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Резюме

Введение. На сегодняшний день наличие пирогенных примесей в готовых лекарственных формах концентрированных куль-

туральных антирабических вакцин, производимых на территории РФ, определяют с помощью испытаний на кроликах (in vivo). 

В решении Коллегии Евразийской экономической комиссии от 7 сентября 2018 г. № 151 «Об утверждении руководства 

по составлению нормативного документа по качеству лекарственного препарата» представлены требования к определению 

бактериальных эндотоксинов  в парентеральных лекарственных препаратах.  В данном документе указано, что в нормативную 

документацию (НД) необходимо включить метод испытания и критерий приемлемости в отношении бактериальных эндоток-

синов (БЭ), применяя методику с использованием лизата амебоцитов мечехвоста. Цель исследования. Экспериментальная 

оценка возможности применения ЛАЛ-теста для определения бактериальных эндотоксинов в отечественных вакцинах для 

профилактики бешенства. Материалы и методы. Материалом служила «Вакцина антирабическая культуральная концентри-

рованная инактивированная очищенная» отечественного производства. Результаты и обсуждение. С целью подтверждения 

воспроизводимости методики испытания методом гель-тромб теста проводили в разные временные интервалы одним 

и/или двумя операторами. В ходе исследования оценивалась возможность использования количественного анализа с помо-

щью фотометрических методов. Выводы. Проведенное исследование продемонстрировало и экспериментально подтвердило 

возможность определения БЭ следующими методами: гель-тромб тест, турбидиметрический кинетический тест и хромогенный 

кинетический тест. Метод полуколичественного анализа с помощью гель-тромб теста рекомендуется выполнять в случае, если 

есть необходимость количественного анализа образцов вакцины в отсутствие возможности выполнения инструментальных 

методов. В ходе испытаний было установлено, что все серии образцов вакцин отечественного производства соответствовали 

теоретически рассчитанной и установленной норме («не более 25 ЕЭ/мл»). 

Ключевые слова: ЛАЛ-тест, определение бактериальных эндотоксинов в вакцинах, испытания антирабических вакцин, гель-

тромб тест, турбидиметрический кинетический тест, хромогенный кинетический тест
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Abstract

Relevance. The presence of pyrogenic impurities in finished dosage forms of concentrated cultural anti-rabies vaccines produced 

in the Russian Federation is determined using pyrogenicity tests on rabbits (in vivo). In accordance with the decision of the 

Board of the Eurasian Economic Commission dated September 7, 2018 N 151 «On the approval of guidelines for drawing up a 
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regulatory document on the quality of  a medicinal product», one of  the  requirements for  parenteral drugs is the  determination 

of  bacterial endotoxins. This document indicates that the  regulatory documentation should include a test and an admissibility 

criterion for  bacterial endotoxins (BE) using the  horseshoe crab amoebocyte lysate technique. Aims.  Experimental evaluation 

of the possibility of using the LAL-test to determine bacterial endotoxins in national vaccines for the prevention of rabies. Materials 

and methods. The research of  the  drug «Cultural antirabies vaccine concentrated inactivated purified» of  national production 

was carried out in accordance with the National Pharmacopoeia of  the Russian Federation, General Pharmacopoeia Monograph 

OFS.1.2.4.0006.15 in three modifications: gel-clot test: methods A, B; turbidimetric kinetic test: method C; chromogenic kinetic test: 

method D. Results. Was investigated 6 series of the national vaccines for the prevention of rabies from two national manufacturers 

(using three pharmacopoeial methods).  LAL reagent produced by two companies (Charles River Endosafe® and Lonza). In order 

to confirm the reproducibility of  the method, the gel-clot test was carried out at different time intervals by one or two operators. 

During the research was determined the possibility of using photometric methods (method C and D). Conclusions.  The research 

proved the possibility of determining bacterial endotoxins by methods: gel-clot test (method A), turbidimetric kinetic test (method C) 

and chromogenic kinetic test (method D). Method B is recommended for  quantitative analysis of  vaccine without instrumental 

methods. During the research all national vaccines for the prevention of rabies was free from bacterial endotoxins (no more 25 EU/ml). 

Keywords:  LAL test, bacterial endotoxins in vaccines, rabies vaccine tests, gel-clot test, turbidimetric kinetic test, chromogenic 

kinetic test
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Введение
На сегодняшний день наличие пирогенных при­

месей в готовых лекарственных формах концентри­
рованных культуральных антирабических вакцин, 
производимых на территории РФ, определяют с по­
мощью испытаний на кроликах (in vivo). В решении 
Коллегии Евразийской экономической комиссии 
от 7 сентября 2018 г. № 151 «Об утверждении руко­
водства по составлению нормативного документа 
по качеству лекарственного препарата» представ­
лены требования к определению бактериальных 
эндотоксинов (БЭ) в парентеральных лекарствен­
ных препаратах. В данном документе указано, что 
в  нормативную документацию необходимо вклю­
чить метод испытания и критерий приемлемости 
в  отношении БЭ, применяя методику с использо­
ванием лизата амебоцитов мечехвоста (ЛАЛ-тест) 
[1]. В Европейской Фармакопее (ЕФ) для испытания 
антирабических вакцин, наряду с определением пи­
рогенности, также предусмотрено определение БЭ. 
Кроме того, согласно требованиям ЕФ, испытание 
на пирогенность методом in vivo выполняется только 
в случаях, когда доказано наличие в субстанции дру­
гих пирогенных веществ, а не только БЭ [2].

В настоящее время в  готовой лекарственной 
форме культуральных антирабических вакцин оте­
чественного производства проводится испытание 
по показателю «Пирогенность» в  соответствии 
с  требованиями Государственной Фармакопеи РФ 
(ГФ РФ) ФС.3.3.1.0025.15 на лекарственный препа­
рат «Вакцина антирабическая культуральная кон­
центрированная очищенная инактивированная» 
[3]. Испытание данного препарата по показателю 
«Бактериальные эндотоксины» не предусмотрено 
ФС.3.3.1.0025.15 [3].

Определение пирогенности методом in vivo 
является длительным и трудоемким, что связано 
с  предварительной подготовкой животных к про­
ведению данного теста, включающая ежедневное 
взвешивание и осмотр животных.

В соответствии с  требованиями ГФ РФ, 
ОФС.1.2.4.0005.15 «Пирогенность», если результат, 
полученный на первом этапе, превышает 1,2 °С 
или зарегистрировано индивидуальное повышение 
температуры более чем на 0,5 °С хотя бы у одного 
из трех кроликов, то необходимо перейти к про­
ведению следующего этапа испытания. Для полу­
чения заключения о соответствии препарата по 
показателю «Пирогенность» повторные испытания 
могут проводиться до четырех раз [3].

Определение пирогенности биологическим мето­
дом in vivo целесообразно проводить на начальных 
этапах производства культуральной антирабиче­
ской вакцины по многим причинам. Во-первых, для 
приготовления клеточной культуры используются 
факторы роста, содержащие бычий сывороточный 
альбумин, многокомпонентные ростовые и поддер­
живающие вирусологические питательные среды. 
Использование данных веществ на  этапах произ­
водства вакцины в  некоторых случаях может вы­
зывать пирогенную реакцию, но  они не содержат 
эндотоксины микробного происхождения [4]. Во-
вторых, в  процессе производства антирабических 
вакцин могут образовываться продукты жизнедея­
тельности клеток почек сирийских хомячков (ПСХ), 
так как субстрат для культивирования вируса бе­
шенства является первичной культурой клеток ПСХ.

На последующих этапах технологического цик­
ла производства антирабической вакцины так­
же необходим мониторинг пирогенных примесей 
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в  каждой серии продукта. На стадиях концентри­
рования, очистки, инактивации и фильтрации су­
ществует вероятность загрязнения препарата 
эндотоксинами бактериального происхождения.

На основании вышеописанного целесообраз­
но определять содержание пирогенных примесей 
в антирабических вакцинах с помощью ЛАЛ-теста, 
что позволит повысить их безопасность, а также 
актуализировать требования к вакцинам для про­
филактики бешенства в  соответствии с  решением 
Коллегии Евразийской экономической комиссии.

Определение БЭ осуществляют с  помощью ЛАЛ-
теста (Limulus amebocyte lysate test), реактив кото­
рого специфически реагирует с  эндотоксином [5,6]. 
Преимуществами ЛАЛ-теста по сравнению с  опреде­
лением пирогенности in vivo являются: возможность 
полуколичественной или количественной оценки со­
держания БЭ в  лекарственных средствах, отсутствие 
необходимости использования подопытных животных, 
надежность и быстрота исполнения, а также его высо­
кая чувствительность и экономическая выгода [5,6].

ГФ РФ предусматривает выполнение ЛАЛ-теста 
с  помощью 6 методов. Наиболее применяемые 
из них: гель-тромб тест и кинетические методы. Гель-
тромб тест является арбитражным методом и вы­
полняется в  двух модификациях  – А и В. Метод 
А подразумевает оценку качества на  соответствие 
заявленной норме. Метод В проводят на стадии раз­
работки методики, где валидируется оптимальное 
разведение раствора испытуемого образца или для 
определения истинного содержания БЭ в отсутствие 
инструментальных методов ЛАЛ-теста [6].

Наиболее высокочувствительны фотометриче­
ские методы определения БЭ – турбидиметриче­
ский кинетический тест (метод С) и хромогенный 
кинетический тест (метод D). В кинетических ме­
тодах (С и D) фотометр измеряет оптическую плот­
ность через фиксированные промежутки времени 
и определяет её изменение с  меньшей погрешно­
стью по сравнению с  гель-тромб тестом. Анализ 
считается завершенным, когда оптическая плот­
ность достигает наименьшего значения концентра­
ции БЭ на калибровочной кривой [7].

Все методы достаточно надежны и воспроиз­
водимы. При наличии необходимого оборудова­
ния и реактивов выбор остается за аналитиком. В 
единичных случаях применяют инструментальные 
методы благодаря их высокой чувствительности, 
позволяющей избежать влияния мешающих факто­
ров в испытаниях ЛАЛ-теста [7].

Цель исследования – экспериментальная оценка 
возможности применения ЛАЛ-теста для определе­
ния бактериальных эндотоксинов в отечественных 
вакцинах для профилактики бешенства. Для этого 
сформулированы следующие задачи:
1) 	обосновать норму предельного содержания БЭ;
2) 	установить наиболее приемлемый метод опре­

деления содержания БЭ (А В, С, D); 
3) 	установить оптимальные рабочие разведения 

образцов для определения содержания БЭ 

каждым из  методов в  рутинном мониторинге 
качества продукции;

4) 	воспроизвести методики определения БЭ и вы­
полнить валидационные исследования под­
ходящей методики с  помощью установленных 
параметров и критериев их оценки.

Материалы и методы
Испытуемые образцы: «Вакцина антирабическая 

культуральная концентрированная инактивирован­
ная очищенная», лиофилизат для приготовления 
раствора для внутримышечного введения отече­
ственного производителя № 1 в  количестве двух 
серий (образец № 1, образец №  2); «Вакцина 
антирабическая культуральная концентрирован­
ная инактивированная очищенная», лиофилизат 
для приготовления раствора для внутримышечно­
го введения» отечественного производителя № 2 
в  количестве четырех серий (образец № 3, обра­
зец № 4, образец № 5, образец № 6).

Определение БЭ в  соответствии с  ГФ РФ, 
ОФС.1.2.4.0006.15 с помощью ЛАЛ-теста в модификациях:
•	 гель-тромб тест: методы А, В;
•	 турбидиметрический кинетический тест: метод С;
•	 хромогенный кинетический тест: метод D.

Используемые реактивы:
•	 наборы реактивов: ЛАЛ-реактив с контрольным 

стандартом эндотоксина (КСЭ) с  чувствительно­
стью 0,03 ЕЭ/мл и 0,015 ЕЭ/мл* (где ЕЭ – еди­
ницы эндотоксина) для методов А и В;

•	 набор реактивов: ЛАЛ-реактив с КСЭ для мето­
да С c пределом обнаружения от 0,01 ЕЭ/мл*; 

•	 набор реактивов: ЛАЛ-реактив с КСЭ для мето­
да D c пределом обнаружения от 0,005 ЕЭ/мл*; 

•	 вода для ЛАЛ-теста, не содержащая бактериаль­
ные эндотоксины, в комплекте с ЛАЛ-реактивом*,

•	 фотометр микропланшетный BIO-TEK ELx808 
Bio-Tech, подключенный к компьютеру с  про­
граммным обеспечением Endoscan-V;

•	 перемешивающее устройство типа Vortex;
•	 секундомер;
•	 баня водяная WNB-10;
•	 дозаторы автоматические переменных объемов;
•	  штативы для пробирок.
•	 микропланшеты 96-луночные плоскодонные, 
•	 наконечники для автоматических дозаторов, 
•	 круглодонные пробирки для разведений с  диа­

метром 13 мм и 10 мм.

Результаты и обсуждение
Предельное содержание бактериальных эндо­

токсинов рассчитывали по формуле, приведенной 
в ГФ РФ:                                                          К

Предельное содержание эндотоксинов =  __,

                                                                    М

где: К – пороговая пирогенная доза, равная 5 еди­
ницам эндотоксина (ЕЭ) на 1 кг массы тела для ис­
пытуемого лекарственного препарата;

* Реактивы компаний: «Charles River Endosafe®», «Lonza».	
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М  – максимальная терапевтическая доза препа­
рата, вводимая в течение одного часа (в мг, мл или 
ЕД на 1 кг массы тела) [3].

Согласно инструкции по медицинскому примене­
нию препарата содержимое ампулы с вакциной рас­
творяют в  1 мл растворителя (вода для инъекций) 
в  комплекте с  вакциной и вводят внутримышеч­
но взрослым (средний вес 70 кг) и детям (от 5  кг). 
Таким образом, с  учётом пирогенной пороговой 
дозы (5 ЕЭ/кг), максимальной разовой дозы разве­
дённого препарата (1 мл), наименьшим значением 
веса ребёнка до пяти лет (5 кг), норма предельного 
содержания БЭ должна составлять «не более 25 ЕЭ 
в 1 мл восстановленного лиофилизата».                                                         	
				    5ЕЭ/кг x 5 кг
Предельное содержание эндотоксинов = ______  = 25,0 ЕЭ/мл

                                               1 мл

Следует отметить, что норма с  таким же значе­
нием утверждена в  монографии ЕФ 9.0 на  препа­
рат: «Rabies vaccine for human use prepared in cell 
cultures» (07/2014:0216) [2].

Анализ испытуемых образцов с  помощью ЛАЛ-
теста выполнялся с  учётом рассчитанной нормы. 
Для этого готовили исходный раствор препарата: 
в ампулу с лиофилизатом добавляли 1 мл воды для 
ЛАЛ-теста, перемешивали до полного растворения. 

Качественный анализ  
с помощью гель-тромб теста (метод А)

Для установления соответствия рассчитанной 
норме предельного содержания БЭ [6] исходные 
растворы образцов испытывали в  максимально 
допустимом разведении (МДР) и в кратности, соот­
ветствующей ½ МДР.

Определение содержания БЭ проводилось с  по­
мощью ЛАЛ-реактива чувствительностью лизата (λ) – 
0,03 ЕЭ/мл и 0,015 ЕЭ/мл (полное математическое 
значение 0,03125 и 0,015625) одним или двумя опе­
раторами в разные временные промежутки.                                                        	
				    25 EЭ/мл

MДР антирабической вакцины = __________ = 1600

                                               0,015625 ЕЭ/мл

                                                25 EЭ/мл
MДР антирабической вакцины = __________ = 800

                                                0,03125

Содержание БЭ во всех образцах соответство­
вали рассчитанному значению нормы предельного 
содержания БЭ. 

Полуколичественный анализ  
с помощью гель-тромб теста (метод В)

При выполнении анализа с помощью гель-тромб 
теста исходные растворы испытывали в 10-кратных 
и последующих 2-кратных разведениях, не превы­
шающих значение МДР. Для этого готовили два па­
раллельных ряда разведений в воде для ЛАЛ-теста. 
Одновременно для «положительного контроля» или, 
как его иногда называют, «контроля ингибирования», 
делали два параллельных ряда таких же разведе­
ний исходного раствора препарата, но на растворе 

контрольного стандартного образца эндотоксина. 
Концентрация эндотоксина в  каждом из  разведе­
ний составляла значение, в два раза превышающее 
чувствительность ЛАЛ-реактива (2λ) [6].

Испытания проводились как в  один день (па­
раллельно, с  использованием ЛАЛ-реактива 
с одинаковой чувствительностью, но от разных по­
ставщиков, или использовался ЛАЛ-реактив одно­
го производителя, но с разной чувствительностью), 
так и в разные временные промежутки.

Результаты свидетельствовали об отсутствии ме­
шающих факторов во всех исследуемых образцах. 
Содержание БЭ, определённое ЛАЛ-реактивом с чув­
ствительностью 0,03 ЕЭ/мл, составило более 0,3 ЕЭ/мл  
и менее 3 ЕЭ/мл (табл. 1, 2, 4). При использовании 
ЛАЛ-реактива с чувствительностью 0,015 ЕЭ/мл, со­
держание БЭ находилось в  пределах более 1,5 ЕЭ/
мл и менее 6 ЕЭ/мл (табл. 3). Полученные данные 
соответствовали теоретически рассчитанной и уста­
новленной норме (не более 25 ЕЭ/мл).

Представленные в  таблице 1 результа­
ты показывают, что при пробном испытании 
вакцины антирабической культуральной концентриро­
ванной инактивированной очищенной, образца № 1 
от 27.12.2018 нами была подтверждена возможность 
определения бактериальных эндотоксинов в  испыту­
емом препарате в  соответствии с  требованиями ГФ 
РФ (контроль положительный показал наличие геля во 
всех разведениях, а при контроле отрицательном об­
разования геля не наблюдалось), а также отсутствие 
мешающих факторов (образец препарата не ингиби­
ровал КСЭ в концентрации 2 λ (0,03125 × 2) ЕЭ/мл).

При повторном исследовании образца 
№  1(10.03.2020), а также образца № 2, были по­
лучены аналогичные результаты: образование 
геля в  разведениях 1:100 и 1:200 у изучаемых 
образцов отсутствовало. Образование геля наблю­
далось в  разведении испытуемых образцов 1:10. 
Содержание бактериальных эндотоксинов состави­
ло более 0,3 ЕЭ/мл, но менее 3 ЕЭ/мл.

С целью оценки возможности определения БЭ 
в  антирабической вакцине отечественного про­
изводства методом гель-тромб теста и валидации 
методики нами также были исследованы образцы 
препарата производителя № 2. Условия испыта­
ния были аналогичными (ЛАЛ-реактив производ­
ства «Charles River Endosafe®», λ = 0,03 ЕЭ/мл). 
Для оценки повторяемости и внутрилабораторной 
воспроизводимости методики исследование было 
проведено в разные временные интервалы парал­
лельно двумя операторами. Полученные результа­
ты исследования представлены в таблице 2.

При воспроизведении методики параллель­
но двумя операторами были получены аналогич­
ные результаты: содержание БЭ составило более 
0,3  ЕЭ/мл и менее 3 ЕЭ/мл, что подтвердило по­
вторяемость и внутрилабораторную воспроизводи­
мость получаемых результатов.

Для оценки возможности использования ЛАЛ-
реактива для испытания антирабической вакцины 
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методом гель-тромб теста и подтверждения ранее 
полученных результатов аналогичные образцы 
препарата (образцы № 3, 4, 5, 6) были испытаны 
по показателю «Бактериальные эндотоксины» с ис­
пользованием ЛАЛ-реактива другой чувствитель­
ности (ЛАЛ-реактив производства «Charles River 
Endosafe®», λ = 0,015 ЕЭ/мл. Полученные резуль­
таты исследования представлены в таблице 3.

На основании проведенного исследования 
с использованием ЛАЛ-реактива с другой чувстви­
тельностью (λ = 0,015  ЕЭ/мл) были получены ре­
зультаты, находящиеся в  пределах обнаружения 
данного ЛАЛ-реактива, выявленный диапазон 
укладывался в  установленную норму (не более 
25 ЕЭ/мл). 

С целью изучения возможности воспроизведения 
методики с использованием ЛАЛ-реактива различных 
производителей и сравнительной оценки получаемых 
результатов нами был использован ЛАЛ-реактив про­
изводства фирмы «LONZA» с  чувствительностью 0,03 
ЕЭ/мл. Данные представлены в таблице 4.

Полученные данные подтвердили возможность ис­
пользования ЛАЛ-реактива производства фирмы 
«LONZA». Содержание БЭ составило более 0,3 ЕЭ/мл и ме­
нее 3 ЕЭ/мл, что подтвердило сходимость результатов при 
использовании ЛАЛ-реактива другого производителя.

Полученные результаты (см. табл. 1–4) позво­
ляют рекомендовать выполнение гель-тромб теста 
с  ЛАЛ-реактивом (0,015– 0,03 ЕЭ/мл) в  разведе­
ниях начиная с кратности 1:100.

Таблица 1. Результаты испытания образцов № 1, 2 «Вакцина антирабическая культуральная концентрированная 
инактивированная очищенная» методом В 
Table 1. The results of testing samples 1, 2 «Rabies vaccine cultural concentrated inactivated purified»  
by method B

Таблица 2. Результаты испытаний образцов производителя № 2 вакцины антирабической культуральной 
концентрированной инактивированной очищенной методом В с ЛАЛ-реактивом  
«Charles River Endosafe®», λ = 0,03 ЕЭ/мл (2 оператора)
Table 2. The results of testing samples «Rabies vaccine cultural concentrated inactivated purified»  
from manufacturing No 2 by method B with LAL-reagent «Charles River Endosafe®», λ = 0,03 EU/ml (2 operators)

 «Вакцина антирабическая культуральная концентрированная инактивированная очищенная», образцы № 1, 2
«Rabies vaccine cultural concentrated inactivated purified», numbers of sample 1, 2

ЛАЛ-реактив «Charles River Endosafe®», λ = 0,03 ЕЭ/мл, 1 оператор
LAL-reagent «Charles River Endosafe®», λ = 0,03EU/ml, 1 operator

Дата 
проведения 
испытания

Date of testing

№ образца
Numbers of samples

Содержание 
бактериальных 
эндотоксинов, 

ЕЭ/мл
Quantity 

of bacterial 
endotoxins,

EU/ml

Фактор разведения
Dilution factor

Контроли 
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П
ол

ож
ит

ел
ьн

ы
й

p
o

si
ti

ve

О
тр

иц
ат

ел
ьн

ы
й

n
e

g
a

ti
ve

П
ол

ож
ит

ел
ьн

ы
й 

ко
нт

ро
ль

 
ис

пы
ту

ем
ог

о 
пр

еп
ар

ат
а 

2 
λ 

(0
,0

31
25

 ×
 2

) Е
Э

/
м

л
p

o
si

ti
ve

 s
ta

n
d

a
rd

 
o

f 
sa

m
p

le
s 

2
 λ

 
(0

,0
3

1
2

5
 x

 2
) 

E
U

/
m

l

27.12.2018 Образец № 1
Sample No.1 > 0.3; < 3 + - - + + -- +

10.03.2020 Образец № 1
Sample No.1 > 0.3; < 3 + - - + + -- +

10.03.2020 Образец № 2
Sample No.2 > 0.3; < 3 + - - + + -- +

Примечание: Обозначение конечного результата гель-тромб теста: + наличие геля, — отсутствие геля.
Note: Designation of the final results of the gel-clot test:+ gel formed,— no gel formed.

№ образца
Numbers of samples

Содержание БЭ в образцах, (более или менее, ЕЭ/мл)
Quantity of bacterial endotoxins on the samples, (more or less, EU/ml) 

Опыт от 10.10.2019
Experiment from 10.10.2019

Опыт от 14.02.2020
Experiment from 14.02.2020

Опыт от 18.02.2020
Experiment from 18.02.2020

Образец № 3
Sample No. 3 > 0.3; < 3 > 0.3; < 3 > 0.3; < 3

Образец № 4
Sample No. 4

> 0.3; < 3 > 0.3; < 3 > 0.3; < 3

Образец № 5
Sample No. 5 > 0.3; < 3 > 0.3; < 3 > 0.3; < 3

Образец № 6
Sample No. 6 > 0.3; < 3 > 0.3; < 3 > 0.3; < 3
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Количественный анализ с помощью 
фотометрических методов (методы С и D)

Фотометрические кинетические методы опреде­
ления БЭ выполняли в соответствии с  указаниями 
инструкции компании-производителя набора реак­
тивов и программного обеспечения Endoscan-V.

Из раствора с  КСЭ готовили растворы, необхо­
димые для построения калибровочной кривой, со­
стоящей не менее чем из 4 точек, соответствующих 
четырем концентрациям.

Испытуемый образец вакцины № 1 разводили 
водой для ЛАЛ-теста до кратности разведения 1:50. 
Одновременно готовили растворы образца с  до­
бавлением эндотоксина (так называемая величина 
РРС – «Product Positiv Control»/«положительный кон­
троль препарата») для подтверждения отсутствия 
мешающих факторов. Концентрация эндотоксина 
в  этом растворе приблизительно соответствовала 
середине стандартной кривой. Исследуемые кон­
центрации для построения стандартных кривых при 
турбидиметрическом кинетическом и хромогенном 
кинетическом тестах представлены в таблице 5.

Таким образом, конечная концентрация эн­
дотоксина составила в  положительном контроле 

препарата при методе С  – 1 ЕЭ/мл, при методе 
D – 0,5 ЕЭ/мл.

Для выполнения исследования указанными 
методами в  ячейки микропланшета с  помощью 
автоматического дозатора помещали все испытуе­
мые растворы по 100 мкл в  каждую лунку микро­
планшета. Далее добавляли ЛАЛ-реактив в ячейки 
с  растворами и начинали считывание результатов 
анализа на фотометре.

Обнаружено, что испытуемый раствор не обла­
дает мешающими факторами в  разведении 1:50, 
так как измеренная концентрация эндотоксина, 
добавленного в испытуемый раствор, соответство­
вала диапазону 50–200% от известной концентра­
ции добавленного эндотоксина (табл. 6, 7).

Достоверную оценку наличия БЭ в вакцинах для 
профилактики от бешенства возможно и допустимо 
осуществлять с  помощью фотометрических кине­
тических тестов. Рекомендуемое разведение для 
рутинного мониторинга – 1:50.

Выводы
1.	 Экспериментально доказана возможность 

определения БЭ в  вакцине антирабической 

Таблица 3. Результаты испытаний образцов производителя № 2 вакцины антирабической культуральной 
концентрированной инактивированной очищенной методом В с ЛАЛ-реактивом «Charles River Endosafe®», 
λ = 0,015 ЕЭ/мл (2 оператора)
Table 3. The results of testing samples «Rabies vaccine cultural concentrated inactivated purified» from manufacturing 
No 2 by method B with LAL-reagent «Charles River Endosafe®», λ = 0,015 EU/ml (2 operators)

Таблица 4. Результаты испытаний образцов отечественного производителя № 2 вакцины антирабической 
культуральной концентрированной инактивированной очищенной методом В с ЛАЛ-реактивом «LONZA»,  
λ = 0,03 ЕЭ/мл (2 оператора)
Table 4. The results of testing samples «Rabies vaccine cultural concentrated inactivated purified»  
from manufacturing No 2 by method B with LAL-reagent «LONZA», λ = 0,03 EU/ml (2 operators)

№ образца
Numbers of samples

Содержание БЭ в образцах, (более или менее, ЕЭ/мл)
Quantity of bacterial endotoxins on the samples, (more or less, EU/ml)

Опыт от 09.10.2019
Experiment from 09.10.2019 

Опыт от 10.10.2019
Experiment from 10.10.2019

Опыт от 25.02.2020
Experiment from 25.02.2020 

Образец № 3
Sample No. 3 > 1.5; < 3 > 1.5; < 3 > 1.5; < 3

Образец № 4
Sample No. 4 > 3; < 6 > 1.5; < 3 > 1.5; < 3

Образец № 5
Sample No. 5 > 3; < 6 > 1.5; < 3 > 1.5; < 3

Образец № 6
Sample No. 6 > 1.5; < 3 > 1.5; < 3 > 1.5; < 3

№ образца
Numbers of samples

Содержание БЭ в образцах, (более или менее, ЕЭ/мл)
Quantity of bacterial endotoxins on the samples, (more or less, EU/ml)

Опыт от 14.02.2020
Experiment from 14.02.2020

Опыт от 19.02.2020
Experiment from 19.02.2020 

Опыт от 27.02.2020
Experiment from 27.02.2020

Образец № 3
Sample No. 3 > 0.3; < 3 > 0.3; < 3 > 0.3; < 3

Образец № 4
Sample No. 4

> 0.3; < 3 > 0.3; < 3 > 0.3; < 3

Образец № 5
Sample No. 5 > 0.3; < 3 > 0.3; < 3 > 0.3; < 3

Образец № 6
Sample No. 6

> 0.3; < 3 > 0.3; < 3 > 0.3; < 3
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следующими методами: гель-тромб тест (метод А), 
турбидиметрический кинетический тест (метод С) 
и хромогенный кинетический тест (метод D). 
Метод В рекомендуется использовать в  случае, 
если есть необходимость количественного ана­
лиза образцов вакцины в отсутствие возможно­
сти использования инструментальных методов.

2.	 Определена и обоснована норма предельного 
содержания БЭ в антирабических вакцинах оте­
чественного производства. Норма выражена 
в ЕЭ на мл восстановленного раствора с учётом 
того, что содержимое препарата растворяют 
в 1 мл воды для ЛАЛ-теста.

3.	 В ходе испытаний было установлено, что все се­
рии образцов вакцин отечественного производ­
ства соответствовали теоретически рассчитанной 
и установленной норме («не более 25 ЕЭ/мл»). 

4.	 В опытах гель-тромб теста в  разведении вос­
становленного раствора вакцины кратностью 
1:100 мешающие факторы не обнаружены, 
однако в  разведении 1:10 при использовании 
ЛАЛ-реактива с  чувствительностью 0,03 ЕЭ/мл 
был отмечен плотный гель, что свидетельство­
вало о  наличии БЭ в  образцах (более 0,3 ЕЭ/
мл, но  менее 3,0 ЕЭ/мл). При постановке дву­
мя операторами были получены сопоставимые 
результаты.

5.	 Фотометрическими методами определено со­
держание БЭ в образце № 1, которое составило 
1,9 ЕЭ/мл (методом С), 1,5  ЕЭ/мл (метод D). 
Полученные величины не противоречат резуль­
татам гель-тромб теста – менее 3 ЕЭ/мл, но бо­
лее 0,3 ЕЭ/мл. 

6.	 Установлены разведения для выполнения рутин­
ных анализов. Показано, что с использованием 
ЛАЛ-реактива с  высокой чувствительностью/
пределом обнаружения λ = 0,005–0,015  допу­
скается определение БЭ начиная с  разведения 
1:50.

7.	 Валидационные исследования свидетельство­
вали о  пригодности методик определения БЭ 
в антирабических вакцинах. Фотометрическими 
тестами установлено, что критерий правильно­
сти, определяющий степень извлечения вне­
сенной концентрации БЭ в  положительном 
контроле, находился в пределах от 50 до 200%. 
Абсолютное значение коэффициента корреля­
ции диапазона концентраций БЭ составляло R > 
0,98, что свидетельствовало о  линейности ре­
зультатов методики.
На основании полученных результатов ис­

следования рекомендовано внести показа­
тель «Бактериальные эндотоксины» в  ГФ РФ ФС 
ФС.3.3.1.0025.15  «Вакцина антирабическая 

Таблица 5. Концентрации растворов контрольного стандартного образца эндотоксина,  
используемые в испытаниях фотометрических кинетических методов
Table 5. Concentrations of solutions Control Standard Endotoxins (CSE) in photometric kinetics tests

Таблица 6. Результаты испытания образца № 1 вакцины антирабической культуральной концентрированной 
инактивированной, очищенной методом С
Table 6.The results of testing sample No. 1 of «Rabies vaccine cultural concentrated inactivated purified» by method C

Метод определения
Method of determination

Концентрации растворов КСЭ, (ЕЭ/мл)
Concentration of solutions CSE (EU/ml)

для построения калибровочной 
кривой

results for calibration diagram

для положительного контроля 
лекарственного препарата

for positive standard of samples 
medicinal product

Турбидиметрический кинетический тест
метод C
Turbidimetric kinetics test
method C

10
1

0,1
0,01

10

Хромогенный кинетический тест
метод D
Chromogenic kinetics test
Method D 

5
0,5

0,05
0,005

5

Критерии испытания
Tests criterion Норма

Standard
Результаты
The results

Коэффициент корреляции калибровочной кривой
Correlation coefficient of calibration diagram

≥ 0,980 0,9972

Отрицательный контроль воды для ЛАЛ-теста
Negative standard of water for LAL-test

< 0,01 ЕЭ/мл
< 0,01 EU/ml

< 0,01 ЕЭ/мл
< 0,01 EU/ml

Степень извлечения эндотоксина
Spike recovery

В положительном контроле образца (50 – 200) %
On positive standard of samples (50 – 200) %

130 %
130 %

Содержание БЭ в исходном растворе образца
Quantity of bacterial endotoxins on the solution of 
initial sample

Не более 25 ЕЭ/мл
No more than 25 EU/ml 1,9015 ЕЭ/мл

1,9015 EU/ml
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культуральная концентрированная очищенная 
инактивированная». Раздел дать в  редакции: 

«Не более 25  ЕЭ/мл восстановленного раствора. 
Препарат растворяют в 1 мл воды для БЭТ».

Таблица 7. Результаты испытания образца № 1 вакцины антирабической культуральной концентрированной 
инактивированной, очищенной методом D 
Table 7. The results of testing sample No. 1 of «Rabies vaccine cultural concentrated inactivated purified » by method D

Критерии испытания
Tests criterion

Норма
Standard

Результаты
The results

Коэффициент корреляции калибровочной кривой
Correlation coefficient of calibration diagram ≥ 0,980 0,9996 

Отрицательный контроль воды для ЛАЛ-теста
Negative standard of water for LAL-test

< 0,005 ЕЭ/мл
< 0,005 EU/ml

< 0,005 ЕЭ/мл
< 0,005 EU/ml

Степень извлечения эндотоксина
Spike recovery

В положительном контроле образца (50 – 200) %
On positive standard of samples (50 – 200) %

107 %
107 %

Содержание БЭ в исходном растворе образца
Quantity of bacterial endotoxins on the solution of initial 
sample

Не более 25 ЕЭ/мл
No more than 25 EU/ml 1,5935 ЕЭ/мл

1,5935 EU/ml
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