
33Reference Materials    Vol. 14.     № 3–4,     2018

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ / Разработка, производство стандартных образцов

DOI: 10.20915/2077-1177-2018-14-3–4-33-41

УДК 615.065:615.076

СТАНДАРТНЫЕ ОБРАЗЦЫ В ОЦЕНКЕ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ БЕЗОПАСНОСТИ 
ПРЕПАРАТОВ ИММУНОГЛОБУЛИНОВ И АЛЬБУМИНА ЧЕЛОВЕКА: 
ОСОБЕННОСТИ РАЗРАБОТКИ, АТТЕСТАЦИИ И ПРИМЕНЕНИЯ*

© О. Г. Корнилова, М. А. Кривых, Р. А. Волкова, И. В. Борисевич

Научный центр экспертизы средств медицинского применения Министерства здравоохранения Российской 

Федерации (ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России), Москва, Российская Федерация

E-mail: Kornilova@expmed.ru, ORCID: 0000-0003-1439-2052

Поступила в редакцию –  15 августа 2018 г., после доработки –  10 сентября 2018 г.

Принята к публикации –  10 сентября 2018 г.

Введение. Проблема безопасного применения препаратов иммуноглобулинов и альбумина человека обу-
словлена их возможным влиянием на системы комплемента, калликреин-кининовую, систему гемостаза 
пациента. Остаточное содержание гемагглютининов, анти-D антител, активатора прекалликреина, уро-
вень антикомплементарной активности, обуславливающих нежелательные явления при применении этих 
препаратов, регламентируется и контролируется как на этапах производства, так и в ходе испытаний 
по подтверждению соответствия требованиям нормативной документации. Методы их количественной 
оценки основаны на эффектах гемолиза или агглютинации эритроцитов, на амидолитических свойствах 
продуктов каскадных реакций и сопряжены с использованием реагентов биологического происхождения, что 
предопределяет обязательное использование стандартных образцов. Разработка стандартных образцов, 
являющихся носителем количественной характеристики примесей препаратов иммуноглобулинов и аль-
бумина человека, сопряжена со сложностями подбора кандидата, обоснованием методики аттестации 
и установлением соответствующих характеристик, а также обуславливает особенности применения.
Материалы и методы. В работе использованы растворы иммуноглобулинов человека с нормируемым со-
держанием гемагглютининов, анти-D антител или антикомплементарной активностью в различном диа-
пазоне, качество которых было изучено с использованием методов гемагглютинации, реакции связывания 
комплемента, хромогенным методом; методические подходы к разработке и аттестации стандартных 
образцов обосновывали с использованием методов системного анализа и документальной экспертизы.
Результаты исследования. Показана необходимость использования стандартных образцов для оценки 
стабильности аналитической работы при применении методик определения антикомплементарной ак-
тивности, содержания гемагглютининов или анти-D антител. Установлено, что стандартные образцы, 
являясь средством передачи единицы величины в совокупности с методикой испытаний, также позволяют 
установить количественное содержание гемагглютининов, анти-D антител, активатора прекалликреина. 
Обоснована необходимость максимального приближения значения аттестуемых характеристик стан-
дартного образца к качественному составу этих примесей в анализируемых препаратах, но в количествах, 
не выявляемых (для изготовления отрицательных компонентов стандартных образцов) или превышающих 
предельно допустимые (для изготовления положительных компонентов стандартных образцов).
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Обсуждение и заключение. Обоснованные методические подходы позволили разработать и аттестовать 
соответствующие отраслевые стандартные образцы, используемые при изучении специфической безопас-
ности препаратов иммуноглобулинов и альбумина человека.
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Human immunoglobulin and human albumin products can negatively affect patients’ health. The residual content 
of haemagglutinins, anti-D antibodies, prekallikrein activator, as well as the level of anticomplementary activity, 
are controlled during both production and testing for compliance with normative documentation. Methods for their 
quantitative evaluation are based on the effects of erythrocytes hemolysis or agglutination and on the amidolytic 
product properties of cascade reactions. These methods require the obligatory use of reference materials (RMs). 
The development of RMs, acting as the carrier of the quantitative characteristics of the human immunoglobulins 
and human albumin impurities, is fraught with the difficulty of selecting a candidate, substantiating the certifica-
tion methodology, and determining the relevant characteristics. In this research, we used human immunoglobulin 
solutions with normalized haemagglutinin content, anti-D antibodies or anti-complementary activity in a differ-
ent range, whose quality was studied using haemagglutination and chromogenic methods, and the complement 
fixation test. Methodological approaches to the RM development and certification were justified using system 
analysis and forensic audit methods.
The results demonstrate the necessity of using RMs to assess the stability of analytical work by applying anti-com-
plementary activity determination, haemagglutinin content or anti-Dantibody methods. It is established that RMs 
allow the quantitative content of haemagglutinins, anti-D antibodies and prekallikrein activator to be established. 
The value of the CRM characteristics should be approximated to the qualitative composition of these impurities in 
the analysed products, but in amounts not detectable (to produce negative RM components) or exceeding permis-
sible maxima (to produce positive RM components).

Keywords: quality control, human immunoglobulin products, human albumin products, specific safety, anticomplementary 

activity, anti-A and anti-B haemagglutinins, anti-D antibodies, prekallikrein activator, reference materials, hemagglutination 

methods, complement fixation test, chromogenic assay
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Используемые сокращения: Abbreviations used in the article:

АКА –  антикомплементарная активность

АПК –  активатор прекалликреина

АЧ –  альбумин человека

BRP –  биологический референс (эталонный) препа-

рат (biological reference preparation)

ВОЗ –  Всемирная организация здравоохранения

ГА –  гемагглютинины

ГФ –  Государственная фармакопея

ЕФ –  Европейская фармакопея

ИГЧ –  иммуноглобулины человека

МЕ –  международные единицы

МНПГ –  метод непрямой гемагглютинации

МПГ –  метод прямой гемагглютинации

НД –  нормативная документация

NIBSC –  Национальный институт биологических стандартов 

и контроля

ОСО –  отраслевой стандартный образец

ОФС –  общая фармакопейная статья

РСК –  реакция связывания комплемента

СО –  стандартные образецы

ACA –  anticomplementary activity

PKA –  prekallikrein activator

HA –  human albumin

BRP –  biological reference preparation

WHO –  World Health Organisation

HAE –  haemagglutinins

SPh RF –  State Pharmacopoeia of the Russian Federation

Ph. Eur. –  European Pharmacopoeia

HIG –  human immunoglobulins

IU –  international units

IHA test –  indirect haemagglutination test

DHA test –  direct haemagglutination test

PSF –  product specification file

NIBSC –  National Institute for Biological Standards and Control

IRM –  industry reference material

GM –  general monograph

CFT –  complement fixation test

RM –  reference material

Введение

К инфузионным препаратам ИГЧ и АЧ предъявля-

ются высокие требования по специфической безопас-

ности, связанной с влиянием лекарственного средства 

на системы комплемента, калликреин-кининовую и ге-

мостаза. Наличие ГА (анти-А и анти-В антител- имму-

ноглобулинов класса G) в титре менее 1:64 позволяет 

снизить риск возникновения внесосудистых нежела-

тельных реакций, обусловленных активацией макро-

фагов в первые 10 суток с момента внутривенного 

введения препарата ИГЧ пациентам не I(0) группы кро-

ви. При содержании анти-D антител в этих препаратах 

в титре не более 1:8 у резус-положительных пациентов 

с нарушениями иммунной системы вероятность ге-

молитических осложнений иммуноглобулинотерапии 

незначительна. АКА не более 50 % (что соответствует 

не более 1 СН50 на 1 мг белка иммуноглобулина) по-

зволяет устранить такие нежелательные реакции, как 

приливы, головная боль, лихорадка, тахикардия. При 

содержании АПК в инфузионных препаратах ИГЧ и АЧ 

менее 35 МЕ/мл гипотензивный эффект, связанный 

с влиянием β-фрагмента активированного фактора 

Хагемана на калликреин-кининовую систему при инфу-

зиях, минимален. «Анти-А и анти-В гемагглютинины», 

«Анти-D антитела», «Антикомплементарная активность», 

«Активатор прекалликреина» –  показатели качества, по-

зволяющие прогнозировать переносимость пациентами 

применение этих препаратов. Методы их оценки осно-

ваны на биологических эффектах (агглютинация или 

гемолиз эритроцитов), на амидолитических свойствах 

продуктов каскадных реакций (расщепление специ-

фического субстрата) и сопряжены с использованием 

реагентов биологического происхождения (комплемент, 

гемолитическая сыворотка, эритроциты, антиглобу-

линовая сыворотка, прекалликреин), стандартизация 

которых по всем свойствам невозможна. Однако совре-

менная практика экспертизы лекарственных средств 

предъявляет все более жесткие требования к методам 

и методикам, используемым при оценке их качества. 

Основополагающее значение в совершенствовании 

процедур испытаний препаратов ИГЧ и АЧ по показа-

телям специфической безопасности имеют СО, некото-

рые из которых используют для оценки стабильности 

аналитической работы (оценка пригодности системы), 

другие вместе с методикой испытаний являются сред-

ством передачи единицы величины и позволяют уста-

навливать количественное содержание примесей [1].

Обзор литературы

Международная практика изготовления и приме-

нения СО для контроля качества препаратов иммуно-

глобулинов и альбумина человека свидетельствует 

о значительной вариабельности методических подхо-

дов. Для оценки предельного или превышающего пре-

дельное содержание ГА, АПК, анти-D антител, также 

как и для получения уровня АКА в диапазоне более 

50 %, необходимы СО, несоответствующие по этим 

показателям качества требованиям НД на препараты. 

Однако СО ЕФ (BRP) и международные (NIBSC) пред-

ставляют собой серию лекарственного средства им-
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муноглобулина или альбумина человека, выпущенную 

без нарушений технологического процесса. Для дости-

жения соответствующего аттестованного значения да-

лее производитель СО осуществляет дополнительную 

«обработку материала (также называемое «изготовле-

ние» или «приготовление»)» [2] или подбор условий 

его применения. Так, СО иммуноглобулина человека 

Human immunoglobulin for anticomplementary activity 

BRP является лиофильно высушенным высокоочи-

щенным ИГЧ [3]. Условием для получения значений 

в диапазоне более 50 % (положительный контроль) 

является увеличение количества исходного восста-

новленного раствора СО. В зависимости от серии СО 

положительный контроль формируют либо использо-

ванием 0,6 мл исходного восстановленного раствора 

СО, либо 0,8 мл, отрицательный контроль при этом 

формируют использованием 0,2 мл исходного вос-

становленного раствора СО. Уровень АКА повышается 

не за счет увеличенного содержания конформационно 

измененных молекул белка иммуноглобулина, которые 

и являются пусковым механизмом каскада активации 

системы комплемента в организме пациента при имму-

ноглобулинотерапии, а за счет увеличения количества 

белка иммуноглобулина в методике РСК, используе-

мой для оценки качества препарата по уровню АКА. 

Для отрицательного контроля может использовать-

ся любая серия ИГЧ, соответствующая требованиям 

НД по АКА. Аттестованные значения АКА этого СО 

находятся в широком диапазоне и вне зависимости 

от серии составляют 10–40 % и 60–100 % для отрица-

тельного и положительного контролей соответственно. 

Количество анти-А и анти-В ГА в препаратах иммуно-

глобулинов может быть выявлено методами прямой 

и непрямой гемагглютинации [4]. Их титр определяют 

как максимальное разведение препарата, при котором 

происходит агглютинация тестовых эритроцитов лю-

бой степени интенсивности. Для контроля стабильно-

сти аналитической работы в различных диапазонах 

значений результатов измерения содержания ГА не-

обходимо использование положительного и отрица-

тельного СО. Для оценки количественного содержа-

ния –  СО с содержанием ГА в титре 1:64 (СО лимита 

содержания ГА), равном предельно допустимому для 

исследуемых препаратов. Содержание анти-А и анти-В 

ГА в крови доноров не одинаково, соответственно, со-

держание ГА в ИГЧ зависит от степени превалирования 

в производственном пуле плазмы крови доноров той 

или иной группы крови. С учетом этого обстоятельства 

при изготовлении положительного СО (международ-

ного и ЕФ) в качестве целевого значения принимается 

любое, фактически содержащееся в кандидате коли-

чество анти-А и анти-В ГА в диапазоне от 1:16 до 1:32, 

которое может быть либо одинаковым для обоих ви-

дов ГА, либо различным. Так, положительный контроль 

в составе международного СО (NIBSC) представляет 

собой раствор ИГЧ с различным содержанием ГА: 

анти-А в диапазоне от 1:32 до 1:64, анти-В –  от 1:16 

до 1:32 [5]. СО ЕФ, также являясь раствором ИГЧ, со-

держит и анти-А, и анти-В гемагглютинины на уров-

не 1:32 [3]. Для изготовления отрицательного СО ис-

пользуется серия ИГЧ, не содержащая ГА. СО лимита 

содержания ГА (международный и ЕФ) представляют 

собой растворы ИГЧ с добавлением мышиных моно-

клональных антител для достижения целевого значе-

ния 1:64. Эти СО аттестованы и рекомендованы для 

применения только в МПГ, так как в МНПГ мышиные 

антитела невозможно выявить. Указанные СО атте-

стованы по той же методике, для которой и предпо-

лагается их применять. Содержание анти-D антител 

в препаратах ИГЧ, определенное в реакции гемагглю-

тинации, не должно превышать титр положительного 

стандарта. Титр анти-D антител определяют как макси-

мальное разведение препарата, при котором происхо-

дит агглютинация резус-положительных эритроцитов 

любой степени интенсивности. Специфичность анали-

за подтверждается применением отрицательного СО, 

а также резус-отрицательных эритроцитов. В насто-

ящее время в международной практике применяют-

ся СО международный и ЕФ [3, 5]. Положительный СО 

имеет номинальный титр 1:8 и получен разведением 

в 6000 раз международного СО антирезусного имму-

ноглобулина с активностью 285 МЕ/мл в растворе ИГЧ. 

Антирезусная активность положительного СО содер-

жания анти-D антител является расчетной величиной, 

а аттестация по номинальному титру осуществляется 

с помощью методики, рекомендованной и для приме-

нения. Оценка предельного содержания АПК прово-

дится хромогенным методом посредством сравнения 

со СО, откалиброванным в МЕ [4]. Современные СО 

представляют собой серию препарата АЧ с повышен-

ным содержанием АПК, приближающимся к предельно 

допустимому в препаратах ИГЧ и АЧ, которое может 

быть достигнуто изменением определенных этапов 

технологии изготовления препарата (СО международ-

ный и ЕФ) или внесением дополнительно высокоочи-

щенного АПК (СО Фармакопеи США) [3, 5, 6]. С целью 

стандартизации методик оценки специфической без-

опасности препаратов ИГЧ и АЧ были разработаны 

и включены в ГФ Российской Федерации XIII изда-

ния ОФС «Определение антикомплементарной актив-
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ности лекарственных препаратов иммуноглобулинов 

человека», «Определение анти-А и анти-В гемагглюти-

нинов в лекарственных препаратах иммуноглобулинов 

человека», «Испытание на анти-D антитела в лекар-

ственных препаратах иммуноглобулинов человека», 

в соответствии с которыми для оценки качества препа-

ратов необходимо применение СО [7]. Использование 

только международных СО для рутинных методов ана-

лиза экономически нецелесообразно и не обеспечива-

ет соблюдение принципов национальной безопасности. 

Кроме того, различия в методах фармакопейного ана-

лиза препаратов ИГЧ (например, по содержанию ГА) 

не позволяет применять международные СО в методи-

ках ОФС.1.8.2.0004.15. В соответствии с рекомендаци-

ями ВОЗ должны разрабатываться национальные (от-

ечественные) СО [8]. Для их разработки, аттестации 

и адекватного применения необходимо обоснование 

соответствующих методических подходов.

Материалы и методы

В качестве объектов исследования выбраны рас-

творы иммуноглобулинов человека с нормируемым 

содержанием гемагглютининов, анти-D антител или 

антикомплементарной активностью в различном ди-

апазоне. Для определения количественных характе-

ристик по показателям специфической безопасности 

использовали реакцию связывания комплемента, мето-

ды непрямой и прямой гемагглютинации, хромогенный, 

спектрофотометрический методы в соответствии с ГФ 

и ЕФ, при обосновании методических подходов исполь-

зовали методы системного анализа и документальной 

экспертизы.

Результаты исследования

Методикой определения АКА в соответствии 

с ОФС.1.8.2.0007.15 предусмотрено использование  СО, 

положительный и отрицательный контроли которого 

позволяют оценивать стабильность аналитической 

работы в различных диапазонах значений результатов 

испытаний. При разработке отечественного СО для АКА 

использовали принцип максимального приближения 

к содержанию в его составе примесей, характеризу-

ющих уровень АКА. Установлено, что молекулы им-

муноглобулина приобретают способность спонтанно 

активировать систему комплемента вследствие агре-

гации в процессе фракционирования плазмы крови. 

Аналогичные изменения строения и межмолекулярных 

взаимодействий иммуноглобулинов класса G могут 

быть обусловлены нагреванием, обработкой органи-

ческими растворителями и химическими реагентами [9]. 

Разработка способа получения СО, включающего 

приготовление растворов ИГЧ с установленной АКА: 

для положительного контроля –  путем прогревания 

раствора иммуноглобулина человека при температу-

ре (56 ± 1) °С до достижения уровня АКА (60–90) %; для 

отрицательного контроля –  раствор коммерческого пре-

парата ИГЧ без каких-либо физических воздействий 

при условии соответствия уровня АКА (10–45) %, по-

зволила обосновать состав и способ применения отече-

ственного СО [10]. Отечественный СО иммуноглобулина 

человека (ОСО 42–28–430) состоит из двух компонен-

тов: отрицательный контроль –  раствор ИГЧ со средним 

значением АКА 40,5 %; 41,6 % и 38,7 % (для трех атте-

стованных серий), положительный контроль –  термиче-

ски обработанный раствор ИГЧ со средним значением 

АКА 76,6 %; 75,7 % и 69,9 %  [11–13]. Установленная не-

определенность СО этих серий составила около 10 %, 

что свидетельствует о более высокой стабильности 

аттестованных характеристик по сравнению со СО BRP, 

для которого неопределенность составляет от 15 % 

до 33 % [14].

Российским государственным стандартом каче-

ства (ОФС.1.8.2.0005.15) предусмотрено определение 

содержания анти-А и анти-В гемагглютининов в препа-

ратах иммуноглобулинов человека методом непрямой 

гемагглютинации, что обуславливает невозможность 

использования СО международного и ЕФ. Наиболее 

значимыми в отношении осложнений инфузионной 

терапии препаратами ИГЧ являются ГА, относящие-

ся к иммуноглобулинам класса G. В крови доноров 

только I(0) группы крови присутствуют эти антитела, 

в крови доноров II(А) и II(В) содержатся анти-В или 

анти-А (соответственно) ГА, относящиеся к иммуно-

глобулинам класса М, которые в процессе фракциони-

рования исключаются из состава препарата. В крови 

доноров IV(АВ) группы крови не выявляются ни анти-А, 

ни анти-В ГА. Использование для изготовления канди-

датов в СО плазмы крови доноров соответствующей 

группы крови в сочетании с контролируемым процес-

сом концентрирования конечного продукта в соответ-

ствии с исходным содержанием ГА позволило разра-

ботать СО «Набор для определения содержания анти-А 

и анти-В гемагглютининов» (ОСО 42–28–439), включа-

ющий пять компонентов [15,16]. Четыре из них изготов-

лены из плазмы крови доноров I(0) группы, но с разной 

степенью концентрирования до достижения целевого 

значения содержания анти-А и анти-В ГА в диапазоне 

от 1:16 до 1:64 (для положительных компонентов) и 1:64 

для компонентов лимита содержания соответствую-

щих ГА. Отрицательный компонент не содержит ГА бла-
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годаря использованию плазмы крови доноров VI(АВ) 

группы. Разработка СО для определения содержания ГА 

на основе растворов ИГЧ, содержащих примеси ГА, ко-

торые и обуславливают возникновение нежелательных 

явлений иммуноглобулинотерапии, позволяет исполь-

зовать для его аттестации различные методы, регла-

ментированные для контроля качества препаратов ИГЧ –  

МПГ и МНПГ. Наличие СО, аттестуемые характеристики 

которого установлены с использованием МПГ и МНПГ, 

не только обеспечивает стандартизацию этих методов, 

но и позволяет проводить сравнительную оценку ко-

личественных характеристик примесей ГА в различных 

препаратах ИГЧ.

Предел количественного содержания анти-D анти-

тел в ИГЧ установлен в результате ретроспективного 

анализа осложнений, возникающих у резус-положи-

тельных пациентов при применении препаратов, аг-

глютинирующих тестовые эритроциты в разведении 

1:16–1:32. [17, 18]. В качестве положительного кон-

троля при оценке содержания анти-D антител было 

использовано разведение внутримышечного анти-

резусного иммуноглобулина Partobulin (Immuno Ltd, 

Sevenoaks, Kent, UK) до теоретического содержания 

0,05 МЕ/мл с номинальным титром 1:8, что и послужи-

ло основанием считать, что положительный контроль 

при оценке качества препаратов ИГЧ должен иметь 

указанную активность. Стратегия изготовления СО 

международного и ЕФ не позволяет точно охарактери-

зовать антирезусную активность положительного СО, 

так как в реакции гемагглютинации вариабельность 

результатов высока, в том числе благодаря исполь-

зованию двукратного шага разведения; разведение 

в 6000 раз аттестованного антирезусного ИГЧ также 

вносит свой вклад в неопределенность содержания 

анти-D антител. Более обоснованным является ис-

пользование для разработки СО раствора ИГЧ, полу-

ченного из плазмы крови доноров соответствующей 

резус-принадлежности с разной степенью концентри-

рования до достижения целевого значения содержа-

ния анти-D антител. Использование метода проточной 

цитофлуориметрии позволяет установить аттестован-

ные значения содержания анти-D антител в МЕ, метод 

гемагглютинации позволяет определить номинальный 

титр. Отечественный СО «Набор для определения со-

держания анти-D антител» (ОСО  42–28–440) включает 

в себя два компонента [19]. Отрицательный компонент, 

изготовленный из плазмы крови резус-положитель-

ных доноров I(0) группы крови, анти-D антител не со-

держит. Целевое значение содержания анти-D антител 

в положительном компоненте достигается благода-

ря использованию плазмы крови резус-отрицатель-

ных доноров IV(АВ) группы крови. Положительный 

компонент аттестован двумя методами: гемагглю-

тинации (титр составляет 1:8) и методом проточной 

цитофлюориметрии (антирезусная активность со-

ставляет 0,7 МЕ/мл). Наличие характеристики, атте-

стованной в сравнении с международными СО двумя 

методами, один из которых (проточная цитофлюори-

метрия) является более точным и объективным, по-

зволяет стандартизовать получение положительного 

компонента СО.

С учетом международного опыта разработки СО 

содержания АПК было изучено содержание АПК в ком-

мерческих сериях препаратах АЧ [20, 21]. Установлено, 

что технологические особенности производства отече-

ственных препаратов из плазмы крови человека не по-

зволяют использовать коммерческие серии АЧ в каче-

стве кандидата в СО. Изменение этапов производства 

АЧ нецелесообразно, следовательно, необходимо рас-

сматривать возможность разработки отечественного 

СО с использованием высокоочищенного β-фрагмента 

активированного фактора Хагемана, являющегося ис-

тинным АПК, контаминирующим препараты АЧ.

Обсуждение и заключение

Таким образом, в оценке специфической безопас-

ности препаратов ИГЧ и АЧ СО играют ключевую роль. 

Разработка СО, количественно характеризующих при-

меси, обуславливающих возникновение нежелательных 

реакций при применении препаратов иммуноглобули-

нов и альбумина человека, требует подбора кандидата 

в СО. Отечественные СО разработаны с учетом мак-

симального приближения к содержанию в их составе 

примесей, количественная характеристика которых 

и является аттестуемым значением. Из-за отсутствия 

в настоящее время альтернативных методик измерения 

величин, характеризующих показатели специфической 

безопасности, ОСО иммуноглобулина человека, ОСО 

«Набор для определения содержания анти-А и анти-В 

гемагглютининов» аттестованы той же методикой, для 

которой они и предназначены. Преимуществом поло-

жительного компонента ОСО «Набор для определения 

содержания анти-D антител» является аттестация его 

двумя методами.
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