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

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

ная инфекция, которая занимает относитель-

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Для достижения цели были поставлены сле-
дующие задачи:

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

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

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

Материалы и методы
Материалы

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

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

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

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

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

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

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

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

Методы
Сенсибилизация эритроцитов. Перед сенсиби-

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 С = K×Cэ , (1)

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

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

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

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

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

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

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

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

Далее сконструированные защитные среды 
смешивали с диагностикумом эритроцитарным 

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

Параметры этапов лиофилизации 
диагностикума эритроцитарного 
туляремийного иммуноглобулинового

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Контроль экспериментальных серий 
диагностикума эритроцитарного 
туляремийного иммуноглобулинового 
лиофилизированного

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

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

 – чувствительность;
 – специфичность.

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

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

Ингредиент
Ingredient

Состав защитных сред 
Composition of protective media

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

Желатин
Gelatin

1,0 1,0 – – – 1,0 1,0 – – –

Тиомочевина
Thiourea

1,0 1,0 – – 1,0 1,0 1,0 – – 1,0

Трегалоза
Trehalose

8 – – – 4 8 – – – 4

Сахароза
Sucrose

– 10 – 15 – – 10 – 15 –

Декстран
Dextran

– – 6 – 6 – – 6 – 6

Твин 80
Tween 80

0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 – – – – –

Азид натрия
Sodium azide

0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01



203

 Kurcheva S.A., Koshkidko A.G., Zharnikova I.V., Rusanova D.V., Semircheva A.A., Startseva O.L., Zhdanova E.V. et al.
Development of a protective lyophilisation medium and conditions to stabilise the erythrocyte diagnostic...

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Рис. 1. График лиофилизации диагностикумов эритроцитарных туляремийных иммуноглобулиновых.

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

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

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

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

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

№ серии
Batch No.

Характеристика основных параметров
Characteristics of the main parameters

растворимостьa

solubilitya

внешний вид восстановленного препарата / 
внешний вид после отстаивания

appearance after reconstitution / after settling

чувствительность 
м.к./мл

sensitivity m.c./mL

1/1 1 мин
1 min

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

1,56×106

2/1 1 мин
1 min

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

1,56×106

3/1 30 с
30 s

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

1,56×106

4/1 1 мин
1 min

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

1,25×107

5/1 3 мин
3 min

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

2,5×107

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

б/н
none

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

1,56×106

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

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

Выводы
1. В результате исследований наиболее пер-

спективной в использовании признана среда 

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

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

3. По совокупности полученных результатов 
изучения стабильности в реальном времени 
(долговременная стабильность) и ускорен-
ном исследовании стабильности лиофили-
зированных форм диагностикума показана 
возможность хранения в течение двух лет 
при регламентированной температуре 
от 2 до 8 °С, а также в условиях повышенных 
и пониженных температур при 30±2 °С и ми-
нус 18 °С соответственно. Отрицательного 
влияния указанных температур на результаты 
контролируемых показателей не выявлено.
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