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Резюме	 Актуальность. Оценка содержания пирогенных примесей в вакцине брюшнотифозной 
Ви-полисахаридной (Вианвак®) проводится в настоящее время только биологическим те-
стом на пирогенность. Определение бактериальных эндотоксинов (БЭ) с помощью гель-
тромб теста и введение показателя «Бактериальные эндотоксины» в нормативную доку-
ментацию на препарат позволят существенно повысить надежность контроля качества 
данной вакцины, а также гармонизировать требования к ней с требованиями ведущих 
фармакопей мира к данной группе лекарственных препаратов.
Цель. Экспериментальная оценка возможности определения содержания бактериаль-
ных эндотоксинов с помощью гель-тромб теста в брюшнотифозной Ви-полисахаридной 
вакцине.
Материалы и методы. Образцы вакцины брюшнотифозной Ви-полисахаридной (раствор 
для подкожного введения, 0,5 мл/доза) пяти серий; ЛАЛ-реактив; ТАЛ-реактив. Испытания 
проводились с использованием гель-тромб теста с учетом требований Государственной 
фармакопеи Российской Федерации (ОФС.1.2.4.0006.15) и теста на пирогенность согласно 
ОФС.1.2.4.0005.15.
Результаты. Расчетное предельное содержание БЭ в испытуемой вакцине составляет 
96 ЕЭ/мл, значение максимально допустимого разведения (МДР)  — 3200. Установ-
лены нормативные требования к качеству вакцины по показателю «Бактериальные 
эндотоксины» (не более 48 ЕЭ/доза). Выявлено наличие БЭ в разведениях препарата 
1/16–1/32 и отсутствие  — в разведениях 1/64–1/256. Выбрано и валидировано рабо-
чее разведение препарата 1/128. Полученные значения содержания БЭ в исследуемых 
образцах находятся в диапазоне от 0,24 до 0,48 ЕЭ/доза. Испытания на пирогенность 
in vivo образцов пяти серий вакцины в разведениях от 1/16 до 1/256 показали, что вве-
дение животным препарата в разведениях 1/16–1/128 вызывало пирогенную реакцию, 
а при введении вакцины в разведении 1/256 пирогенная реакция отсутствовала во всех  
экспериментах.
Выводы. Экспериментально доказана возможность определения бактериальных эндоток
синов в вакцине брюшнотифозной Ви-полисахаридной с помощью гель-тромб теста. Ре-
комендовано введение показателя «Бактериальные эндотоксины» в Государственную 
фармакопею Российской Федерации ФС.3.3.1.0012.15 «Вакцина брюшнотифозная Ви-по-
лисахаридная».

Ключевые слова: 	 бактериальные эндотоксины; гель-тромб тест; вакцина брюшнотифозная Ви-полисахаридная; 
ЛАЛ-тест; тест на пирогенность
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Abstract	 Scientific relevance. Currently, only the rabbit pyrogen test is used to test the Vianvac® typhoid 
Vi polysaccharide vaccine for pyrogenicity. As part of the product specification file, the gel-
clot test for bacterial endotoxins (BE) will improve the reliability of quality control, as well as 
harmonise the requirements for the vaccine with the requirements outlined for this group of 
medicinal products by leading world pharmacopoeias.
Aim. This study aimed at an experimental assessment of the applicability of the gel-clot test to 
the quantification of BE in the typhoid Vi polysaccharide vaccine.
Materials and methods. This study used samples from 5 batches of the typhoid Vi polysaccha
ride vaccine (0.5 mL/dose, solution for subcutaneous injection), LAL and TAL reagents. The ana-
lysis included the gel-clot test and the pyrogenicity test according to the State Pharmacopoeia 
of the Russian Federation (OFS.1.2.4.0006.15 and OFS.1.2.4.0005.15, respectively).
Results. According to calculations, the BE limit for the tested vaccine was 96 EU/mL, and the 
maximum valid dilution (MVD) was 3200. The authors determined the regulatory requirements 
for typhoid Vi polysaccharide vaccine quality in terms of BE (not more than 48 EU/dose). The 
in vitro BE tests were positive at vaccine dilutions of 1/16 to 1/32 and negative at 1/64 to 1/256. 
The authors selected and validated a working vaccine dilution of 1/128. The BE content mea-
sured in the tested samples ranged from 0.24 to 0.48 EU/dose. The in vivo pyrogen tests were 
positive at dilutions of 1/16 to 1/128 and negative at 1/256 in all experiments with samples 
from 5 vaccine batches at dilutions ranging from 1/16 to 1/256.
Conclusions. This study has experimentally proven that the gel-clot test can quantify BE in the 
typhoid Vi polysaccharide vaccine. The authors have recommended introducing the gel-clot BE 
test in the monograph of the State Pharmacopoeia of the Russian Federation on the typhoid Vi 
polysaccharide vaccine (FS.3.3.1.0012.15).

Keywords:	 bacterial endotoxins; gel-clot test; typhoid Vi polysaccharide vaccine; LAL test; pyrogen test

For citation: 	 Abramtseva M.V., Alekhina N.S., Kolyshkina E.D. Experimental evaluation of the possi-
bility of determining bacterial endotoxins in typhoid Vi polysaccharide vaccines using 
the gel-clot test. Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2023;23(4):570–583.  
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2023-23-4-570-583

Funding. The study reported in this publication was carried out as part of publicly funded research project No. 056-00052-23-00 and was supported 
by the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products (R&D reporting No. 121022000147-4).
Disclosure. The authors declare having no conflict of interest requiring disclosure in this article.



572
БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2023, Т. 23, № 4

Абрамцева М.В., Алехина Н.С., Колышкина Е.Д.
Экспериментальная оценка возможности определения бактериальных эндотоксинов с помощью гель-тромб теста...

Введение
В Российской Федерации для специфической 

профилактики брюшного тифа применяется 
вакцина брюшнотифозная Ви-полисахаридная, 
которая содержит в своем составе капсульный 
полисахарид (Ви-антиген), извлеченный из супер-
натанта культуры Salmonella typhi. Одна доза пре-
парата содержит 25 мкг Ви-антигена1.

Контроль качества вакцинных препаратов со-
гласно Государственной Фармакопее Российской 
Федерации (ГФ РФ) должен включать в себя ис-
пытания по показателям «Пирогенность» био-
логическим методом на кроликах in vivo и/или 
«Бактериальные эндотоксины»2 с применением 
методики in vitro, основанной на использовании 
лизата амебоцитов мечехвоста (ЛАЛ-тест), кото-
рая может быть выполнена тремя различными 
подходами (гель-тромб тест, турбидиметриче-
ский метод, хромогенный метод)3.

В соответствии с нормативной документа-
цией на вакцину брюшнотифозную Ви-поли
сахаридную определение содержания в ней пи-
рогенных примесей проводится биологическим 
тестом на пирогенность4.

Основными недостатками теста на пироген-
ность являются использование лабораторных 
животных, невозможность количественной 
оценки содержания пирогенных примесей [1], 
высокая вариабельность результатов и зависи-
мость результата испытания от индивидуальной 
чувствительности животного [2]. Кроме того, 
к минусам метода относятся высокая стоимость 
и трудозатратность [1]. Испытание способно вы-
зывать стресс у животных из-за длительности 
и инвазивности процедуры, что может приве-
сти к получению некорректных результатов [3]. 
Биологический тест на пирогенность никогда 
не был валидирован, и его результаты не могут 
быть экстраполированы на человека [3].

Согласно требованиям Евразийской эконо-
мической комиссии («Руководство по состав-
лению нормативного документа по качеству 
лекарственного препарата»)5 определение 

бактериальных эндотоксинов (БЭ) с помощью 
ЛАЛ-теста является основным тестом для ис-
пытания парентеральных лекарственных пре-
паратов. К преимуществам ЛАЛ-теста относят 
возможность проведения полуколичественного 
или количественного определения содержания 
БЭ [4], высокую чувствительность, хорошую 
воспроизводимость результатов6. Кроме того, 
метод отличает простота выполнения, возмож-
ность анализировать значительное количество 
образцов за короткий промежуток времени 
и экономичность [1]. Внедрение ЛАЛ-теста 
в лабораторную практику способствовало су-
щественному сокращению числа животных, ис-
пользуемых в испытаниях [5]. Однако высокая 
специфичность в отношении липополисахари-
дов грамотрицательных бактерий ограничи-
вает возможности ЛАЛ-теста для мониторинга 
пирогенности и потенциальной иммунной акти-
вации, опосредованной другими пирогенными 
примесями. ЛАЛ-тест не способен обнаружи-
вать широкий спектр биологически значимых 
пирогенов, таких как липопротеины, пепти-
догликаны и липотейхоевые кислоты грампо-
ложительных бактерий [5, 6]. Это во многих 
случаях исключает полный отказ от испытания 
на пирогенность [7]. Несмотря на то что чув-
ствительность ЛАЛ-теста значительно превы-
шает чувствительность теста на кроликах, ис-
пытание in vivo считается более универсальным 
и позволяет выявить наличие в лекарственном 
препарате пирогенных загрязнений любой при-
роды [8, 9].

Таким образом, тест на пирогенность и ЛАЛ-тест  
являются однонаправленными, но не аналогич-
ными ввиду различий в чувствительности и спе-
цифичности к пирогенным примесям [3, 8].

Требования Европейской фармакопеи7 и Бри
танской фармакопеи8 к брюшнотифозным поли-
сахаридным вакцинам предусматривают опре-
деление БЭ с помощью ЛАЛ-теста, исключая 
проведение испытания на пирогенность in  vivo. 
Фармакопея США9 допускает оба метода оценки 

1	 ФС.3.3.1.0012.15 Вакцина брюшнотифозная Ви-полисахаридная. Государственная фармакопея Российской Федерации. 
XIV изд. Т. 4; 2018.

2	 ОФС.1.7.1.0004.15 Вакцины и анатоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
3	 ОФС.1.2.4.0006.15 Бактериальные эндотоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018. 
4	 ФС.3.3.1.0012.15 Вакцина брюшнотифозная Ви-полисахаридная. Государственная фармакопея Российской Федерации. 

XIV изд. Т. 4; 2018.
5	 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 07.09.2018 № 151 «Руководство по составлению норматив-

ного документа по качеству лекарственного препарата».
6	 Неугодова НП, Долгова ГВ, Ситников АГ. Достоинства ЛАЛ-теста как средства контроля качества лекарственных средств. 

ЛАЛ-тест. 2003;(2):6–8.
7	 Monograph 1160. Typhoid polysaccharide vaccine. European Pharmacopoeia 10th ed.; 2019.
8	 Typhoid polysaccharide vaccine. British Pharmacopoeia; 2020.
9	 USP 41–NF 39 <1234> Vaccines for human use — polysaccharide and glycoconjugate vaccines; 2021.
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пирогенных примесей в зависимости от норма-
тивных требований к конкретному лекарствен-
ному препарату.

Обобщая изложенные литературные данные 
и регуляторные требования, можно заключить, 
что определение БЭ с помощью гель-тромб те-
ста и включение показателя «Бактериальные 
эндотоксины» в нормативную документацию 
на отечественную вакцину брюшнотифоз-
ную Ви-полисахаридную позволит значитель-
но повысить надежность контроля, а также 
гармонизировать подходы к оценке ее каче-
ства с требованиями зарубежных фармакопей. 
Выбор гель-тромб теста обусловлен его доступ-
ностью, простотой, экономичностью и хорошей 
воспроизводимостью результатов [5, 10].

Цель работы  — экспериментальная оцен-
ка возможности определения БЭ с помощью 
гель-тромб теста в брюшнотифозной Ви-поли
сахаридной вакцине. Для выполнения данной 
цели были поставлены следующие задачи:

–– рассчитать предельное содержание БЭ в ис-
пытуемом препарате и значение максимально 
допустимого разведения (МДР);

–– подтвердить заявленную чувствительность 
ЛАЛ-реактива;

–– определить рабочее разведение вакцины 
и провести испытания на наличие в ней меша-
ющих факторов;

–– произвести оценку пирогенности испытуемо-
го препарата биологическим методом in vivo 
в разведениях, близких к рабочему, опреде-
ленному по результатам ЛАЛ-теста;

–– провести сравнение данных, полученных в ис-
пытаниях с помощью ЛАЛ-теста и при оценке 
пирогенности in vivo.

Материалы и методы
Материалы:
–– образцы вакцины Вианвак® (вакцина брюш-
нотифозная Ви-полисахаридная), раствор 
для подкожного введения, 0,5 мл/доза, произ-
водства ООО «Гритвак», Россия; серии № 400-
0520, 402-0620, 414-0922, 406-0721, 413-0522 
(2020–2022 гг. выпуска);

–– ЛАЛ-реактив и контрольный стандарт эндоток- 
сина (Charles River Endosafe, США);

–– ТАЛ-реактив и контрольный стандарт эндоток- 
сина (Xiamen Bioendo Technology Co., Ltd, Ки-
тай);

–– вода для ЛАЛ-теста «AL-WATER» (ООО «Альги-
мед Техно», Россия);

–– натрия хлорид 0,9%, растворитель для приго-
товления лекарственных форм для инъекций 
(ОАО «Дальхимфарм», Россия);

–– наконечники для автоматических дозаторов 
(Eppendorf, Германия; Sartorius, Германия);

–– круглодонные пробирки с диаметром 10 
и 13 мм (ООО «Альгимед Техно», Россия);

–– пробирки центрифужные 50 мл (Corning, США);
–– шприцы инъекционные однократного при-
менения с номинальным объемом 3,0 см3 (SFM 
Hospital Products, Германия).

Оборудование:
–– баня водяная (GFL 1003, Германия);
–– автоматические дозаторы с переменным 
объемом 20–200 и 10–100 мкл (Eppendorf, Гер-
мания) и 0,5–5000 мкл (Sartorius, Германия);

–– перемешивающее устройство типа Vortex 
(Elmi, Латвия);

–– pH/Ion-метр SevenCompact S220 (Mettler To-
ledo, КНР);

–– весы электронные BD-590 (Tanita, Япония);
–– термометр медицинский электронный МТ-
1931 (Microlife, Швейцария).

Методы
Гель-тромб тест (метод В)10. Исследуемые об-

разцы вакцины разводили водой для ЛАЛ-теста. 
Приготовленные разведения по 0,1 мл вносили 
в круглодонные депирогенизированные про-
бирки, после чего в каждую пробирку добав-
ляли по 0,1 мл ЛАЛ-реактива, предваритель-
но разведенного водой для ЛАЛ-теста. Далее 
реакционные смеси тщательно перемешивали 
и инкубировали в водяной бане при температу-
ре 37 °С, после чего каждую пробирку плавно 
переворачивали на 180° и оценивали наличие 
в ней плотного геля, образование которого го-
ворит о положительной реакции и присутствии 
в смеси БЭ. Все испытания проводились в двой-
ной повторности, опыты сопровождались поло-
жительным и отрицательным контролями.

Испытание на пирогенность in vivo11. В экспери-
менте использовали кроликов породы Советская 
шиншилла весом 2,0-3,5 кг. Исследуемые образ-
цы разводили стерильным раствором натрия 
хлорида 0,9% для инъекций. Выбор диапазона 
разведений вакцины был основан на результатах 
гель-тромб теста. Раствор вводили в краевую уш-
ную вену кролика из расчета 1 мл на 1 кг веса жи-
вотного. Для каждого опытного образца испыта-
ние проводили на трех кроликах. Согласно ГФ РФ12  

10	 ОФС.1.2.4.0006.15 Бактериальные эндотоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
11	 ОФС.1.2.4.0005.15 Пирогенность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
12	 Там же.
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реакция на введение препарата считается 
пирогенной, если сумма наибольших повы-
шений температур (ΣΔТmax) >1,2 °С или хотя 
бы у одного из кроликов отмечено повыше-
ние температуры (ΔТmax) на 0,6 °С и выше. 
Экспериментальные животные содержались 
в условиях вивария в соответствии с ГОСТ 
33044-201413. Работы с лабораторными жи-
вотными выполняли на основе стандартных 
операционных процедур, принятых в ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России, в соответствии 
с правилами Европейской Конвенции ETS 
№ 12314 и директивой Европейского парламен-
та и Совета Европейского союза 2010/63/EU15. 
Публикация научной статьи была одобрена 
на заседании локального этического комитета 
«ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России» (прото-
кол заседания № 3 от 26.09.2023).

Результаты и обсуждение
Расчет предельного содержания бактериальных 
эндотоксинов

Значение предельного содержания БЭ (ПС БЭ) 
рассчитывается по формуле (1)16:

 
ПС БЭ =

М
,К
 

(1)

где К  — пороговая пирогенная доза, равная 
5 ЕЭ/кг в 1 час при парентеральном пути вве-
дении препарата; М — максимальная терапевти-
ческая доза препарата, вводимая в течение 1 ч 
(в мг, мл, ЕД на 1 кг массы тела).

Согласно Инструкции по медицинскому при-
менению17 объем однократного подкожного 
введения вакцины брюшнотифозной Ви-поли
сахаридной составляет 0,5 мл; вакцинация 
предусмотрена для взрослых и детей в возрасте 

от трех лет. Для обеспечения жестких требова-
ний в расчете учтено наименьшее значение веса 
ребенка в возрасте трех лет — 9,6 кг (по данным 
ВОЗ)18. Соответственно, ПС БЭ рассчитывается 
по формуле (2):

ПС БЭ = = 96 или (48         ).    (2)
0,5 мл

5 ЕЭ/кг×9,6 кг 
мл
ЕЭ

доза
ЕЭ

Так как конкретные требования к качеству по-
лисахаридных брюшнотифозных вакцин по по-
казателю «Бактериальные эндотоксины» отсут-
ствуют в ГФ РФ, в Европейской и Британской 
фармакопеях, в Фармакопее США19, то за норму 
ПС БЭ принято расчетное значение.

Расчет значения максимально допустимого 
разведения

Максимально допустимое разведение (МДР), 
рассчитывается по формуле (3)20:

MДР = . (3)
чувствительность ЛАЛ-реактива (λ)

ПС БЭ × концентрация испытуемого раствора

В данном исследовании использовались 
ЛАЛ-реактивы с чувствительностью 0,03 ЕЭ/мл. 
Соответственно, значение МДР составляет 3200.

Подтверждение заявленной чувствительности 
ЛАЛ-реактива

Согласно требованиям ГФ РФ необходимым 
условием выполнения гель-тромб теста яв-
ляется проведение предварительных анализов: 
подтверждение заявленной чувствительности 
ЛАЛ-реактива и оценка наличия мешающих 
факторов21. Данные испытания можно рассмат-
ривать как валидационные процедуры [11]22. 
В первую очередь проводится процедура под-
тверждения заявленной чувствительности 

13	  ГОСТ 33044-2014. Принципы надлежащей лабораторной практики.
14	 European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and Other Scientific Purposes № 123, 

18.03.1986. Council of Europe; 1986. https://rm.coe.int/168007a67b
15	 Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the Council of 22 September 2010 on the protection of animals used 

for scientific purposes. https://eur-lex.europa.eu/eli/dir/2010/63/oj
16	 ОФС.1.2.4.0006.15 Бактериальные эндотоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
17	 Инструкция по медицинскому применению лекарственного препарата Вианвак® (Вакцина брюшнотифозная Ви-полиса-

харидная); P N000183/01-070218. https://grls.minzdrav.gov.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=51ab849d-8edb-4ef3-819a-
2a9807b63a14

18	 https://cdn.who.int/media/docs/default-source/child-growth/child-growth-standards/indicators/weight-for-age/sft-wfa-
girls-z-0-5.pdf?sfvrsn=6606c085_11

19	 ФС.3.3.1.0012.15 Вакцина брюшнотифозная Ви-полисахаридная. Государственная фармакопея Российской Федерации. 
XIV изд. Т. 4; 2018.

	 Monograph 1160. Typhoid polysaccharide vaccine. European Pharmacopoeia 10th ed.; 2019.
	 Typhoid polysaccharide vaccine. British Pharmacopoeia; 2020.
	 USP 41–NF 39 <1234> Vaccines for human use—polysaccharide and glycoconjugate vaccines; 2021.
20	 ОФС.1.2.4.0006.15 Бактериальные эндотоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
21	 Там же.
22	 Ситников АГ. Опыт «Подтверждение заявленной чувствительности ЛАЛ-реактива», его назначение и место в общей си-

стеме контрольных анализов. ЛАЛ-тест. 2006;(4):1–8.

https://grls.minzdrav.gov.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=51ab849d-8edb-4ef3-819a-2a9807b63a14
https://grls.minzdrav.gov.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=51ab849d-8edb-4ef3-819a-2a9807b63a14
https://cdn.who.int/media/docs/default-source/child-growth/child-growth-standards/indicators/weight-for-age/sft-wfa-girls-z-0-5.pdf?sfvrsn=6606c085_11
https://cdn.who.int/media/docs/default-source/child-growth/child-growth-standards/indicators/weight-for-age/sft-wfa-girls-z-0-5.pdf?sfvrsn=6606c085_11
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ЛАЛ-реактива, которая является универсаль-
ным средством оценки работоспособности всей 
тест-системы и позволяет не только проверить 
качество используемых реактивов, но и прове-
сти аттестацию оборудования, подтвердить ква-
лификацию аналитиков23.

Чувствительность используемого в анализе 
ЛАЛ-реактива определяет наименьшее содер-
жание эндотоксина, которое можно оценить 
с помощью гель-тромб теста [12]24.

В ходе проведения исследований использо-
вали реактивы двух производителей, получен-
ные из амебоцитов мечехвостов двух видов  — 
Limulus (ЛАЛ-ректив) и Tachypleus (ТАЛ-реактив). 
Согласно требованиям ГФ РФ25 и других фармако-
пей26 допускается использование обоих реакти-
вов как взаимозаменяемых. По своим свойствам 
реактивы аналогичны, заявленная производите-
лями чувствительность (λ) данных реактивов со-
ставляет 0,03 ЕЭ/мл, что позволяет использовать 
их для проведения гель-тромб теста.

Результаты подтверждения чувствительности 
пары ЛАЛ-реактив / контрольный стандарт эн-
дотоксина (КСЭ) и ТАЛ-реактив / КСЭ представ-
лены в таблицах 1 и 2.

Так как полученные в экспериментах зна-
чения чувствительности ЛАЛ-реактива (0,0357 
и 0,0252 ЕЭ/мл) больше 0,5λ и меньше 2λ, заяв-
ленная чувствительность ЛАЛ-реактива счита-
ется подтвержденной. Вместе с тем показано, 
что соблюдены все необходимые условия про-
ведения эксперимента.

Выбор рабочего разведения вакцины
С целью выбора рабочего разведения прове-

ден ряд испытаний пяти серий брюшнотифозной 
вакцины. Определение рабочего разведения яв-
ляется одним из главных компонентов валида-
ции методики определения БЭ. Выбор разведе-
ния основывается на результатах, полученных 
в ходе количественного анализа [13]. Рабочее 
разведение должно соответствовать следую-
щим требованиям: в данном разведении пре-
парат не содержит БЭ; разведение как можно 
меньше (как минимум в 2 раза меньше значения 
МДР); значение рН раствора находится в опти-
мальном диапазоне для проведения ЛАЛ-теста 
(6,0–8,0) [13].

В ходе исследований вначале был проведен 
анализ десятикратных разведений вакцины  

23	 Чиркова МН, Ситников АГ. Гель-тромб тест, чувствительность ЛАЛ-реактива и метода. ЛАЛ-тест. 2005;(3):1–4.
24	 Там же.
25	 ОФС.1.2.4.0006.15 Бактериальные эндотоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
26	 Monograph 2.6.14. Bacterial endotoxins. European Pharmacopoeia 10th ed.; 2019.
	 USP 41–NF 39<85> Bacterial endotoxins test; 2021.

Таблица 1. Результаты подтверждения заявленной чувствительности пары ЛАЛ-реактив / контрольный стандарт эндотоксина
Table 1. Confirmation of labelled sensitivity for the combination of LAL and CSE

№ повтор-
ности

Replicate 
No.

Разведение КСЭ
CSE dilution Отрица-

тельный 
контроль
Negative 
control 

Конечная 
концентрация БЭ 

(СБЭ), ЕЭ/мл
Final BE 

concentration (CBE), 
EU/mL

lg СБЭ
log10 CBE

2λ
0,06 ЕЭ/мл
0.06 EU/mL

λ
0,03 ЕЭ/мл
0.03 EU/mL

0,5λ
0,015 ЕЭ/мл
0.015 EU/mL

0,25λ
0,0075 ЕЭ/мл
0.0075 EU/mL

1 + + – –
–

0,030 -1,5229

2 + + – – 0,030 -1,5229

3 + – – –
–

0,060 -1,2218

4 + + – – 0,030 -1,5229

Среднее значение lg СБЭ
Mean log10 CBE

-1,4476

ant lg СБЭ (ср. геом. значение)
0,0357 ЕЭ/мл

ant log10 CBE (geometric mean)
0.0357 EU/mL

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

Примечание. В качестве отрицательного контроля использовали воду для ЛАЛ-теста. ЛАЛ — лизат амебоцитов мечехвоста 
Limulus; КСЭ — контрольный стандарт эндотоксина; БЭ — бактериальные эндотоксины; «+» — положительная реакция (на-
личие геля); «–» — отрицательная реакция (отсутствие геля).
Note. LAL reagent water was used as the negative control. LAL, Limulus amebocyte lysate; CSE, control standard endotoxin; BE, 
bacterial endotoxin; +, positive reaction (gel clot); –, negative reaction (no gel clot).
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от 1/1 до 1/3200 (значение МДР), далее — двукрат- 
ных разведений. В испытаниях использовали 
ЛАЛ-реактив и ТАЛ-реактив. Наряду с положи-
тельным и отрицательным контролями коррект-
ность результатов опыта также подтверждалась 
положительным контролем испытуемого образ-
ца (контроль ингибирования) — испытуемый пре-
парат с КСЭ в концентрации 2λ. Положительные 
результаты в контроле ингибирования доказы-
вают, что препарат не оказывает подавляющего 
действия на ход реакции.

При проведении анализа десятикратных раз-
ведений исследовали по одному образцу пяти 
серий лекарственного препарата. В данном 
ряду разведений для пяти испытуемых образ-
цов конечной точкой реакции стало разведение 
1/10. В соответствии с этим выбран интервал 
для постановки анализа двукратных разведе-
ний от 1/8 до 1/128.

При проведении анализа двукратных разве-
дений исследовали по три образца пяти серий 
испытуемого препарата. Для каждого образца 
готовили ряд последовательных двукратных 
разведений от 1/8 до 1/128. Каждое разведение 
исследовалось в двух повторностях. Результаты 
представлены в таблице 3.

Установлено, что для 15 исследуемых образ-
цов конечной точкой реакции стали разведения 
1/32 и 1/16. Так как рабочее разведение должно 

быть минимально возможным, но при этом иметь 
запас прочности  — выбрано разведение 1/128. 
Значения рН растворов препарата в данном раз-
ведении для всех испытанных образцов входят 
в пределы 6,5–6,8.

Результаты проведенных испытаний показа-
ли, что средние геометрические значения кон-
центраций БЭ находятся в диапазоне от 0,48 
до 0,96 ЕЭ/мл, что соответствует содержанию 
БЭ в образцах испытуемого препарата от 0,24 
до 0,48 ЕЭ/доза (0,5 мл).

Анализ наличия мешающих факторов
Анализ наличия в препарате мешающих фак-

торов, способных подавлять и/или потенциро-
вать реакцию лизата амебоцитов с БЭ, является 
следующим этапом валидации гель-тромб теста 
и определяет возможность испытания лекар-
ственного препарата с помощью данного мето-
да; проводится в соответствии с требованиями 
ГФ РФ27.

Испытания на наличие мешающих факторов 
трех серий брюшнотифозной вакцины в рабо-
чем разведении 1/128 проводились с использо-
ванием трех образцов каждой серии в четырех 
повторностях (таблица 4). В исследовании ис-
пользовали ТАЛ-реактив.

Результаты проведенных испытаний показа-
ли, что реакция ТАЛ-реактива с эндотоксином 

Таблица 2. Результаты подтверждения заявленной чувствительности пары ТАЛ-реактив / контрольный стандарт эндотоксина
Table 2. Confirmation of labelled sensitivity for the combination of TAL and CSE

№ повтор-
ности

Replicate 
No.

Разведение КСЭ
CSE dilution

Отрица-
тельный 
контроль
Negative 
control 

Конечная  
концентрация БЭ 

(СБЭ), ЕЭ/мл
Final BE 

concentration (CBE), 
EU/mL

lg СБЭ
log10 CBE

2λ
0,06 ЕЭ/мл
0.06 EU/mL

λ
0,03 ЕЭ/мл
0.03 EU/mL

0,5λ
0,015 ЕЭ/мл
0.015 EU/mL

0,25λ
0,0075 ЕЭ/мл
0.0075 EU/mL

1 + + + –
–

0,015 -1,8239

2 + + – – 0,030 -1,5229

3 + + – –
–

0,030 -1,5229

4 + + – – 0,030 -1,5229

Среднее значение lg СБЭ
Mean log10 CBE

-1,5981

ant lg СБЭ (ср. геом. значение)
0,0252 ЕЭ/мл

ant log10 CBE (geometric mean)
0.0252 EU/mL

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

Примечание. В качестве отрицательного контроля использовали воду для ЛАЛ-теста. ТАЛ — лизат амебоцитов мечехвоста 
Tachypleus; КСЭ — контрольный стандарт эндотоксина; БЭ — бактериальные эндотоксины, «+» — положительная реакция 
(наличие геля); «–» — отрицательная реакция (отсутствие геля).
Note. LAL reagent water was used as the negative control. TAL, Tachypleus amebocyte lysate; CSE, control standard endotoxin; BE, 
bacterial endotoxin; +, positive reaction (gel clot); –, negative reaction (no gel clot).

27	 ОФС.1.2.4.0006.15 Бактериальные эндотоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
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Таблица 3. Результаты анализа двукратных разведений вакцины брюшнотифозной Ви-полисахаридной при выборе рабо-
чего разведения
Table 3. Test results for two-fold dilutions of the typhoid Vi polysaccharide vaccine obtained as part of selecting the working 
dilution

№ повтор-
ности

Replicate 
No.

Разведение вакцины
Vaccine dilution СБЭ, ЕЭ/мл

CBE , EU/mL
lg СБЭ

log10 CBE

Ʃ lg СБЭ
Ʃ log10 CBE

Ʃ lg СБЭ/n
Ʃ log10 CBE /n

ant Ʃ lg СБЭ/n,
ЕЭ/мл

ant Ʃ log10 CBE /n, 
EU/mL≤1/16 1/32 ≥1/64

Серия № 1
Batch 1

Образец 1
Sample 1

-0,6376 -0,3188 0,48001 + – – 0,48 -0,3188

2 + – – 0,48 -0,3188

Образец 2
Sample 2

-0,3365 -0,1682 0,67881 + + – 0,96 -0,0177

2 + – – 0,48 -0,3188

Образец 3
Sample 3

-0,3365 -0,1682 0,67881 + + – 0,96 -0,0177

2 + – – 0,48 -0,3188

Серия № 2
Batch 2

Образец 4
Sample 4

-0,3365 -0,1682 0,67881 + + – 0,96 -0,0177

2 + – – 0,48 -0,3188

Образец 5
Sample 5

-0,0354 -0,0177 0,96001 + + – 0,96 -0,0177

2 + + – 0,96 -0,0177

Образец 6
Sample 6

-0,3365 -0,1682 0,67881 + – – 0,48 -0,3188

2 + + – 0,96 -0,0177

Серия № 3
Batch 3

Образец 7
Sample 7

-0,6376 -0,3188 0,48001 + – – 0,48 -0,3188

2 + – – 0,48 -0,3188

Образец 8
Sample 8

-0,6376 -0,3188 0,48001 + – – 0,48 -0,3188

2 + – – 0,48 -0,3188

Образец 9
Sample 9

-0,6376 -0,3188 0,48001 + – – 0,48 -0,3188

2 + – – 0,48 -0,3188
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для серийных разведений КСЭ в растворе ис-
пытуемой вакцины аналогична его реакции с БЭ 
для серийных разведений КСЭ в воде (положи-
тельный контроль). Во всех опытах было полу-
чено среднее геометрическое значение концен-
трации эндотоксина не менее 0,5λ и не более 2λ, 
то есть результат эксперимента удовлетворяет 
требованиям данного теста. В пробах с отри-
цательными контролями (вода для ЛАЛ-теста 

и вакцина в рабочем разведении) зафиксиро-
вано отсутствие гелеобразования, что подтвер-
ждает корректность полученных результатов.

На основании полученных результатов опре-
делено, что исследуемые образцы вакцины 
брюшнотифозной Ви-полисахаридной в рабо-
чем разведении 1/128 не содержат мешающих 
факторов. Установленное рабочее разведение 
1/128 в 25 раз меньше значения МДР.

№ повтор-
ности

Replicate 
No.

Разведение вакцины
Vaccine dilution СБЭ, ЕЭ/мл

CBE , EU/mL
lg СБЭ

log10 CBE

Ʃ lg СБЭ
Ʃ log10 CBE

Ʃ lg СБЭ/n
Ʃ log10 CBE /n

ant Ʃ lg СБЭ/n,
ЕЭ/мл

ant Ʃ log10 CBE /n, 
EU/mL≤1/16 1/32 ≥1/64

Серия № 4
Batch 4

Образец 10
Sample 10

-0,3365 -0,1682 0,68001 + – – 0,48 -0,3188

2 + + – 0,96 -0,0177

Образец 11
Sample 11

-0,3365 -0,1682 0,68001 + – – 0,48 -0,3188

2 + + – 0,96 -0,0177

Образец 12
Sample 12

-0,3365 -0,1682 0,68001 + + – 0,96 -0,0177

2 + – – 0,48 -0,3188

Серия № 5
Batch 5

Образец 13
Sample 13

-0,6376 -0,3188 0,48001 + – – 0,48 -0,3188

2 + – – 0,48 -0,3188

Образец 14
Sample 14

-0,6376 -0,3188 0,48001 + – – 0,48 -0,3188

2 + – – 0,48 -0,3188

Образец 15
Sample 15

-0,3365 -0,1682 0,68001 + + – 0,96 -0,0177

2 + – – 0,48 -0,3188

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

Примечание. БЭ — бактериальные эндотоксины; СБЭ — концентрация БЭ; n — число параллельных проб образцов серии препа-
рата (n=2); «+» — положительная реакция (наличие геля); «–» — отрицательная реакция (отсутствие геля); серия № 1 — ком-
мерческая серия № 400-0520; серия № 2 — коммерческая серия № 402-0620; серия № 3 — коммерческая серия № 414-0922; 
серия № 4 — коммерческая серия № 406-0621; серия № 5 — коммерческая серия № 413-0522.
Note. BE, bacterial endotoxins; СBE, BE concentration; n, number of replicates for a vaccine batch (n=2); +, positive reaction (gel 
clot); –, negative reaction (no gel clot); Batch 1, commercial batch No. 400-0520; Batch 2, commercial batch No. 402-0620; Batch 3, 
commercial batch No. 414-0922; Batch 4, commercial batch No. 406-0621; Batch 5, commercial batch No. 413-0522.

Продолжение таблицы 3
Table 3 (continued)
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Таблица 4. Результаты определения наличия мешающих факторов в вакцине брюшнотифозной Ви-полисахаридной
Table 4. Results of testing the typhoid Vi polysaccharide vaccine for interfering factors 

№ повтор-
ности

Replicate No.

Разведение КСЭ
CSE dilution 

СБЭ, ЕЭ/мл
СBE, EU/mL

Среднее геометрическое 
значение СБЭ, ЕЭ/мл
Geometric mean СBE,

EU/mL
2λ

0,06 ЕЭ/мл
0.06 EU/mL

λ
0,03 ЕЭ/мл
0.03 EU/mL

0,5λ
0,015 ЕЭ/мл
0.015 EU/mL

0,25λ
0,0075 ЕЭ/мл
0.0075 EU/mL

Положительный контроль (вода для ЛАЛ-теста + КСЭ)
Positive control (LAL reagent water + CSE)

1 + + – – 0,030
0,0300

2 + + – – 0,030

Вакцина в разведении 1/128 + КСЭ
1/128 vaccine dilution + CSE

Серия № 3, образец 1
Batch 3, sample 1

1 + – – – 0,060

0,0300
2 + + – – 0,030

3 + + – – 0,030

4 + + + – 0,015

Серия № 3, образец 2
Batch 3, sample 2

1 + + – – 0,030

0,0212
2 + + – – 0,030

3 + + + – 0,015

4 + + + – 0,015

Серия № 3, образец 3
Batch 3, sample 3

1 + + + – 0,015 

0,0150
2 + + + – 0,015 

3 + + + – 0,015

4 + + + – 0,015

Серия № 4, образец 1
Batch 4, sample 1

1 + + – – 0,030

0,0212
2 + + + – 0,015

3 + + – – 0,030

4 + + + – 0,015

Серия № 4, образец 2
Batch 4, sample 2

1 + + – – 0,030

0,0300
2 + + – – 0,030

3 + + – – 0,030

4 + + – – 0,030

Серия № 4, образец 3
Batch 4, sample 3

1 + + – – 0,030
0,0252

2 + + – – 0,030
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Оценка пирогенности брюшнотифозной вакцины 
биологическим методом

В тесте на пирогенность in vivo проанализи-
рованы образцы пяти серий исследуемой вак-
цины в разведениях, близких к рабочему, опре-
деленному по результатам ЛАЛ-теста: от 1/16 
до 1/256 (таблица 5). В соответствии с ГФ РФ28 
для каждой анализируемой концентрации ле-
карственного средства тест на пирогенность 
проводили на трех кроликах. Тест-доза состав-
ляла 1 мл на 1 кг веса животного.

Как видно из таблицы 5, при введении 
животным брюшнотифозной вакцины серий 
№ 1 и 2 в разведениях 1/16 и 1/32 наблюдалось 

общее повышение температуры на 2,0–
2,3 и на 1,8–2,1 °C соответственно, что со-
гласно ГФ РФ29 является пирогенной реакци-
ей. Исследование препарата в разведениях 
1/64 и 1/128 пирогенной реакции не выяви-
ло: ΣΔТmax находилась в пределах 0,6–0,8 °C, 
ΔТmax≤0,5 °C.

Введение вакцины серий № 3 и 4 в разведени-
ях 1/64 и 1/128 вызывало пирогенное действие: 
ΣΔТmax>1,2 °C с индивидуальными повышениями 
температуры на 0,1–1,3 °C. При введении пре-
парата этих серий в разведении 1/256 пироген-
ная реакция не наблюдалась: ΣΔТmax находилась 
в пределах 0,9–1,0 °C, ΔТmax<0,5 °C.

№ повтор-
ности

Replicate No.

Разведение КСЭ
CSE dilution 

СБЭ, ЕЭ/мл
СBE, EU/mL

Среднее геометрическое 
значение СБЭ, ЕЭ/мл
Geometric mean СBE,

EU/mL
2λ

0,06 ЕЭ/мл
0.06 EU/mL

λ
0,03 ЕЭ/мл
0.03 EU/mL

0,5λ
0,015 ЕЭ/мл
0.015 EU/mL

0,25λ
0,0075 ЕЭ/мл
0.0075 EU/mL

3 + + – – 0,030
0,0252

4 + + + – 0,015

Серия № 5, образец 1
Batch 5, sample 1

1 + + – – 0,030

0,0357
2 + + – – 0,030

3 + + – – 0,030

4 + – – – 0,060

Серия № 5, образец 2
Batch 5, sample 2

1 + + – – 0,030

0,0300
2 + + – – 0,030

3 + + – – 0,030

4 + + – – 0,030

Серия № 5, образец 3
Batch 5, sample 3

1 + + + – 0,015

0,0178
2 + + + – 0,015

3 + + + – 0,015

4 + + – – 0,030

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

Примечание. КСЭ — контрольный стандарт эндотоксина; БЭ — бактериальные эндотоксины; СБЭ — концентрация БЭ; «+» — 
положительная реакция (наличие геля); «–» — отрицательная реакция (отсутствие геля); серия № 3 — коммерческая серия 
№ 414-0922; серия № 4 — коммерческая серия № 406-0621; серия № 5 — коммерческая серия № 413-0522.
Note. CSE, control standard endotoxin; BE, bacterial endotoxins; СBE, BE concentration; +, positive reaction (gel clot); –, negative 
reaction (no gel clot); Batch 3, commercial batch No. 414-0922; Batch 4, commercial batch No. 406-0621; Batch 5, commercial 
batch No. 413-0522

Продолжение таблицы 4
Table 4 (continued)

28	 ОФС.1.2.4.0005.15 Пирогенность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
29	 Там же.
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При проведении испытаний препарата серии 
№ 5 в разведении 1/64 отмечалось общее по-
вышение температуры на 1,8 °C с индивидуаль-
ными повышениями температуры на 0,3–0,8 °C, 
что является пирогенной реакцией. При исследо-
вании образцов в разведении 1/128 и 1/256 пи-
рогенной реакции выявлено не было: отмечено 
общее повышение температуры на 1,1 и 1,0 °C, 
соответственно, ΔТmax<0,5 °C.

Таким образом, минимальными разведениями 
препарата, при введении которых пирогенная 
реакция у животных отсутствовала, являются 

разведения: для серий № 1 и 2 — 1/64; для серий 
№ 3 и 4 — 1/256; серии № 5 — 1/128.

Сравнительный анализ данных, полученных при 
исследовании вакцины с помощью ЛАЛ-теста и в 
испытании на пирогенность in vivo

При испытании пяти серий вакцины брюш-
нотифозной Ви-полисахаридной с помощью  
гель-тромб теста был получен положи-
тельный результат в разведениях 1/16 
и 1/32, а отрицательный — в разведениях 1/64 
и более. Результаты испытаний на пирогенность 

Таблица 5. Результаты испытания на пирогенность вакцины брюшнотифозной Ви-полисахаридной
Table 5. Pyrogen test results for the typhoid Vi polysaccharide vaccine

Разведение 
вакцины

Vaccine dilution

Индивидуальное максимальное повышение 
температуры (ΔТmax), °C

Maximum individual temperature rise (ΔТmax), °C

Сумма индивидуальных максимальных повышений 
температуры (ΣΔТmax), °C

Sum of individual temperature rises (ΣΔТmax), °C

Серия № 1
Batch 1

1/16 0,8 0,7 0,5 2,0

1/32 0,9 0,5 0,7 2,1

1/64 0,4 0,4 0,3 0,8

1/128 0,3 0,3 0,2 0,8

Серия № 2
Batch 2

1/16 0,6 0,8 0,9 2,3

1/32 0,5 0,7 0,6 1,8

1/64 0,1 0,5 0,2 0,8

1/128 0,3 0,2 0,1 0,6

Серия № 3
Batch 3

1/64 1,3 0,3 1,2 2,8

1/128 0,7 0,6 0,3 1,6

1/256 0,4 0,3 0,3 1,0

Серия № 4
Batch 4

1/64 0,1 0,6 0,7 1,4

1/128 0,3 0,4 0,6 1,3

1/256 0,3 0,3 0,3 0,9

Серия № 5
Batch 5

1/64 0,3 0,7 0,8 1,8

1/128 0,5 0,3 0,3 1,1

1/256 0,3 0,4 0,3 1,0

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

Примечание. Серия № 1 — коммерческая серия № 400-0520; серия № 2 — коммерческая серия № 402-0620; серия № 3 — ком-
мерческая серия № 414-0922; серия № 4 — коммерческая серия № 406-0621; серия № 5 — коммерческая серия № 413-0522.
Note. Batch 1, commercial batch No. 400-0520; Batch 2, commercial batch No. 402-0620; Batch 3, commercial batch No. 414-0922; 
Batch 4, commercial batch No. 406-0621; Batch 5, commercial batch No. 413-0522.
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показали, что введение вакцины в разведени-
ях 1/16 и 1/32 во всех опытах вызывало пи-
рогенную реакцию у кроликов, введение вак-
цины в разведениях 1/64 и 1/128 вызывало 
пирогенную реакцию в трех и в двух опытах 
из пяти соответственно, а при введении вак-
цины в разведении 1/256 пирогенная реакция 
отсутствовала во всех экспериментах. Наличие 
пирогенной реакции при введении препарата 
в разведениях 1/64 и 1/128, в которых показа-
но отсутствие БЭ, вероятно, связано с наличи-
ем в препарате других пирогенных примесей, 
также возможно, что высокая вариабельность 
результатов вызвана различиями в индиви-
дуальных реакциях лабораторных животных 
на введение препарата.

Выводы
1.	 Экспериментально доказана возможность 

оценки содержания бактериальных эндоток-
синов в вакцине брюшнотифозной Ви-поли-
сахаридной с помощью гель-тромб теста.

2.	 Установлены и обоснованы нормативные 
требования к качеству вакцины брюшноти-
фозной Ви-полисахаридной по показателю 
«Бактериальные эндотоксины»: предельное 
содержание бактериальных эндотоксинов 
не более 48 ЕЭ/доза. Для проведения анали-
за препарат разводят водой для ЛАЛ-теста 
не менее чем в 256 раз.

3.	 Выявлено, что испытуемый препарат в рабо-
чем разведении 1/128 не содержит мешаю-
щих факторов, способных подавлять и/или 
потенцировать реакцию лизата амебоцитов 
с бактериальными эндотоксинами. Рабочее 
разведение в 25 раз меньше значения макси-
мально допустимого разведения.

4.	 Результаты проведенных испытаний проде-
монстрировали, что качество образцов пяти 
разных серий испытуемой вакцины (2020–
2022 гг. выпуска) соответствует установленным 
нормативным требованиям. Полученные значе-
ния содержания бактериальных эндотоксинов 
в исследуемых образцах находятся в диапазоне 
от 0,24 до 0,48 ЕЭ/доза, что значительно меньше 
предельного содержания (48 ЕЭ/доза).

5.	 Сравнительный анализ данных гель-тромб те-
ста (Метод В) и теста на пирогенность пока-
зал, что при испытании пяти серий вакцины 
брюшнотифозной Ви-полисахаридной в раз-
ведении 1/256 пирогенная реакция отсут-
ствует как in vitro, так и in vivo, что позволяет 
использовать данное разведение при прове-
дении рутинных испытаний.

6.	На основании полученных результатов ре-
комендовано введение показателя «Бак-
териальные эндотоксины» в Государствен-
ную фармакопею Российской Федерации 
ФС.3.3.1.0012.15 «Вакцина брюшнотифозная 
Ви-полисахаридная».
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