3-201713 в общем случае 
процедура оценки неопределенности состоит 
из следующих этапов.

–– Этап 1 — установление измеряемой величины.
–– Этап 2 — идентификация источников неопре-
деленности и составление бюджета неопре-
деленности.

–– Этап 3 — количественная оценка составляю-
щих неопределенности.

–– Этап 4 — расчет суммарной стандартной не-
определенности (uc), который проводится 
путем суммирования всех компонентов нео-
пределенности (ui), выраженных в виде стан-
дартных отклонений. В случае независимых 
результатов, когда отсутствует корреляция 
величин, суммирование проводится с учетом 
весовых коэффициентов (коэффициенты чув-
ствительности ci) вклада каждой неопреде-
ленности согласно формуле (1):

 
uс = с2

i × u2
i

i = 1

N

 . (1)

Математически коэффициенты чувствитель-
ности являются первыми производными 
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функции измерения от входящих величин14 
и определяют зависимость результата изме-
рения от изменения этих величин.

–– Этап 5 — расчет расширенной неопределен-
ности. Вычисление расширенной неопреде-
ленности требуется для определения интер-
вала вокруг результата измерения, в который, 
как ожидается, попадает большая часть зна-
чений, приписанных измеряемой величине. 
Расчет расширенной неопределенности (U) 
проводится путем умножения суммарной не-
определенности (uс) на выбранный коэффици-
ент охвата (k) по формуле (2):

 U = k × uc
 . (2)

Коэффициент охвата обычно принимает 
значение от 2 до 3 для уровня доверия 
приблизительно 95 и 99%15 соответственно.

–– Этап 6 — анализ вклада различных источни-
ков неопределенности. Значимый вклад в об-
щую неопределенность вносят только некото-
рые компоненты.

–– Этап 7 — представление результата (в виде 
стандартной или расширенной неопределен-
ности). При записи результата в форме x±U 
указывается, какая именно неопределенность 
(расширенная или стандартная) приводится 
после знака «±». В случае расчета расширен-
ной неопределенности обязательно указыва-
ют значение коэффициента охвата k и уровня 
доверия, представляя результат в виде: x±U 
(единицы) для k (значение, например, k=2) 
и уровня доверия (значение, например, при-
близительно 95%).
В настоящей работе авторами рассмотрены 

два примера расчета неопределенности ре-
зультатов определения потери в массе при вы-
сушивании: с помощью подхода «снизу вверх»16 
и с помощью доверительного интервала17.

Цель работы — оценить неопределенность 
результатов измерений при определении поте-
ри в массе при высушивании биологических ле-
карственных препаратов.

14	 Там же.
15	 Там же.
16	 Evaluation of measurement uncertainty. Annex 1: Estimation of measurement uncertainty of using bottom-up approach (PA/

PH/OMCL (18) 146 R1 CORR). EDQM; 2020.
17	 Evaluation of measurement uncertainty. Annex 1: Estimation of measurement uncertainty of using bottom-up approach. 

Annex  3: Estimation of measurement uncertainty expressed as confidence interval using standard deviation from testing 
results (PA/PH/OMCL (18) 146 R1 CORR). EDQM; 2020.
Evaluation of measurement uncertainty. Core document (PA/PH/OMCL (18) 145 R1 CORR). EDQM; 2020.

18	 ГОСТ 24104-2001. Весы лабораторные. Общие технические требования.
19	 ОФС.1.2.1.0010.15 Потеря в массе при высушивании. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 

2018.
20	 Там же.

Материалы и методы
Материалы

Субстанция-порошок для изготовления бифи-
досодержащего препарата отечественного про-
изводителя (испытуемый образец).

Оборудование
Взвешивание проводили на весах аналитиче-

ских BP 221S (ООО «Сартогосм», Россия), класс 
точности по ГОСТ 24104-200118 — специаль-
ный. Предел погрешности взвешивания, ука-
занный в паспорте на весы, составляет ±0,4 мг 
(θ=±0,0004 г) при измерении до 50 г.

Методы
Определение потери в массе при высушивании. 

Испытания проводили согласно требованиям ГФ 
РФ ОФС.1.2.1.0010.15 (способ 1)19.

Статистическая обработка результатов. С ис-
пользованием программы Microsoft Exсel рас-
считывали общепринятые показатели описа-
тельной статистики [5]: среднеарифметическое 
значение (Хср), стандартное отклонение (S ), до-
верительный интервал.

Результаты и обсуждение
Оценка неопределенности результатов 
испытаний по определению потери в массе при 
высушивании с использованием подхода «снизу 
вверх»

Расчет расширенной неопределенности ре-
зультатов испытаний по определению потери 
в массе при высушивании проводили на приме-
ре методики по способу 120.

Этап  1. Установление измеряемой величины.
Измеряемая величина — потеря в массе при вы-
сушивании. Единица измерения — процент, %. 
Количество навесок — 2.

Расчеты потери в массе при высушивании 
(X,%) проводили по формуле функции измере-
ния (3):

 
X =

m2- m3

m2- m1

× 100% , (3)
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где m1 — масса пустого бюкса, доведенного до по-
стоянной массы, г; m2 — масса бюкса с испытуемым 
образцом до высушивания, г; m3 — масса бюкса 
с испытуемым образцом после высушивания, г.

Первый день испытаний. Проводили высуши-
вание двух бюксов до постоянной массы. Бюксы 
высушивали в течение 2 ч в условиях проведе-
ния испытаний (105 °С) в сушильном шкафу. По-
сле высушивания бюксы помещали в эксикатор 
для охлаждения в течение 50 мин. После охлаж-
дения бюксы взвешивали на весах с точностью 
до 0,0001 г, а затем помещали в сушильный шкаф 
для высушивания в течение 60 мин. По истече-
нии 60 мин повторяли охлаждение и взвешива-
ние бюксов. Оценивали разность между резуль-
татами двух взвешиваний, которая не должна 
превышать 0,0005 г21. Результаты представлены 
в таблице 1.

Второй день испытаний. Проводили высу-
шивание испытуемого образца. В каждый бюкс 
вносили навеску испытуемого образца массой 
около 0,2 г. Взвешивали бюкс с навеской и по-
мещали в сушильный шкаф. Время первого вы-
сушивания — 2 ч, время охлаждения бюксов — 
50 мин, время второго высушивания — 60 мин. 
Результаты приведены в таблице 2.

Этап 2.  Идентификация источников неопре-
деленности. Проводили анализ процедуры ис-

21	 ОФС.1.1.0001.15 Правила пользования фармакопейными статьями. Государственная фармакопея Российской Федера-
ции. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.

22	 Evaluation of measurement uncertainty. Core document (PA/PH/OMCL (18) 145 R1 CORR). EDQM; 2020.
23	 ОФС.1.2.1.0010.15 Потеря в массе при высушивании. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 

2018.

пытаний. На рисунке 1 представлена диаграм-
ма причинно-следственных связей (диаграмма 
Исикавы22), отражающая факторы, которые 
могут сказаться на результатах измерений: по-
грешность весов и неточность доведения до по-
стоянной массы — на этапах определения массы 
пустого бюкса (m1) и массы с испытуемым веще-
ством после высушивания (m3); погрешность ве-
сов — на этапе взвешивания бюкса с навеской 
до высушивания (m2).

Этап 3. Количественная оценка составляю-
щих неопределенности.

Взвешивание пустого бюкса (m1). Перед прове-
дением испытаний бюксы доводили до постоян-
ной массы высушивания в условиях процедуры 
испытаний. Масса считается постоянной, если 
разность результатов двух последовательных 
взвешиваний не превышает 0,0005 г23. Нео-
пределенность доведения бюксов до постоян-
ной массы обусловлена неопределенностью 
при определении массы на весах u1(m1) и не-
четким определением постоянной массы u2(m1), 
которая может отличаться в пределах 0,0005 г: 
u(m1)=u1(m1)+u2(m1).

Оценивание стандартной неопределенности 
при определении массы пустого бюкса на ве-
сах проводили, используя данные производи-
теля средства измерений (паспортные данные 

Таблица 2. Результаты взвешиваний при определении потери в массе при высушивании испытуемого образца
Table 2. Weighing results obtained for weighing bottles with test samples during the determination of loss on drying

Номер бюкса
Weighing bottle

Масса бюкса с испы-
туемым образцом до 

высушивания, m2, г
Mass of a bottle with 

the test sample before 
drying, m2, g

Масса бюкса с испыту-
емым образцом после 
первого высушивания, 

m3.1, г
Mass of the bottle with 
the test sample after 
drying cycle 1, m3.1, g

Масса бюкса с испытуемым 
образцом после повторного 

высушивания, m3.2, г
Mass of the bottle with the 

test sample after drying cycle 
2 m3.2, g

Разница масс между 
первым и вторым высу-

шиванием,
∆m3.1- m3.2, г

Difference in mass after 
drying cycles 1 and 2,

∆m3.1- m3.2, g

1 8,3536 8,3505 8,3505 0,0000

2 8,4253 8,4223 8,4223 0,0000

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

Таблица 1. Результаты высушивания бюксов до постоянной массы
Table 1. Results of weighing bottle drying to constant mass

Номер бюкса
Weighing bottle

Масса пустого бюкса после пер-
вого высушивания, m1.1,г

Mass of an empty bottle after drying 
cycle 1, m1.1 , g

Масса пустого бюкса после вто-
рого высушивания, m1.2,г

Mass of the empty bottle after 
drying cycle 2, m1.2, g

Разница масс между первым 
и вторым высушиванием,

∆m1.1- m1.2, г
Difference in mass after drying cycles 

1 and 2,
∆m1.1- m1.2, g

1 8,1538 8,1538 0,0000

2 8,2252 8,2252 0,0000

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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весов). Значение погрешности взвешивания 
в документации приведено без указания уров-
ня доверия и типа распределения. Согласно 
ГОСТ 34100.3-201724 в этом случае предпола-
гается, что погрешность равномерно распре-
делена внутри указанных границ (θ=±0,0004  г). 
и для расчета неопределенности использовали 
прямоугольное (равномерное) распределение  
( α = 3 ). Стандартную неопределенность, 
связанную с погрешностью весов u1(m1), г, рас-
считывали по формуле (4):

 

u1 (m1) =
3 3

0,0004
0,00023= =

θ
 . (4)

24	 ГОСТ 34100.3—2017/ISO/IEC Guide 98-3:2008. Неопределенность измерения. Часть 3. Руководство по выражению нео-
пределенности измерения.

25	 ГОСТ Р ИСО 5725-6—2002. Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов измерений. Часть 6. Ис-
пользование значений точности на практике.

Оценивание неопределенности доведения 
до постоянной массы проводили исходя из до-
пущения, что распределение является прибли-
женно нормальным, и использовали формулу 
для расчета предела повторяемости согласно 
ГОСТ Р ИСО 5725-6-2002 (п. 4.1.2)25. Так как ко-
эффициент для уровня вероятности 95% равен 
1,96, то формула расчета стандартной неопре-
деленности u(x), характеризующей вклад проце-
дуры доведения до постоянной массы, принима-
ет вид (5):

 

r

n
u (x) =

1,96 ×
 , (5)

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Источники неопределенности при определении потери в массе при высушивании.

Fig. 1. Sources of uncertainty in the determination of loss on drying
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где r — предел повторяемости, n — число парал-
лельных измерений.

Неопределенность доведения до постоянной 
массы u2(m1), г, составляет согласно формуле (6):

 
u2 (m1)  =

2

0,0005
=  0,00018

1,96 ×
 . (6)

При оценивании неопределенности u(m1), г, 
необходимо произвести суммирование квадра-
тов определенных выше стандартных неопре-
деленностей согласно формуле (7):

 

u (m1) = u2
1  (m1)  +  u2

2  (m1)  =

(0,00023)2 + (0,00018)2
  = 0,00029=  . (7)

Взвешивание бюкса с навеской до высушива-
ния,  m2. Стандартная неопределенность u(m2) 
определяется только вкладом погрешности ве-
сов, так как процедура доведения до постоян-
ной массы на этом этапе отсутствует (u2(m2) = 0). 
Поэтому стандартную неопределенность u(m2) 
рассчитывали так же, как и для пустого бюкса 
u1(m1): u1(m2) = 0,00023.

Взвешивание бюкса с навеской после высуши-
вания,  m3. Стандартная неопределенность бюк-
са, связанная с взвешиванием навески образца 
после высушивания, определяется вкладами 
погрешности весов и доведения до постоянной 
массы. Расчет неопределенности для массы бюк-
са с навеской после высушивания u1(m3) прово-
дили таким же образом, как и расчет неопреде-
ленности для u(m1): u1(m3)=u1(m1)=u(m2)=0,00023 г.

Неопределенность, связанную с измерением 
постоянной массы бюксов, определяли анало-
гично u2(m1): u2(m3)=u2(m1)=0,00018  г. Суммарная 
неопределенность взвешивания бюкса с наве-
ской после высушивания, рассчитанная по фор-
муле (8), составила 0,00029 г.

Этап 4. Расчет суммарной стандартной не-
определенности (uc) результата измерения по-
тери в массе образца. Так как все значения по-
лучены независимо при различных испытаниях, 
то формула (8) для расчета суммарной неопре-
деленности (uc(X ) для независимых величин 
имеет вид26:

 uc (X) = с2
1 u

2 (m1) + с2
2 u

2 (m2) + с2
3 u

2 (m3)  , (8)

где с2
1, с2

2, с2
3, — коэффициенты чувствительно-

сти, рассчитываемые как частные производные 
функции измерения:

с1 = ; ;с2 = с3 =
X X X
m1 m2 m3

∂
∂

∂
∂

∂
∂ ;

26	 ГОСТ 34100.3-2017/ISO/IEC Guide 98-3:2008. Неопределенность измерения. Часть 3. Руководство по выражению неопре-
деленности измерения.

X — уравнение (функция измерения) 
для расчета потери в массе при высушивании: 

X =
m2 - m3

m2 - m1
× 100%.

В данном примере коэффициенты рассчи-
тывали на основании результатов, полученных 
для первого бюкса.

Коэффициент чувствительности для массы 
пустого бюкса согласно формуле (9) равен:

 

с1 =
X
m1

(m2 - m3)

(m2 - m1)
2

= =
100 × 

(8,3536 - 8,1538)2
= = 7,77

100 × (8,3536 - 8,3505)

∂
∂

 
. (9)

Коэффициент чувствительности для мас-
сы бюкса с навеской до высушивания согласно 
формуле (10) равен:

 

с2 =
X
m2

(m3 - m1)

(m2 - m1)
2

= =
100 × 

(8,3536 - 8,1538)2
= = 492,74

100 × (8,3505 - 8,1538)

∂
∂

 . (10)

Коэффициент чувствительности для массы 
бюкса с навеской после высушивания согласно 
формуле (11) равен:

 

с3 =
X
m3 (m2 - m1)

= =
- 100

8,3536 - 8,1538
= = 500,5

100

∂
∂

 . (11)

Суммарную стандартную неопределенность 
u(X ), %, рассчитывали с учетом коэффициентов 
чувствительности по формуле (12):

u(X)= 7,772×0,000292+492,742×0,000182+500,52×0,000292=

= 0,17.  (12)

Этап 5. Расчет расширенной неопределенно-
сти. Расширенную неопределенность U, %, рас-
считывали для уровня доверия приблизительно 
95% и коэффициента охвата k = 2:

	 U = 2 × 0,17 = 0,34 .	 (13)
Этап 6. Анализ вклада различных источников не-

определенности. Вклад неопределенности от ка-
ждой входной величины рассчитывали как про-
изведение стандартной неопределенности (ui) 
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этой величины на соответствующий коэффици-
ент чувствительности (ci). Результаты приведены 
в таблице 3.

Анализ бюджета неопределенности показал, 
что наименьший вклад имеет неопределенность 
измерения массы пустого бюкса — 0,003%. Наи-
больший вклад вносит неопределенность изме-
рения массы бюкса после высушивания (0,147%), 
что, по мнению авторов, отражает влияние под-
готовки образца для испытаний. Таким образом, 
испытательной лаборатории необходимо стро-
го контролировать условия проведения испы-
таний и учитывать особенности исследуемого 
препарата, например гигроскопичность образца 
или количество препарата в емкости.

Этап 7. Расчет потери в массе при высуши-
вании и представление результатов. Значение 
показателя «Потеря в массе при высушивании» 
для двух навесок X1 и X2 (в %), рассчитанное 
по формуле (3), составило:

 8,3536 - 8,1538
X1 =

 8,3536 - 8,3505
× 100% = 1,55 , (14)

 8,4253 - 8,2252
X2 =

 8,4253 - 8,4223
× 100% = 1,50 , (15)

 
Хср = = = 1,53 

1,55 + 1,50
2

Хi

n
i = 1

N

 . (16)

Таким образом, потеря в массе при высуши-
вании составила (1,53±0,34)%, где число, следу-
ющее за знаком «±», является численным значе-
нием расширенной неопределенности, которая 
получена умножением суммарной стандартной 

неопределенности на коэффициент охвата k = 2, 
уровень доверия приблизительно 95%.

Расчет неопределенности с использованием 
доверительного интервала

Основной составляющей неопределенности 
признается изменчивость в повторных наблю-
дениях при неизменных условиях измерений — 
повторяемости. Количественная оценка не
определенности измерений выражается в виде 
доверительного интервала, вычисленного на ос-
новании результатов параллельных измерений. 
Расчет границ доверительного интервала про-
водят с использованием значения критерия 
Стьюдента [5].

При определении потери в массе при высуши-
вании образца использовали данные результа-
тов взвешиваний, приведенные в таблицах 1 и 2. 
Потерю в массе при высушивании определяли 
по формуле (3) для каждого измерения отдель-
но. Далее рассчитывали среднее арифметиче-
ское значение (Xср) по формуле (17):

 
Хср =

Х1 + Х2

n
 . (17)

Разброс результатов единичных испытаний 
определяли в виде среднего квадратичного 
(стандартного) отклонения (S ) согласно форму-
ле (18):

 
S = (n - 1)

(Хi + Х)2

i = 1

N

 . (18)

Таблица 3. Бюджет неопределенности методики определения потери в массе при высушивании
Table 3. Uncertainty budget for the analytical procedure for the determination of loss on drying

Измеряемая величина
Measurand

Стандартная 
неопределенность, г
Standard uncertainty, g

Коэффициент 
чувствительности, r-1

Sensitivity factor, g-1

Вклад 
в неопределенность, %

Contribution to the uncertainty, %

Масса пустого бюкса
Mass of an empty bottle 0,00029 7,77 0,003

Масса бюкса с навеской 
до высушивания
Mass of the bottle with the test 
substance before drying

0,00023 492,74 0,089

Масса бюкса с навеской 
после высушивания
Mass of the bottle with the test 
substance after drying

0,00029 500,50 0,147

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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Далее рассчитывали доверительный интер-
вал c 95% доверительной вероятностью (P=95%) 
по формуле (19):

 

(α = 0,05), n-1)t

n
(Хср ± ∆X ) = Хср ± × S  , (19)

где α=0,05 — уровень значимости; n — количе-
ство измерений, t(p,f ) — коэффициент Стьюдента.

Расчет потери в массе при высушивании. 
Стандартное отклонение S, %, для результатов 
определения потери в массе при высушивании 
для двух навесок, рассчитанных по формулам 
(14–15) X1=1,55% и X2=1,50% составило согласно 
формуле (20):

 
S= 

(2 - 1)
= 0,04

(1,55-1,53)2 + (1,50-1,53)2

 . (20)

Расчет доверительного интервала ∆X, %, про-
водили согласно формуле (21):

 
= = 0,32

12,71 × 0,04

2
∆X  . (21)

Таким образом, потеря в массе при высушива-
нии (для двух навесок) с учетом неопределенно-
сти составила 1,53±0,32%, где число, следующее 
за знаком «±», является численным значением 
расширенной неопределенности, которая по-
лучена при помощи расчета доверительного 
интервала c 95% доверительной вероятностью 

для числа степеней свободы f=2-1 и значения 
коэффициента критерия Стьюдента t(p,f )=12,71.

Расчет неопределенности при помощи под-
хода «снизу вверх» и с использованием дове-
рительного интервала показал сопоставимые 
значения: 0,34 и 0,32% соответственно. Таким 
образом, при определении потери в массе 
при высушивании в биологических лекарствен-
ных препаратах может быть использован метод 
расчета неопределенности с помощью довери-
тельного интервала как наиболее распростра-
ненный и доступный.

Заключение
Рассмотрены факторы, влияющие 

на неопределенность результатов измерений 
при определении потери в массе при высуши-
вании в биологических лекарственных препа-
ратах. Два способа расчета неопределенности 
испытаний показали сопоставимые результаты. 
Анализ бюджета неопределенности, рассчитан-
ного с использованием подхода «снизу вверх», 
выявил, что наибольший вклад в результат ис-
пытания вносит неопределенность измерения 
массы бюкса после высушивания, что требует 
от испытательной лаборатории тщательного 
контроля процедуры пробоподготовки, учи-
тывающей особенности материала препарата. 
Для оценки неопределенности может быть ис-
пользован способ расчета с помощью довери-
тельного интервала.
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К вопросу оценки вирусной безопасности 
индивидуальных единиц субстанции 
«Плазма человека для фракционирования» 
методом амплификации нуклеиновых кислот
Е.В. Эльберт , В.В. Ножко, Р.А. Волкова, А.А. Мовсесянц, В.А. Меркулов, 
В.В. Косенко

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

 Эльберт Елизавета Викторовна; Elbert@expmed.ru

Резюме	 Актуальность. Отсутствие гемотрансмиссивных вирусов в лекарственных препаратах, по-
лученных из плазмы крови человека, должно быть обеспечено контролем исходного сы-
рья и технологией производства.
Цель. Изучение критериев пригодности системы методики при оценке вирусной безопас-
ности индивидуальных единиц субстанции «Плазма человека для фракционирования» 
в отношении содержания нуклеиновых кислот гемотрансмиссивных вирусов с учетом тре-
бований Европейской фармакопеи.
Материалы и методы. Индивидуальные единицы субстанции «Плазма человека для фрак-
ционирования» (далее — плазма); международные стандартные образцы (МСО) РНК виру-
са иммунодефицита человека, вирусов гепатитов А и С (ВГА и ВГС), ДНК вируса гепатита 
В (ВГВ) и парвовируса B19; наборы реагентов для выявления нуклеиновых кислот указан-
ных вирусов методом полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
Результаты. В исследованных образцах плазмы не выявлена РНК ВГС; ДНК парвови-
руса В19 обнаружена в одном образце плазмы из восьми, концентрация не превышала 
104 МЕ/ мл. Использованные наборы реагентов в трех испытаниях соответствующих МСО 
позволили выявить РНК ВГС в концентрации 102  МЕ/мл, ДНК парвовируса В19 (гено-
тип М1) — 104 МЕ/мл. Результаты дополнительных испытаний двух образцов плазмы с уче-
том требований Европейской фармакопеи при определении РНК ВГС и ДНК парвовируса 
В19 показали, что новая серия набора реагентов выявляла 102 МЕ/мл МСО РНК ВГС только 
в одном из трех испытаний, что не соответствует заявленной чувствительности набора 
реагентов. В одном из двух образцов плазмы РНК ВГС не была обнаружена ни в одном 
испытании с добавлением МСО РНК ВГС до концентрации 102 и 103 МЕ/мл, возможно, из-
за ингибирующих свойств плазмы. В отношении ДНК парвовируса В19 чувствительность 
наборов реагентов соответствовала заявленной, ингибирующие свойства исследованных 
образцов плазмы не выявлены.
Выводы. При применении метода ПЦР для оценки вирусной безопасности плазмы, пред-
назначенной для производства препаратов крови, целесообразно использование кон-
трольных образцов, охарактеризованных в МЕ/мл. Для установления критериев пригод-
ности системы методики с их применением необходима разработка соответствующих 
фармакопейных стандартных образцов.

Ключевые слова:	 вирусная безопасность; плазма человека для фракционирования; РНК вируса гепатита С; 
ДНК парвовируса В19; маркеры гемотрансмиссивных вирусов; полимеразная цепная ре-
акция; ПЦР; набор реагентов
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On assessing the viral safety of individual 
units of the substance "Human plasma for 
fractionation" by nucleic acid amplification
Elizaveta V. Elbert , Vitalina V. Nozhko, Rauza A. Volkova, Artashes A. Movsesyants, 
Vadim A. Merkulov, Valentina V. Kosenko

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

 Elizaveta V. Elbert; Elbert@expmed.ru

Abstract	 Scientific relevance. The absence of blood-borne viruses in human plasma-derived medicinal 
products must be ensured by the control of raw materials and the manufacturing process.
Aim. This study aimed to analyse system suitability criteria for analytical procedures to assess 
the viral safety of individual units of the substance "Human plasma for fractionation" in terms 
of the content of nucleic acids of blood-borne viruses, considering the requirements of the 
European Pharmacopoeia.
Materials and methods. The authors analysed individual units of the substance "Human plasma 
for fractionation" (hereinafter, plasma). The study used the International Standards (ISs) for 
human immunodeficiency virus RNA, hepatitis A virus (HAV) RNA, hepatitis C virus (HCV) RNA, 
hepatitis B virus (HBV) DNA, and parvovirus B19 DNA, as well as nucleic acid detection kits for 
these viruses based on polymerase chain reaction (PCR).
Results. HCV RNA was not detected in any of the eight plasma samples studied, and parvovirus 
B19 DNA was detected in one of the samples at a concentration not exceeding 104 IU/mL. 
Three tests with the corresponding ISs showed that the studied reagent kits detected HCV RNA 
at a concentration of 102 IU/mL and parvovirus B19 DNA (M1 genotype) at a concentration of 
104 IU/ mL. In additional tests that were conducted in two samples considering the requirements 
of the European Pharmacopoeia for the detection of HCV RNA and parvovirus B19 DNA, a new 
batch of reagent kit I detected the HCV RNA IS at a concentration of 102 IU/mL only in one of 
three replicates, which did not correspond to the claimed sensitivity of the reagent kit. HCV 
RNA was not detected in either replicate in one of two plasma samples spiked with the HCV 
RNA IS at concentrations of 102 and 103 IU/mL, possibly because of plasma inhibitory properties. 
The sensitivity of the reagent kits to parvovirus B19 DNA corresponded to the label claims; the 
study did not show any inhibitory properties of the plasma samples.
Conclusions. Polymerase chain reaction testing of the viral safety of plasma intended for 
manufacturing medicinal products should include control samples calibrated in IU/mL. Further 
research and appropriate pharmacopoeial reference materials are needed to set system 
suitability criteria for analytical procedures using such control samples.

Key words:	 viral safety; human plasma for fractionation; hepatitis C virus RNA; parvovirus B19 DNA; mark-
ers of blood-borne viruses; polymerase chain reaction; PCR; reagent kit
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Введение
Препараты, получаемые из плазмы крови 

человека, должны соответствовать норматив-
ным требованиям по показателю «Вирусная 
безопасность». В соответствии с требованиями 
Государственной фармакопеи Российской Фе-
дерации XIV изд. (ГФ РФ XIV)1, гармонизиро-
ванными с международными требованиями2, 
как донорская кровь, так и плазма крови чело-
века для фракционирования должны быть сво-
бодны от вирусов иммунодефицита человека 
(ВИЧ-1 и ВИЧ-2), вирусов гепатитов В и С (ВГВ 
и ВГС). Подтверждение отсутствия нуклеиновых 
кислот указанных вирусов в субстанции «Плаз-
ма человека для фракционирования» является 
обязательной мерой минимизации риска вирус-
ной контаминации лекарственных препаратов, 
получаемых из нее. Данное требование вклю-
чено в нормативные документы отечественных 
производителей.

Кроме того, программа тестирования на ви-
русную безопасность плазмы крови человека, 
предназначенной для производства препа-

ратов крови, дополнительно может включать 
определение содержания маркеров ряда дру-
гих вирусов, например в Российской Федера-
ции — РНК вируса гепатита А (ВГА), ДНК парво-
вируса В19 (в некоторых регионах могут быть 
включены другие вирусы в зависимости от эпи-
демиологической обстановки)3; в Европейском 
союзе — РНК вирусов гепатита А и Е, ДНК пар-
вовируса В194; в США — вируса Западного Нила 
и парвовируса В195.

Для этих целей в программу тестирования 
индивидуальных единиц субстанции «Плазма 
человека для фракционирования», минипулов 
и производственного пула плазмы дополни-
тельно должна быть включена валидированная 
методика определения содержания нуклеино-
вых кислот регламентированных вирусов ме-
тодом полимеразной цепной реакции (ПЦР), 
в которой в соответствии с требованиями 
ГФ  РФ XIV6 должна быть описана пробоподго-
товка и предусмотрены критерии пригодности 
системы используемой методики7 (далее — кри-
терии пригодности системы). В соответствии 

https://doi.org/10.30895/2221-996X-2023-23-3-1-463-473
https://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_guideline/2011/07/WC500109627.pdf
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с требованиями Европейской фармакопеи (ЕФ)8 
при использовании метода ПЦР (метода ампли-
фикации нуклеиновых кислот) предусмотре-
ны критерии пригодности системы при оценке 
содержания РНК ВГС и ВГА, ДНК парвовируса 
В19. Пригодность системы для каждого маркера 
оценивают с помощью соответствующего кон-
трольного (стандартного) образца, охарактери-
зованного в международных единицах, МЕ/ мл: 
РНК ВГС, РНК ВГА — в концентрации, равной 
102 МЕ/ мл, ДНК В19 — в концентрации, равной 
104 МЕ/мл9. При этом контрольный (стандарт-
ный) образец используется не только как та-
ковой, но и с добавлением до указанной кон-
центрации к испытуемому образцу для оценки 
эффективности выделения нуклеиновых кислот 
и/или отсутствия ингибирования реакции.

В Российской Федерации тестирование плаз-
мы доноров на наличие нуклеиновых кислот 
регламентированных вирусов проводится с ис-
пользованием валидированной методики с по-
мощью зарегистрированных наборов реагентов 
для выявления нуклеиновых кислот методом 
ПЦР с установленной аналитической чувстви-
тельностью. В настоящее время в России за-
регистрировано около десяти отечественных 
наборов реагентов различных производителей 
для выявления нуклеиновых кислот ВГВ, ВГС, 
ВИЧ, среди которых имеются наборы для од-
новременного выявления нуклеиновых кислот 
ВГВ, ВГС, ВИЧ-1 и ВИЧ-2. Чувствительность этих 
наборов находится в диапазоне от 5 до не-
скольких сотен МЕ/мл в зависимости от вида 
возбудителя или объема анализируемого об-
разца (от 0,2 до 1 мл) и сопоставима с чувстви-
тельностью наборов реагентов зарубежного 
производства.

Для выявления нуклеиновых кислот ВГА 
и парвовируса В19 в плазме крови в Россий-
ской Федерации зарегистрированы наборы ре-
агентов двух отечественных производителей. 
Результаты исследований по оценке вирусной 
безопасности плазмы крови в отношении парво-
вируса В19 и ВГА освещены в российской10 [1–7] 
и зарубежной научной литературе [8–10], иссле-
дования проводятся также и в отношении РНК 
ВГС и других вирусов [11–14].

8	 Human plasma (pooled and treated for virus inactivation) 01/2021:1646. European Pharmacopoeia 11th ed., 2022.
9	 Там же.
10	 Попцов АЛ. Значение индикации ДНК парвовируса B19 в обеспечении инфекционной безопасности плазмы для фракци-

онирования: автореф. дис. … канд. мед. наук. Киров; 2015.
Зубкова НВ. Биотехнологические аспекты вирусной безопасности препаратов иммуноглобулинов: Методология, произ-
водство, стандартизация: автореф. дис. ... д-ра фарм. наук. Пермь; 2012.
Парамонов ИВ. Система обеспечения качества и инфекционной безопасности плазмы для фракционирования в услови-
ях ее массовой заготовки: автореф. дис. … д-ра мед. наук. Киров; 2017.

Для контроля субстанции «Плазма человека 
для фракционирования» по показателю каче-
ства «Вирусная безопасность» допускается воз-
можность использования любых зарегистриро-
ванных наборов реагентов для проведения ПЦР 
без конкретизации условий их применения, 
например, объема анализируемого образца. 
В отечественных наборах реагентов предусмо-
трена оценка пригодности системы с использо-
ванием положительного контрольного образца 
и внутреннего контрольного образца, одна-
ко концентрация этих контрольных образцов 
не охарактеризована в международных еди-
ницах (МЕ/ мл). В инструкции по применению 
наборов реагентов не указано использование 
контрольного образца с определенной концен-
трацией в МЕ/ мл; необходимые для этих целей 
фармакопейные стандартные образцы отсут-
ствуют. В связи с этим исследование методиче-
ских подходов к оценке вирусной безопасности 
плазмы крови для фракционирования методом 
амплификации нуклеиновых кислот с использо-
ванием критериев пригодности системы явля-
ется актуальным.

Цель работы — изучение критериев пригодно-
сти системы при оценке вирусной безопасности 
индивидуальных единиц субстанции «Плазма 
человека для фракционирования» в отношении 
содержания нуклеиновых кислот гемотрансмис-
сивных вирусов с учетом требований Европей-
ской фармакопеи.

Задачей исследования являлось изучение 
критериев пригодности системы на примере вы-
явления РНК ВГС и ДНК парвовируса В19 при ис-
пользовании отечественных наборов реагентов 
для определения нуклеиновых кислот методом 
ПЦР и международных стандартных образцов 
РНК ВГС и ДНК парвовируса B19, охарактеризо-
ванных в международных единицах (МЕ/мл).

Материалы и методы

Материалы:
–– индивидуальные единицы субстанции «Плаз-
ма человека для фракционирования» (далее — 
плазма), предназначенной для производства 
препаратов крови — 8 образцов;
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–– образцы сыворотки, использованные для раз-
ведения международных стандартных об-
разцов (МСО); образцы сыворотки предва-
рительно проверены на отсутствие РНК ВГС 
и ВГА, ВИЧ-1 и ВИЧ-2, ДНК вируса ВГВ и пар-
вовируса В19 с помощью указанных далее 
наборов реагентов;

–– нормальная сыворотка крови человека (ком-
понент отраслевого стандартного образца  — 
ОСО 42-28-77, ФСО 3.1.00077 стандартный 
образец тест-системы для определения фрак-
ционного (антигенного) состава препаратов 
из сыворотки крови человека методом имму-
ноэлектрофореза) производства ФГБУН «Ки-
ровский научно-исследовательский институт 
гематологии и переливания крови Федераль-
ного медико-биологического агентства»;

–– контрольная сыворотка Kemtrol, норма (Kem
trol Serum Control–Normal Kit, Helena BioScienc-
es Europe, Великобритания, артикул 7024).
В работе использовали наборы реагентов 

для выявления нуклеиновых кислот гемотранс-
миссивных вирусов в клиническом материале 
методом ПЦР с гибридизационно-флуоресцент-
ной детекцией в режиме реального времени.

1. Наборы реагентов для одновременного вы-
явления РНК ВГС, ДНК ВГВ и РНК ВИЧ:

–– набор реагентов «АмплиСенс HCV/HBV/HIV-FL» 
производства ФБУН «Центральный научно-ис-
следовательский институт эпидемиологии» 
Федеральной службы по надзору в сфере 
защиты прав потребителей и благополучия 
человека (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Рос
потребнадзора), Россия (кат. № TR-V62-Ms 
(RG,Dt)); аналитическая чувствительность: 
50  ME/мл ВГС, 25 ME/мл ВГB, 100 копий/мл 
ВИЧ-1, 300 копий/мл ВИЧ-2 — при объеме ис-
следуемого материала 0,2 мл; 10 ME/мл ВГC, 
5 ME/мл BГВ, 20 копий/мл ВИЧ-1, 60 копий/мл 
ВИЧ-2 при объеме исследуемого материала 
1,0 мл (набор реагентов I);

–– набор реагентов «РеалБест ВГВ/ВГС/ВИЧ 
ПЦР» производства АО «Вектор-Бест», Россия 
(кат. № D-0592); аналитическая чувствитель-
ность: 10 ME/мл ВГВ, 15 ME/мл ВГС, 30 ME/мл 
ВИЧ-1, 50 ME/мл ВИЧ-2 при объеме исследу-
емого материала 1,0 мл (набор реагентов II).
2. Наборы реагентов для выявления РНК ВГА:

–– набор реагентов «АмплиСенс HAV-FL» про-
изводства ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Рос
потребнадзора, Россия (кат. № R-V4(RG,iQ)); 
аналитическая чувствительность при объе-
ме образца 0,2 мл — 250 копий/мл; объеме 
1,0 мл — 50 копий/мл (набор реагентов III);

–– набор реагентов «РеалБест РНК ВГА» производ-
ства АО «Вектор-Бест», Россия (кат. № D-0398); 

аналитическая чувствительность при объеме 
образца 1,0 мл — 50 копий/ мл (набор реаген-
тов IV).
3. Наборы реагентов для выявления ДНК пар-

вовируса В19:
–– набор реагентов «АмплиСенс Parvovirus B19-FL» 
производства ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Ро-
спотребнадзора, Россия (кат. № R-V49 (RG, iQ, 
Mx)); аналитическая чувствительность при вы-
явлении ДНК: 360 МЕ/мл, при количественном 
определении линейный диапазон измерения 
720–9000000 МЕ/мл (набор реагентов V);

–– набор реагентов «РеалБест ДНК Parvovirus 
B19» производства АО «Вектор-Бест», Россия 
(кат. № D-2801); аналитическая чувствитель-
ность не указана (набор реагентов VI).
В работе использовались следующие Между-

народные стандартные образцы (МСО):
–– МСО ВГВ для метода амплификации нуклеи-
новых кислот (3rd WHO International standard 
for hepatitis B virus for nucleic acid amplification 
techniques, NIBSC code: 10/264) (далее — МСО 
ДНК ВГВ);

–– МСО ВГС для метода амплификации нуклеи-
новых кислот (4th WHO International standard 
for hepatitis C virus for nucleic acid amplification 
techniques, NIBSC code: 06/102) (далее — МСО 
РНК ВГС 06/102);

–– МСО ВГС для метода амплификации нуклеи-
новых кислот (6th WHO International standard 
for hepatitis C virus RNA for nucleic acid 
amplification techniques, NIBSC code: 18/184) 
(далее — МСО РНК ВГС 18/184);

–– МСО ВИЧ-1 для метода амплификации нукле-
иновых кислот (HIV-1 International standard, 
NIBSC code: 10/152) (далее — МСО РНК ВИЧ-1);

–– МСО ВГА для метода амплификации нуклеи-
новых кислот (2nd WHO International standard 
for hepatitis A virus for nucleic acid amplification 
techniques, NIBSC code: 00/562) (далее — МСО 
РНК ВГА);

–– международная референс-панель генотипов 
парвовируса В19 для метода амплификации 
нуклеиновых кислот (1st WHO international 
reference panel for Parvovirus B19 genotypes 
for NAT-based assays, NIBSC code: 09/110) (да-
лее — референс-панель генотипов);

–– МСО парвовируса В19 для метода ампли-
фикации нуклеиновых кислот (3rd WHO 
International standard for Parvovirus B19 for 
nucleic acid amplification techniques, NIBSC 
code: 12/208) (далее — МСО ДНК B19);

–– референс-панель с низким содержанием 
контрольных материалов ВГС, ВГВ и ВИЧ 
для метода амплификации нуклеиновых кис-
лот (CE  Marked Material HBV, HCV and HIV 
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Multiplex 14/198-XXX, NIBSC code: 14/198-
XXX), концентрация нуклеиновых кислот в ин-
струкции не указана11.

Оборудование:
–– амплификатор Real-Time CFX96 Touch (Bio-
Rad, США);

–– программное обеспечение CFX Manager (Bio-
Rad, США).

Методы
ПЦР проводили в соответствии с инструк-

циями по применению используемых наборов 
реагентов, в которых предусмотрены собствен-
ные положительный контрольный образец 
(ПКО) и внутренний контрольный образец (ВКО) 
для оценки эффективности выделения или ин-
гибирования реакции; однако характеристика 
образцов в МЕ/мл не приведена, концентрация 
данных образцов при проведении ПЦР не ука-
зана. В связи с этим одновременно с образца-
ми плазмы в качестве дополнительного поло-
жительного контроля оценивали МСО, которые 
предварительно разводили до концентрации 
105 МЕ/мл, а затем готовили необходимые раз-
ведения с концентрацией 104, 103 и 102 МЕ/мл 
(103 и 102 МЕ/мл для РНК ВГС; 102 МЕ/мл для РНК 
ВГА, ВИЧ-1 и ВИЧ-2, ДНК ВГВ; 103 и 104 МЕ/мл 
для ДНК парвовируса В19). Для приготовления 
указанных разведений МСО использовали об-
разцы сыворотки крови человека, предвари-
тельно проверенные на отсутствие РНК/ДНК 
гемотрансмиссивных вирусов.

В испытаниях для выявления РНК ВГС ис-
пользовали наборы реагентов для одновремен-
ного выявления нуклеиновых кислот ВИЧ, ВГВ 
и ВГС, в связи с чем использовали также МСО 
РНК ВИЧ-1 и МСО ДНК ВГВ. Для приготовления 
образцов плазмы с добавлением МСО РНК ВГС 
или МСО ДНК парвовируса В19 соответствую-
щие МСО разводили до нужной концентрации 
испытуемыми образцами плазмы. Разведения 
МСО и образцы плазмы анализировали в трех 
повторностях.

В соответствии с инструкциями по примене-
нию наборов реагентов в исследуемых образ-
цах результат ПЦР признавали положительным, 
если значение показателя порогового цикла ПЦР 

11	 https://www.nibsc.org/documents/ifu/14-198-xxx.pdf
12	 Попцов АЛ. Значение индикации ДНК парвовируса B19 в обеспечении инфекционной безопасности плазмы для фракци-

онирования: автореф. дис. … канд. мед. наук. Киров; 2015.
Зубкова НВ. Биотехнологические аспекты вирусной безопасности препаратов иммуноглобулинов: Методология, произ-
водство, стандартизация: автореф. дис. ... д-ра фарм. наук. Пермь; 2012.
Парамонов ИВ. Система обеспечения качества и инфекционной безопасности плазмы для фракционирования в услови-
ях её массовой заготовки: автореф. дис. … д-ра мед. наук. Киров; 2017.

(Ct) было менее 40, результат признавали отри-
цательным, если Ct>40 или отсутствует (предел 
указан производителем во вкладышах, прилага-
емых к наборам реагентов). Результаты ПЦР учи-
тывали, если выполнялись критерии для оценки 
контрольных образцов производителя набора 
реагентов (указаны производителем во вклады-
шах, прилагаемых к наборам реагентов).

Для представления результатов исследова-
ния в таблицах использовались данные неколи-
чественного анализа.

Результаты и обсуждение
Показано, что все использованные наборы ре-

агентов для проведения ПЦР выявляют ДНК/РНК 
ВГВ, ВГA, ВГС, ВИЧ-1 в образцах МСО с концен-
трацией 102 МЕ/мл и ДНК вируса В19 в образцах 
МСО с концентрацией 104 МЕ/мл (табл. 1).

В отношении ДНК парвовируса В19 были про-
ведены испытания референс-панели генотипов 
парвовируса В19, результаты которых показали, 
что два набора реагентов для проведения ПЦР 
выявляют парвовирус В19 только генотипа M1: 
набор реагентов V определяет вирус в концен-
трации 103 и 104 МЕ/мл, набор реагентов VI  — 
в концентрации 104 МЕ/мл, два других геноти-
па (М2 и М3) оба набора реагентов не выявили. 
Полученные результаты согласуются с данными 
научной литературы [1–5], при этом все три ге-
нотипа могут быть обнаружены зарегистриро-
ванным в Российской Федерации набором реа-
гентов Cobas® TaqScreen DPX Test (Roche)12.

Далее проводили анализ восьми образцов 
плазмы с использованием наборов реагентов 
одного производителя (табл. 2). Результаты ис-
пытаний на выявление РНК ВГА не включены 
в таблицу 2, так как были проведены только 
на трех образцах плазмы (№ 1–3), в которых РНК 
ВГА не была определена.

Было показано, что РНК ВГС, ВИЧ-1 и ВИЧ-2, 
ДНК ВГВ не выявлены во всех восьми образцах 
плазмы (№ 1–8). ДНК парвовируса  В19 обна
ружена в одном из 8 образцов в концентрации, 
не превышающей 104 МЕ/мл (Ct по каналу HEX 
(Parvovirus B19) для МСО 104 МЕ/мл — 14,86, 
для образца плазмы № 3 — 32,41).

С двумя образцами плазмы (№ 6 и 7) дополни
тельно были проведены испытания в соответствии 

https://www.nibsc.org/documents/ifu/14-198-xxx.pdf
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Таблица 1. Анализ международных стандартных образцов (МСО) РНК/ДНК вирусов гепатитов В (ВГВ), С (ВГС), А (ВГА), вируса 
иммунодефицита человека (ВИЧ-1), парвовируса В19 (В19) с использованием наборов реагентов I–VI двух производителей 
для выявления нуклеиновых кислот методом ПЦР
Table 1. Analysis of International Standards (ISs) for RNA/DNA of hepatitis A virus (HAV), hepatitis B virus (HBV), hepatitis C virus 
(HCV), human immunodeficiency virus (HIV-1), and parvovirus  В19 (В19) using reagent kits I–VI for nucleic acid detection by poly-
merase chain reaction (PCR) from two manufacturers

Наименование МСО
IS name

Концентрация нуклеиновой кислоты 
в образце (МЕ/мл)

Nucleic acid concentration in the sample (IU/mL)

Результат ПЦР с использованием набора реагентов
PCR results using

Набор реагентов I
Reagent kit I

Набор реагентов II
Reagent kit II

МСО ДНК ВГВ
HBV DNA IS 102 + + + + + +

МСО РНК ВГС 06/102
HCV RNA IS 06/102
МСО РНК ВГС 18/184
HCV RNA IS 18/184

102

103

102

103

+ + +
+ + +
+ + +
+ + +

+ + +
+ + +

Н. о. / N. d.
Н. о. / N. d.

МСО РНК ВИЧ-1
HIV-1 RNA IS 102 + + + + + +

Набор реагентов III
Reagent kit III

Набор реагентов IV
Reagent kit IV

МСО РНК ВГА
HAV RNA IS 102 + + + + + +

Набор реагентов V
Reagent kit V

Набор реагентов VI
Reagent kit VI

МСО ДНК B19
В19 DNA IS

103

104
+ + +
+ + +

– – –
+ + +

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

Примечание. Представлены результаты проведения ПЦР в трех повторностях. «+» — положительный результат ПЦР в одном 
испытании; «–» — отрицательный результат ПЦР в одном испытании; Н. о. — не определяли.
Note. The table presents the results of PCR tests in three replicates. +, positive PCR result in one replicate; –, negative PCR result 
in one replicate; N. d., not determined.

Таблица 2. Выявление нуклеиновых кислот вирусов гепатитов В (ВГВ) и С (ВГС), вирусов иммунодефицита человека (ВИЧ-1, 
ВИЧ-2), парвовируса В19 (В19) в образцах плазмы с использованием наборов реагентов I и V
Table 2. Detection of nucleic acids of hepatitis B virus (HBV), hepatitis C virus (HCV), human immunodeficiency virus (HIV-1, HIV-2), 
and parvovirus B19 (B19) in plasma samples using reagent kits I and V 

Номер образца плазмы
Plasma sample No.

Результат ПЦР с использованием набора реагентов
PCR results using

Набор реагентов I
Reagent kit I

Набор реагентов V
Reagent kit V

Выявляемый маркер
Detectable marker

ДНК ВГВ
HBV DNA

РНК ВГС
HCV RNA

РНК ВИЧ-1
HIV1 RNA

РНК ВИЧ-2
HIV2 RNA

ДНК В19
B19 DNA

1, 2, 4–8 – – – – – – – – – – – – – – –

3 – – – – – – – – – – – – + + +
(<104)

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

Примечание. Представлены результаты проведения ПЦР в трех повторностях. «+» — положительный результат ПЦР в одном 
испытании; «–» — отрицательный результат ПЦР в одном испытании.
Note. The table presents the results of PCR tests in three replicates. +, positive PCR result in one replicate; –, negative PCR result 
in one replicate.
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с требованиями ЕФ13 в отношении выявления 
РНК ВГС и ДНК В19, для чего одновременно 
с образцами плазмы проводили испытания МСО 
и образцов плазмы с добавлением соответству-
ющих МСО. Для определения РНК ВГС использо-
вали в качестве дополнительного положитель-
ного контроля МСО РНК ВГС в концентрации 
102 МЕ/мл и 103 МЕ/мл, а также образцы плазмы 
с добавлением МСО РНК ВГС до той же концен-
трации в качестве дополнительного контроля 
эффективности выделения или отсутствия инги-
бирования реакции (табл. 3).

В образце плазмы №  6 с добавлением МСО 
РНК ВГС (табл. 3) целевая РНК не была выявлена 
даже в концентрации 103 МЕ/мл, то есть в дан-
ной плазме могут присутствовать компоненты, 
оказывающие влияние на эффективность выде-
ления РНК ВГС или ингибирующие реакцию, хотя 
соответствующие контрольные образцы из на-
бора реагентов (ВКО и ПКО) это не обнаружили.

Результаты исследования показали,  что ис-
пользованная для получения данных табли-
цы 3 серия набора реагентов I как в образцах 
с разведениями МСО, так и в образце плазмы 
№ 7 с добавленным МСО выявила РНК ВГС в трех 
испытаниях только в концентрации 103 МЕ/ мл; 
концентрация 102 МЕ/мл была определена толь-
ко в одном из трех испытаний в отличие от ре-
зультатов, полученных с МСО ранее с другой 
серией набора реагентов (табл. 1). Следова-
тельно, чувствительность данной серии набора I 
не соответствует заявленной (аналитическая 
чувствительность должна составлять 10  МЕ/мл 

13	 Human plasma (pooled and treated for virus inactivation) 01/2021:1646. European Pharmacopoeia 11th ed., 2022.

при использовании 1 мл образца). В связи с этим 
провели испытание референс-панели с низким 
содержанием контрольных материалов ВГС, ВГВ 
и ВИЧ для ПЦР (концентрация нуклеиновых кис-
лот в референс-панели не указана) с данной се-
рией набора (табл. 4).

РНК ВГС выявлена только в одной повтор-
ности из трех; ДНК ВГВ выявлена во всех трех 
повторностях; РНК вируса ВИЧ не определена 
ни в одной повторности (табл. 4). Представлен-
ные данные могут служить подтверждением 
невозможности использования данной серии 
набора реагентов для обнаружения низкого 
содержания РНК ВГС из-за несоответствия за-
явленной чувствительности в отношении РНК 
ВГС, что делает актуальным контроль наборов 
реагентов для выявления нуклеиновых кис-
лот трансмиссивных вирусов с использованием 
стандартных образцов, охарактеризованных 
в МЕ/мл, и проведение дальнейших исследова-
ний для установления критериев пригодности 
системы в МЕ/мл.

Результаты испытания образцов плазмы 
№ 6 и 7 с МСО ДНК парвовируса В19 в концен-
трации 103–104 МЕ/мл, проведенные с набором 
реагентов V, представлены в таблице 5.

ДНК парвовируса В19 выявляется набором 
реагентов V с одинаковой эффективностью 
в концентрации 103–104 МЕ/мл как в МСО ДНК 
парвовируса В19, так и в присутствии образ-
цов плазмы (табл. 5), то есть чувствительность 
данной серии набора соответствует заявленной 
и исследованные образцы плазмы не влияют 

Таблица 3. Выявление РНК вируса гепатита С (ВГС) в образцах плазмы с учетом требований Европейской фармакопеи с ис-
пользованием набора реагентов I
Table 3. Detection of hepatitis C virus (HCV) RNA in plasma samples using reagent kit I, taking into account the requirements 
of the European Pharmacopoeia

Выявление РНК ВГС 
в образцах плазмы
Detection of HCV RNA 

in plasma samples

Выявление РНК ВГС в образцах плазмы с добав-
лением МСО РНК ВГС 18/184 в концентрации

Detection of HCV RNA in plasma samples spiked with 
HCV RNA IS 18/184 at a concentration of

Выявление РНК ВГС в МСО РНК 
ВГС 18/184 в концентрации

Detection of HCV RNA in HCV RNA 
IS 18/184 at a concentration of

Номер образца плазмы
Plasma sample No.

Результат ПЦР
PCR result

МЕ/мл
IU/mL

Результат ПЦР
PCR result

МЕ/мл
IU/mL

Результат ПЦР
PCR result

6 – – –
1000 – – –

1000 + + +
100 – – –

7 – – –
1000 + + +

100 + – –
100 + – –

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

Примечание. Представлены результаты проведения ПЦР в трех повторностях. «+» — положительный результат ПЦР в одном 
испытании; «–» — отрицательный результат ПЦР в одном испытании. МСО — международный стандартный образец.
Note. The table presents the results of PCR tests in three replicates. +, positive PCR result in one replicate; –, negative PCR result 
in one replicate. IS, International Standard.
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на эффективность выделения и не ингибиру-
ют реакцию. Таким образом, в отношении ДНК 
парвовируса В19, в отличие от РНК ВГС, чувстви-
тельность наборов реагентов соответствовала 
заявленной, ингибирующие свойства исследо-
ванных образцов плазмы не обнаружены.

Анализ результатов проведенного исследо-
вания показал, что в восьми исследованных об-
разцах плазмы с применением использованных 
наборов реагентов не выявлена РНК ВГС, а ДНК 
парвовируса В19 определена в одном образце 
плазмы из восьми (концентрация не превыша-
ла 104 МЕ/мл). При анализе соответствующих 
МСО использованные наборы реагентов в трех 

испытаниях позволили выявить РНК ВГС в кон-
центрации 102  МЕ/мл и ДНК парвовируса В19 
(генотип М1) в концентрации 104 МЕ/мл.

Результаты испытаний двух образцов плазмы, 
проведенные дополнительно с учетом требо-
ваний ЕФ при определении РНК ВГС и ДНК В19, 
показали, что с применением новой серии набо-
ра реагентов при выявлении РНК ВГС в МСО вы-
явлена концентрация 102 МЕ/мл только в одном 
из трех испытаний, что не соответствует заявлен-
ной чувствительности набора реагентов. Кро-
ме того, в одном из двух образцов плазмы РНК 
ВГС не была обнаружена ни в одном испытании 
с добавлением МСО РНК ВГС (до концентрации 

Таблица 4. Выявление нуклеиновых кислот в референс-панели с низким содержанием контрольных материалов вирусов 
гепатита С (ВГС), гепатита В (ВГВ) и вируса иммунодефицита человека (ВИЧ-1, ВИЧ-2) с использованием набора реагентов I 
для выявления нуклеиновых кислот методом ПЦР
Table 4. Detection of nucleic acids in a reference panel of low positive control samples of hepatitis C virus (HCV), hepatitis B virus 
(HBV), and human immunodeficiency virus (HIV-1, HIV-2) using reagent kit I for nucleic acid detection by PCR

Наименование МСО
IS name

Результаты ПЦР
PCR results

Маркер вируса
Virus marker

ДНК ВГВ
HBV DNA

РНК ВГС
HCV RNA

РНК ВИЧ-1
HIV-1 RNA

РНК ВИЧ-2
HIV-2 RNA

Референс-панель с низким содержанием 
РНК/ДНК ВГВ, ВГС, ВИЧ (Multiplex 14/198-
XXX)
Low positive controls: RNA/DNA of HBV, HCV, 
and HIV (Multiplex 14/198-XXX)

+ + + + – – – – – – – –

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

Примечание. Представлены результаты проведения ПЦР в трех повторностях. «+» — положительный результат ПЦР в одном 
испытании; «–» — отрицательный результат ПЦР в одном испытании. МСО — международный стандартный образец.
Note. The table presents the results of PCR tests in three replicates. +, positive PCR result in one replicate; –, negative PCR result 
in one replicate. IS, International Standard.

Таблица 5. Выявление ДНК парвовируса В19 (В19) в образцах плазмы с учетом требований Европейской Фармакопеи с ис-
пользованием набора реагентов V
Table 5. Detection of parvovirus B19 (B19) DNA in plasma samples using reagent kit V, taking into account the requirements 
of the European Pharmacopoeia

Выявление ДНК B19 в образцах 
плазмы

Detection of B19 DNA in plasma samples

Выявление ДНК B19 в образцах плазмы с 
добавлением МСО ДНК В19 в концентрации
Detection of B19 DNA in plasma samples spiked 

with B19 RNA IS at a concentration of

Выявление ДНК B19 в МСО ДНК 
В19 в концентрации

Detection of B19 DNA in B19 RNA IS at 
a concentration of

Номер образца 
плазмы

Plasma sample No.

Результат 
ПЦР

PCR result

МЕ/мл
IU/mL

Результат ПЦР
PCR result

МЕ/мл
IU/mL

Результат ПЦР
PCR result

6 – – –
10000 + + +

10000 + + +
1000 + + +

7 – – –
10000 + + +

1000 + + +
1000 + + +

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

Примечание. Представлены результаты проведения ПЦР в трех повторностях. «+» — положительный результат ПЦР в одном 
испытании; «–» — отрицательный результат ПЦР в одном испытании. МСО — международный стандартный образец.
Note. The table presents the results of PCR tests in three replicates. +, positive PCR result in one replicate; –, negative PCR result 
in one replicate. IS, International Standard.
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102 и 103 МЕ/мл), что, возможно, связано с ин-
гибирующими свойствами плазмы. Полученные 
результаты свидетельствуют о целесообразно-
сти использования контрольных образцов, оха-
рактеризованных в международных единицах 
(МЕ/мл), при оценке вирусной безопасности.

Заключение
При применении метода ПЦР для оценки 

индивидуальных единиц субстанции «Плазма 

человека для фракционирования», предназна-
ченной для производства препаратов крови, 
по показателю качества «Вирусная безопас-
ность» целесообразно использование контроль-
ных образцов, охарактеризованных в между-
народных единицах МЕ/мл. Для установления 
критериев пригодности системы с их примене-
нием необходимо продолжение исследований 
и разработка соответствующих фармакопейных 
стандартных образцов.
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Уважаемые читатели!
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профиля». 

Мероприятие будет проводиться в рамках научно-практической 
конференции «Регуляторная практика и регистрация лекарственных 
средств» («РегЛек-2023», 13–15 ноября 2023 г.).
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осуществляющими изготовление лекарственных препаратов;

–– возможности СМИ для коммуникационного взаимодействия по вопросам 
экспертизы и регистрации лекарственных средств по процедуре ЕАЭС.

К участию в круглом столе приглашаются главные (ответственные) редакторы 
журналов медицинского и фармацевтического профиля, заместители 
директоров по науке крупных отечественных фармпредприятий, эксперты — 
авторы научных статей.

Дата проведения: 14 ноября (вторник) с 15:30 до 17:00. 

Место проведения: г. Москва, отель «Хаятт Ридженси Москва Петровский 
Парк» (Ленинградский проспект, 36, стр. 33).
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