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Резюме. В статье представлены данные по разработке стандартного образца предприятия (СОП) для определения спе- 
цифической активности гетерологичного антирабического иммуноглобулина в реакции нейтрализации на белых мышах. 
Приведены результаты аттестации СОП специфической активности антирабического иммуноглобулина относительно пер-
вого и второго международных стандартных образцов иммуноглобулина человеческого против бешенства. СОП внесен в 
реестр стандартных образцов предприятия, допущенных к применению в экспериментально-производственных подраз-
делениях и в отделе биологического и технологического контроля, и используется при проведении выпускающего конт- 
роля качества препарата антирабического иммуноглобулина коммерческих серий. 
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Abstract. The paper contains the data on the development of quality control sample (QCS) for determination of specific activity of 
heterologous anti-rabies immunoglobulin in neutralization test on white mice. Given are the results on QCS attestation in reference 
to international standard samples of human immunoglobulin against rabies. The quality control sample is put on the register of QCSs 
approved for application in experimental-production subdivisions and in the department of biological and technical control. It is 
deployed for final quality control of anti-rabies immunoglobulin preparation in commercial batches.
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ВВЕДЕНИЕ
При контроле качества иммунобиологичес- 

ких лекарственных препаратов (ИЛП) важную 
роль играют стандартные образцы (СО), вопро-
сы разработки которых весьма актуальны в пос- 
ледние десятилетия в связи с повышением требо-
ваний к качеству лекарственных препаратов, вы-
пускаемых в Российской Федерации [1]. К высоко-
востребованным в российском здравоохранении 

ИЛП относится иммуноглобулин антирабический 
из сыворотки крови лошади (АИГ) производства 
ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб», применяемый для 
постэкспозиционной профилактики бешенства у 
людей при укусах больными или подозрительны-
ми на бешенство животными  [2]. Одним из важ-
нейших показателей качества гетерологичного 
АИГ является специфическая активность, опреде-
ляемая в реакции биологической нейтрализации 
(РН) вируса бешенства на белых мышах [3]. Неотъ-



1612017 № 4 (21)       www.pharmjournal.ru      

емлемой частью контроля специфической активнос- 
ти препарата является использование стандартного 
образца специфической активности иммуноглобули-
на. Отсутствие в настоящее время фармакопейного 
СО (ранее – отраслевого СО) специфической актив-
ности АИГ диктует необходимость наличия на пред-
приятии – производителе лекарственного средства 
международного стандартного образца (МСО) имму-
ноглобулина человеческого против бешенства либо 
стандартного образца предприятия (СОП) специфичес- 
кой активности, аттестованного против указанного 
международного стандарта ВОЗ [4]. В связи с тем, что 
ВОЗ рекомендует использовать первичные междуна-
родные СО в основном для установления значений ат-
тестуемых характеристик вторичных стандартных об-
разцов, а не для рутинного лабораторного контроля, 
требующего большого количества референтного ма-
териала [5], исследования по разработке стандартного 
образца предприятия специфической активности АИГ 
являются актуальными. 

Согласно классификации стандартных образ-
цов, приведенной в статье Р.А. Волковой и соавто-
ров [6], cтандартным образцом предприятия или ра-
бочим стандартным образцом является стандартный 
образец, утвержденный руководителем предприя-
тия в установленном порядке и применяемый в соот-
ветствии с нормативными документами предприятия. 
СОП активности антирабического иммуноглобулина, 
аттестованный против международного стандарта 
ВОЗ, предназначен для определения специфической 
активности гетерологичного АИГ в реакции биологи-
ческой нейтрализации на белых мышах при проведе-
нии выпускающего контроля качества препарата ком-
мерческих серий.

Целью настоящей работы явились разработка и 
оценка метрологических характеристик СОП специ- 
фической активности антирабического иммуно- 
глобулина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для исследований служили образцы 

кандидата в СОП специфической активности АИГ. Кан-
дидат для изготовления рабочего стандарта представ-
лял собой специфический иммуноглобулин, получен-
ный из сыворотки крови лошади, иммунизированной 
рабическим антигеном на основе фиксированного ви-
руса бешенства производственного штамма «Москва 
3253». Для осаждения гамма-глобулина иммунную сы-
воротку фракционировали риванол-спиртовым мето-
дом в соответствии с промышленным регламентом на 
производство иммуноглобулина антирабического из 
сыворотки крови лошади жидкого, раствора для инъ-
екций. Физико-химические и биологические показа-
тели кандидата в СОП специфической активности АИГ 

отвечали требованиям фармакопейной статьи пред-
приятия ФСП P N002639/01-250210 на антирабический 
иммуноглобулин. Аттестацию СОП специфической ак-
тивности антирабического иммуноглобулина прово-
дили в соответствии с ФСП P N002639/01-250210, раздел 
«Специфическая активность». Специфическую актив-
ность СОП определяли в РН фиксированного вируса 
бешенства на белых мышах одновременно с определе-
нием активности международного образца специфи-
ческой активности иммуноглобулина против бешенст- 
ва. В качестве образцов сравнения использовали пер-
вый международный стандартный образец антира-
бического иммуноглобулина: WHO, 1st International 
Standard for rabies immunoglobulin (WHO International 
laboratory of Biological standards, Институт сывороток, 
Копенгаген, Дания) с активностью 59 МЕ в ампуле; вто-
рой международный стандартный образец иммуно-
глобулина человеческого против бешенства: WHO, 2nd 
International Standard for anti-rabies immunoglobulin, 
human [Национальный институт биологической стан-
дартизации и контроля (NIBSC), Великобритания, 
NIBSC-код: RAI] с активностью 30 МЕ в ампуле. Анализ 
результатов и расчет титра иммуноглобулина прово-
дили по методу Reed и Muench [7]. Активность препа-
рата СОП специфической активности иммуноглобули-
на антирабического, выраженную в международных 
единицах (МЕ), рассчитывали по формуле:

,
А

У n
В

= ×

где У – активность СОП (в МЕ); А – обратная величина 
титра СОП; В – обратная величина титра международ-
ного стандарта; n – активность международного стан-
дарта (в МЕ).

Для постановки биологической РН вируса бе-
шенства при определении активности СОП были ис-
пользованы белые мыши (Mus musculus) обоего пола 
линии BALB/c массой 11±1 г (питомник ФКУЗ РосНИПЧИ 
«Микроб»), прошедшие контроль генетической стан-
дартности лабораторных животных инбредных линий. 
Экспериментальные животные содержались в соот-
ветствии с Европейской конвенцией о защите позво-
ночных животных, используемых для экспериментов 
или в иных научных целях [8], и приказом № 199н от 
01  апреля 2016 г. «Правила лабораторной практики в 
Российской Федерации» [9]. 

Для изготовления СОП очищенный и стериль-
ный раствор иммуноглобулина разливали по 1  мл в 
ампулы объемом 2 мл (SCHOTT, Германия) при полу-
чении СОП в жидкой форме либо по 1 мл во флако-
ны объемом 3 мл (SCHOTT, Германия) для последую-
щей лиофилизации при изготовлении СОП в форме 
лиофилизата. Для получения СОП активности АИГ в 
форме лиофилизата применяли метод лиофильного 
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высушивания с использованием современной суб- 
лимационной установки EPSILON 2-6D (Martin Christ 
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Германия) произво-
дительностью до 6 кг/24 ч и температурой конденсо-
ра –85 °C. В качестве стабилизатора был использован 
глицин (pure, pharma grade, PanReac AppliChem) в кон-
центрации 2,25±0,25%. Определение потери в мас-
се при высушивании (ПМВ) для лиофилизированных 
образцов СОП осуществляли согласно ОФС «Потеря 
в массе при высушивании» [10]. Лиофилизаты раство-
ряли в 1 мл воды для инъекций и определяли время 
растворения. 

Определение стерильности СОП АИГ прово-
дили методом прямого посева согласно ФСП Р 
N002639/01-250210 «Иммуноглобулин антирабичес- 
кий из сыворотки крови лошади жидкий, раствор 
для инъекций». 

Для оценки истинного значения специфической 
активности при аттестации СОП активности антира-
бического иммуноглобулина использовали среднее 
арифметическое исследуемой выборки в соответст- 
вии с ОФС «Статистическая обработка результатов хи-
мического эксперимента и биологических испытаний» 
и ОФС «Статистическая обработка результатов опре-
деления специфической фармакологической актив-
ности лекарственных средств биологическими мето-
дами» [11, 12].

Для установления срока годности оценивали ста-
бильность СОП активности антирабического иммуно-
глобулина в долгосрочных испытаниях при хранении в 
условиях, соответствующих требованиям санитарных 
правил СП 3.3.2.3332-16 [13].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При изготовлении СОП специфической активнос- 

ти были учтены требования нормативной документа-
ции на иммуноглобулин антирабический из сыворотки 
крови лошади. 

Для получения рабочего стандартного образца 
в форме лиофилизата были отработаны условия лио-
фильного высушивания жидкого антирабического им-
муноглобулина на сублимационной установке Epsilon 
2-6D, наиболее подходящей для лиофилизации не-
больших партий препарата. Экспериментальным пу-
тем были отработаны следующие оптимальные пара-
метры лиофильного высушивания АИГ в дозировке 
1  мл: температура замораживания с учетом ранее 
определенной эвтектической температуры [14] – ми-
нус 38±1 °С; скорость замораживания – 6,5±0,1  °С/ч; 
продолжительность замораживания 2±1 ч; рабочий 
вакуум – 7±3 Па; температура нагрева плиты сублима-
тора – 30±1 °С; скорость повышения температуры при 
сублимации – 3,0±0,5 °С/ч; продолжительность субли-
мации – 8±1 ч; конечная температура материала при 
десорбции – 25±1 °С; продолжительность десорбции – 
3±1 ч. 

Лиофилизат представлял собой хорошо сформи-
рованную таблетку белого цвета, показатель потери 
в массе при высушивании составил 1,09±0,03%, обес- 
печив хорошую растворимость препарата в течение 
1,0±0,2 мин. 

Всего в период с 2010 года по настоящее время 
было приготовлено и аттестовано 3 серии СОП спе- 
цифической активности антирабического иммуно-
глобулина. Исследования образцов указанных серий 
по показателю «стерильность», потенциально влияю-
щему на значение и стабильность аттестуемой харак-
теристики, выявили стерильность полученных СОП. 
Аттестация СОП активности АИГ предусматривала 
установление аттестуемой характеристики разраба-
тываемого стандартного образца. Аттестуемой мет- 
рологической характеристикой СОП являлась специ- 
фическая активность в международных единицах 
(МЕ) в ампуле/флаконе. Результаты исследований по 
аттестации образцов СОП специфической активнос- 
ти антирабического иммуноглобулина относительно 
международных стандартов ВОЗ представлены в таб- 
лице 1. 

Как следует из приведенных в таблице 1 данных, 
аттестуемая характеристика СОП активности анти-
рабического иммуноглобулина серии 32-01-11 имела 
значение 177,33±13,89 МЕ/мл, для СОП серии 32-02-14 
и СОП серии 32-03-15 – соответственно 192,10±13,45 и 
198,67±16,62 МЕ/мл. Данные таблицы свидетельствуют 
о соответствии полученных характеристик требова-
ниям нормативной документации на антирабический 
иммуноглобулин, согласно которой специфическая ак-

Сублимационная установка EPSILON 2-6D (Martin Christ)
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тивность препарата должна иметь значение не менее 
150 МЕ/мл.

Стабильность СОП по показателю «специфичес- 
кая активность» в процессе хранения подтверждена 
в долгосрочных испытаниях в течение предполага-
емого срока годности (2 года) с использованием об-
разцов СОП серии 32-01-11 (таблица 2). Определение 
специфической активности СОП проводили на мо-
мент получения и через 2 года 1 месяц хранения. Как 
следует из данных таблицы 2, значение специфичес- 
кой активности СОП на момент получения составля-
ло 177,33±13,89 МЕ/мл. После хранения СОП в течение 

2-х  лет и 1 месяца величина аттестуемого показате-
ля СОП по результатам трех последовательных тес- 
тов составила 173, 185 и 175 МЕ/мл, что доказывает 
стабильность СОП активности антирабического им-
муноглобулина по показателю «специфическая ак-
тивность» в процессе хранения в течение срока год-
ности (2 года).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в результате исследований разра-

ботан СОП специфической активности антирабическо-
го иммуноглобулина, аттестованный с применением 

Таблица 1.

Результаты определения специфической активности кандидатов в СОП активности антирабического иммуноглобулина  
в реакции нейтрализации на белых мышах с использованием международных стандартов ВОЗ 

Серия СОП Дата опыта
Титр  

активности 
стандарта ВОЗ

Активность 
стандарта ВОЗ, 

МЕ/амп.

Титр
активности СОП

Активность 
СОП, МЕ/мл

Аттестованное 
значение СОП, МЕ/мл 

 ( ± Δ )x x

32-01-11

28.10.10-10.11.10 1:1503 59 

1:4391 172

177,33±13,89

1:5084 200

1:4888 176

19.11.10-01.12.10 1:1260 59 

1:4000 187

1:3274 153

1:4375 205

09.12.10-22.12.10 1:1000 59 

1:2828 167

1:2639 155

1:3076 181

32-02-14

29.11.13-13.12.13 1:278 30 
1:2000 216

192,10±13,45

1:1741 188

13.12.13-27.12.13 1:616 30 
1:3563 174

1:3364 164

17.01.14- 31.01.14 1:590 30 

1:3408 173

1:3562 181

1:4000 203

07.02.14-21.02.14 1:500 30 

1:3585 215

1:3497 210

1:3281 197

32-03-15

13.03.15-27.03.15 1:1300 59

1:4000 182

198,67±16,62

1:4491 200

1:4393 199

10.04.15-24.04.15 1:1455 59 

1:5040 204

1:4709 191

1:5769 234

22.05.15-05.06.15 1:2000 59 

1:5270 156

1:7199 212

1:7126 210
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международного стандартного образца иммуноглобу-
лина человеческого против бешенства. СОП предна-
значен для оценки специфической активности анти-
рабического иммуноглобулина коммерческих серий. 
В долгосрочных испытаниях установлен срок годнос- 
ти рабочего стандартного образца – 2 года. СОП ак-
тивности АИГ утвержден ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» 
Роспотребнадзора и внесен в реестр стандартных об-
разцов предприятия, допущенных к применению в 
экспериментально-производственных подразделе-
ниях и в отделе биологического и технологического 
контроля. По результатам исследований внесены из-
менения № 4 в фармакопейную статью предприятия 
ФСП P N002639/01–250210 на антирабический иммуно-
глобулин от 09.02.2016 г.
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Таблица 2. 

Исследование стабильности СОП специфической активности антирабического иммуноглобулина  
в долгосрочных испытаниях

Серия СОП 
Дата  

выпуска
Срок  

годности
Дата опыта

Активность 
СОП, МЕ/мл

Титр СОП/титр 
международного стандарта

32-01-11 02.2011 02.2013 

28.10.10-22.12.10 177,33±13,89

1:4391/1:1503

1:5084/1:1503

1:4888/1:1503

1:4000/1:1260

1:3274/1:1260

1:4375/1:1260

1:2828/1:1000

1:2639/1:1000

1:3076/1:1000

01.03.13-15.03.13 177,67±4,55

1:2884/1:500

1:3078/1:500

1:2924/1:500

РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля


