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Введение

В последние десятилетия наблюдается интенсив-

ное развитие фармацевтической отрасли, что приводит 

к расширению номенклатуры лекарственных средств 

для ветеринарного применения, в том числе антибакте-

риальных, повышению требований к их качеству и ме-

тодам контроля [1].

В настоящее время отмечается рост применения ан-

тибактериальных веществ при лечении различных за-

болеваний бактериальной этиологии. При этом помимо 

положительного результата от применения антибиоти-

ков имеются и отрицательные стороны их использова-

ния. Так, нарушение ветеринарных требований по при-

менению антибактериальных лекарственных средств, 

а именно, несоблюдение доз, кратности применения, 

нарушение сроков безопасного использования продук-

ции животноводства приводит к накоплению остаточ-

ных количеств фармакологически активных веществ 

в продуктах животного происхождения, что представ-

ляет риск для человека при употреблении данной про-

дукции в пищу [2, 3].

Отмечают негативное воздействие антибиотиков 

на микрофлору, эндокринную и сердечно-сосудистую 

систему, риск развития апластической анемии, наруше-

ния обмена веществ, возникновение аллергических ре-

акций, канцерогенного эффекта и др.

Помимо токсического действия чрезмерное и не-

правильное применение антибактериальных препара-

тов в ветеринарии приводит к появлению зоонозных ми-

кроорганизмов, обладающих как единичной, так и мно-

жественной резистентностью [2].

Обеспечение качества и безопасности пищевой про-

дукции и лекарственных средств для ветеринарного при-

менения, находящихся в обращении на территории РФ, 

является приоритетной задачей для повышения уровня 

жизни и роста благосостояния населения [4].

В связи с названным обстоятельством были приня-

ты Технические регламенты [5], устанавливающие пре-

дельно допустимые уровни содержания остатков лекар-

ственных препаратов, кроме того, антибактериальных 

веществ в продукции животного происхождения, на ос-

новании требований которых на территории Российской 

Федерации проводится мониторинг безопасности пи-

щевой продукции, в том числе на содержание остатков 

антибактериальных лекарственных средств [6]. Также 

проводится контроль качества лекарственных средств 

для ветеринарного применения, находящихся в граж-

данском обороте на территории Российской Федерации 

в соответствии с [7, 8].

Осуществление данных функций требует выполнения 

точных измерений в испытательных лабораториях, при 

проведении которых, главным образом, используются 



Рис. 1. ИК-спектры референсного спектра тилозина тартрата (А) и материала стандартного образца состава тилозина 

тартрата (Б)

Fig. 1. Infrared spectrum of tylosin tartrate referential spectrum (A) and material of RM for composition of tylosin tartrate (Б)
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сложные, селективные, высокочувствительные физи-

ческие и физико-химические методы анализа, для их 

реализации предполагается использование стандарт-

ных образцов (СО) [1, 9].

СО являются одним из ключевых средств обеспече-

ния единства, сопоставимости и прослеживаемости ре-

зультатов измерений [10].

Проведенный нами анализ сведений о стандарт-

ных образцах утвержденных типов, представленных 

в Федеральном информационным фонде по обеспече-

нию единства измерений1 [11], показал отсутствие до-

статочного количества СО утверждённого типа, необхо-

димых в том числе для метрологического обеспечения 

измерений, касающихся безопасности пищевой продук-

ции, на которые распространяются технические регла-

менты; показателей состава и свойств материалов, от-

носящихся к числу испытаний в области ветеринарии 

и др. [9, 11]. Такая тенденция прослеживается многими 

авторами в течение последних лет [9, 11, 12].

Настоящая работа посвящена описанию основных 

принципов разработки СО антибактериальных веществ 

утвержденного типа для метрологического обеспече-

ния измерений, проводимых на территории Российской 

Федерации в рамках мониторинга пищевой продукции 

на соответствие требованиям Технических регламентов 

Таможенного союза и контроля качества антибактери-

альных лекарственных препаратов для ветеринарного 

применения [13, 14].

1 Федеральном информационным фонде по обеспечению 

единства измерений// Росстандарт: офиц. сайт. URL: http://

fundmetrology.ru.

Экспериментальная часть

Выбор и приготовление материала 

стандартного образца

В качестве материалов стандартных образцов ис-

пользовали высокоочищенные субстанции антибакте-

риальных веществ с сертификатами качества. Для кон-

троля качества исходных материалов СО были разрабо-

таны требования входного контроля по органолептиче-

ским, физико-химическим показателям на основании 

требований Государственной Фармакопеи Российской 

Федерации и зарубежных фармакопей к качеству соот-

ветствующих субстанций2, 3. В качестве основных пока-

зателей, контролируемых при входном контроле мате-

риалов стандартных образцов, были выбраны: внешний 

вид, растворимость, рН раствора, содержание воды или 

потеря в массе при высушивании, примеси, содержа-

ние органических растворителей, подлинность. Особое 

внимание уделяли определению подлинности матери-

ала стандартного образца. Для подтверждения под-

линности субстанций использовали различные хими-

ческие и физико-химические методы, в том числе ка-

чественные реакции, а также инструментальные методы: 

 ИК-спектроскопия в среднем диапазоне и метод высо-

коэффективной жидкостной хроматографии.

Например, для доказательства идентичности ма-

териала стандартного образца состава тилозина 

2 Федеральная электронная медицинская библиотека // 

Министерство здравоохранения Российской Федерации: офиц. 

сайт. URL: http://www.femb.ru.

3 EUROPEAN PHARMACOPOEIA ONLINE // Council of Europe. 

Aviable: https://www.coe.int/en.



Та б л и ц а  1 .  Полосы основных характеристических колебаний тилозина тартрата в исследуемой 

субстанции

Ta b l e  1 .  Panel of the main characteristical wavings of tylosin tartrate in researched essence

Отнесение Частота, см-1

С=О валентные колебания 1716

С-N валентные колебания 1591

Деформационные колебания СН2-, СН3-групп 1455

Симметричные и ассиметричные С-О-С валентные колебания в алифатических 

простых эфирах

1050, 1163, 840

Деформационные колебания в trans RHC=CHR` 985
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тартрата стандартному образцу тилозин тар-

трат Американской фармакопеи (референсный 

спектр) были зарегистрированы спектры в сред-

нем  ИК-диапазоне 400-4000 см-1 (рис. 1) при следу-

ющих инструментальных и программных настройках 

 ИК-спектрометра: суммирование 16 измерений, детек-

тор DTGS, светоделитель –  KBr, усиление сигнала –  1, ско-

рость 0.6329, диафрагма –  100, интерполяция 2-го уров-

ня, аподизация «N-B сильная», фазовая коррекция Mertz.

Затем проведен анализ полученных ИК-спектров 

(табл. 1) [15, 16].

Оценку соответствия спектров проводили путем 

сравнения положения основных полос и их интенсив-

ностей на референсном спектре и спектрах материала 

стандартного образца состава тилозина тартрата. Кроме 

этого был использован пакет программного обеспече-

ния OMNIC (алгоритм классификационного анализа 

«Search standards»). Данный подход позволяет более 

точно провести анализ соответствия спектров во всем 

диапазоне по характеристикам «волновое число» и «ин-

тенсивность сигнала» и вычислить суммарный коэф-

фициент корреляции (R) как функцию дисперсии дан-

ных по шкале от 0 до 100 % (значение коэффициента 

100 свидетельствует о полном соответствии) [17]. Для 

исследуемой субстанции установлен R = 96,2, что сви-

детельствует о ее идентичности по строению и химиче-

скому составу референсному спектру (согласно доку-

ментации к программному обеспечению).

Подтверждение подлинности методом ВЭЖХ прово-

дили путем сравнивания времени удерживания и фор-

мы основных пиков материала стандартного образца 

и времени удерживания и формы основных пиков ос-

новы для сравнения. Примеры полученных профилей 

элюции веществ представлены на рис. 2.

При соответствии исходных субстанций разрабо-

танным требованиям к качеству при входном контроле 

от массы исходного сырья отбирали определенное 

его количество и фасовали в стеклянные прозрач-

ные ампулы для лекарственных средств (рис. 3). 

На следующем этапе работы отбирали экземпляры 

СО из партии для проведения исследований по опре-

делению метрологических характеристик стандартных 

образцов.

Определение аттестованного значения 

стандартного образца и оценивание 

стандартной неопределенности от способа 

определения аттестованного значения

Оценку аттестованных значений стандартных образ-

цов состава антибактериальных веществ и стандартной 

неопределённости/погрешности от способа определе-

ния аттестованного значения СО проводили по резуль-

татам измерений, полученным с использованием раз-

работанных в лаборатории и аттестованных методик 

измерений массовой доли основного вещества в мате-

риалах стандартных образцов с установленными ме-

трологическими характеристиками.

Так, например, при разработке СО состава энро-

флоксацина при определении аттестованного значения 

отбирали случайным образом пробы приготовленного 

материала СО. В каждой из отобранных проб измеря-

ли массовую долю энрофлоксацина согласно разра-

ботанной и аттестованной в ФГБУ «ВГНКИ» Методики 

измерений массовой доли основного вещества в суб-

станции энрофлоксацина методом высокоэффек-

тивной жидкостной хроматографии при различных 

уровнях промежуточной прецизионности. Сведения 

о методике измерений внесены в Федеральный ин-

формационный фонд по обеспечению единства из-

мерений (ФР.1.31.2017.27200) [18]. Разработанная 

методика основана на применении метода высоко-

эффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) 



Рис. 2. Профили элюции доксициклина в растворе стандартного образца доксициклина гиклата Американской фармако-

пеи (А) и растворе материала стандартного образца состава доксициклина гиклата (В)

Fig. 2. Doxycycline elution in the solution of RM for doxycycline hyclate by  American pharmacopoeia (A) and the solution of RM 

for composition of doxycycline hyclate (B)

B 

A 

Рис. 3. Прозрачные стеклянные ампулы для фасовки

Fig. 3. Transparent glass ampoules for packaging
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со спектрофотометрическим детектированием в ультра-

фиолетовой области спектра при длине волны 210 нм. 

Метрологические характеристики методики приведе-

ны в табл. 2.

Обработку полученных результатов для установ-

ления аттестованного значения СО и стандартной нео-

пределённости/погрешности от способа определения 

аттестованного значения СО проводили согласно ал-

горитму, изложенному в РМГ 93 [19]. Результаты опре-

деления аттестованного значения СО, стандартного от-

клонения от способа определения аттестованного зна-

чения СО приведены в табл. 3.

Полученные результаты в дальнейшем использо-

вали для расчета метрологических характеристик СО.



Т а б л и ц а  2 .  Метрологические характеристики методики измерений массовой доли основного 

вещества в субстанции энрофлоксацина методом высокоэффективной жидкостной хроматографии, 

применяемой при установлении аттестованных значений СО

Ta b l e  2 .  Metrological characteristics of the measurement procedure of mass fraction of basic substance in 

enrofloxacin essence by method of micro-HPLC applied with installation of certified value for the СRM

Измеряемая величина Диапазон измерений, %

Границы относительной погрешно-

сти при доверительной вероятности 

Р=0,95, ±δЛ, %

Массовой доли энрофлоксацина, % от 80,0 до 100,0 5,1

Т а б л и ц а  3 .  Результаты определения аттестованного значения СО состава энрофлоксацина, 

стандартного отклонения от способа определения аттестованного значения СО

Ta b l e  3 .  Results of determination of certified value for the СRM for enrofloxacin composition and standard 

deviation from method of certified value for the СRM determination

Номер ГСО в Госреестре СО Аттестуемая характеристика
Аттестованное значение

     , %

Стандартное отклонение 

от способа определения 

СО,          , %

ГСО 10886–2017 Массовая доля энро-

флоксацина, %

99,4 2,3

А̂А̂ абс
charσ

Та б л и ц а  4 .  Метрологические характеристики МУ А-1/066 «Методика измерений массовой доли 

основного вещества в субстанции доксициклина гиклата спектрофотометрическим методом», 

применяемой при исследовании однородности материала стандартного образца состава доксициклина 

гиклата

Ta b l e  4 .  Metrological characteristics of MU A-1/066 «Measurement procedure of basic substance mass 

fraction in doxycyclin hyclate essence by spectrophotometric method» applyed with research for heterogeneity 

of RM for doxycycline hyclate composition

Измеряемая величина Диапазон измерений, %

Расширенная относительная неопре-

деленность при коэффициенте охвата 

k=2, Uо
1, %

Массовая доля доксициклина 

гиклата, %
от 90,0 до 102,0 вкл. 3,2

1 Соответствует характеристике погрешности при доверительной вероятности P=0,95
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Исследование однородности материала 

стандартного образца

Изучение однородности материалов стандартных 

образцов проводили одновременно с определением ат-

тестованных значений. При планировании эксперимен-

тальных работ по исследованию однородности учиты-

вали, что материалы СО являются дисперсными мате-

риалами. В связи с этим исследование неоднородности 

и оценивание неопределенности/погрешности от не-

однородности проводили с применением способа, ос-

нованного на многократных измерениях аттестуемого 

значения в нескольких пробах, отобранных случайным 

образом от всего объема материала СО согласно атте-

стованной методике по аттестуемой характеристике.

В случае разработки СО состава доксициклина гикла-

та от всей партии СО случайным образом отбирали ам-

пулы с материалом СО (N=12), из которых затем брали 

необходимую массу для проведения измерений (J=2) 

по аттестуемой характеристике –  массовая доля докси-

циклина гиклата. Измерения в рамках определения од-

нородности проводили согласно разработанной в лабо-

ратории и аттестованной в ФГБУ «ВГНКИ» МУ А-1/066 

«Методика измерений массовой доли основного веще-

ства в субстанции доксициклина гиклата спектрофото-

метрическим методом». Сведения о методике измерений 

внесены в Федеральный информационный фонд по обес-

печению единства измерений (ФР.1.37.2020.36458) [20]. 

Методика основана на измерении оптической плотности 



Та б л и ц а  5 .  Результаты оценивания неоднородности материала СО состава доксициклина гиклата

Ta b l e  5 .  The results of determining the heterogeneity of the CRM material for the composition of doxycycline hyclate

Аттестуемая характеристика

Результаты промежуточных расчетов Стандартное неопределенность 

от неоднородности материала СО, 

uh, % (абсолютная)SSe SSh SSe SSh

Массовая доля доксициклина 

гиклата, %
5,81 26,56 0,48 2,41 0,98
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анализируемого раствора доксициклина гиклата при фик-

сированной длине волны 254 нм. Метрологические ха-

рактеристики методики приведены в табл. 4.

Обработку полученных результатов проводили со-

гласно схеме однофакторного дисперсионного анализа 

в соответствии с положениями РМГ 93 [19]. Результаты 

приведены в табл. 5.

Полученные результаты в дальнейшем использова-

ли при оценивании расширенной неопределенности ат-

тестованного значения стандартного образца.

Исследование стабильности материала 

стандартного образца

Определение стандартной неопределенности от не-

стабильности материалов стандартных образцов про-

водили способом изохронного исследования стабиль-

ности. При этом использовали «метод ускоренного ста-

рения». В основе данного метода лежит усиление воз-

действия факторов, вызывающих тренд аттестованной 

характеристики за период времени намного меньше сро-

ка годности СО [19]. Для расчета времени старения при-

меняли правило Вант-Гоффа для медленных реакций: 

скорость реакции при нагреве на 10 °С увеличивается 

в 2–4 раза.

В случае изучения стабильности материала стан-

дартного образца состава тилозина тартрата нами были 

определены предполагаемые условия постоянства ме-

трологических характеристик СО: транспортирование СО 

планируется осуществлять любыми видами транспор-

та при условии обеспечения сохранности материала СО; 

СО должен храниться в запаянных ампулах, отдельно 

от продуктов питания, кормов, в сухом, защищенном 

от света месте при температуре от +4 °С до –18 °С; пред-

полагаемый срок годности экземпляра стандартного об-

разца состава тилозина тартрата –  4 года.

Ввиду планируемого хранения СО от –18 °С до +4 °С 

случайным образом отбирали заранее рассчитанное 

количество необходимых экземпляром СО и закла-

дывали при пониженных и повышенных температу-

рах для изучения долговременной и кратковремен-

ной стабильности.

Продолжительность изучения стабильности рассчи-

тывали из предполагаемого срока годности СО –  4 го-

да. При фиксированных значениях температуры хране-

ния продолжительность исследования стабильности τ 
оценивали по формуле:

1 0

102
t t
Тτ −= ,                                (1)

где Т –  предполагаемый срок годности экземпляра СО;

t0, t1 –  температура хранения материала СО и тем-

пература хранения СО при ускоренном старении 

соответственно [19].

При температуре предполагаемых условий хранения 

+4 °С и повышенной температуре +43 °С продолжитель-

ность исследования составила 96 дней с периодично-

стью измерения аттестуемой характеристики один раз 

в двенадцать дней.

Для проведения исследований по оценке влияния 

низких температур СО пять экземпляров материала СО 

помещали в морозильную камеру бытового холодиль-

ника, создавали условия хранения при –18 °С. На дан-

ном этапе измеряли значение аттестуемой характерис-

тики с периодичностью один раз в пять дней.

Измерения аттестуемой характеристики –  массо-

вая доля тилозина –  в материале СО состава тилозина 

тартрата проводили в условиях повторяемости по атте-

стованной методике измерений МУ А-1/065 «Методика 

измерений содержания тилозина в субстанции тилози-

на тартрата методом высокоэффективной жидкостной 

хроматографии» аналогично измерениям, выполненным 

для установления аттестованного значения. Сведения 

о методике измерений внесены в Федеральный инфор-

мационный фонд по обеспечению единства измере-

ний (ФР.1.31.2020.36413) [21]. Данная методика изме-

рений массовой доли тилозина в субстанции тилозина 

тартрата основана на применении метода ВЭЖХ со спек-

трофотометрическим детектированием в ультрафиоле-

товой области спектра при длине волны 290 нм.

Обработку результатов, полученных при изуче-

нии стабильности стандартного образца в условиях 



Та б л и ц а  6 .  Результаты изучения стабильности СО состава тилозина тартрата и оценки влияния 

пониженных температур

Ta b l e  6 .  Results of studying the stability of the RM composition of tylosin tartrate and evaluating the effect 

of low temperatures

Вид исследования s(b1) Критерий Стьюдента (t-кри-

терий) для (n –  2), t0,95, n-2
|b1| < t0,95, n-2 э s(b1)

Изучение стабильности в условиях «ускорен-

ного старения» при повышенной температу-

ре (при +43 °С) 

0,00239 2,365, при n=7 |0,0020| < 0,00565

Исследования влияния пониженных темпера-

тур на материал СО (при –18 °С)
0,004887 2,776, при n=4 |0,001374| < 0,013567

Та б л и ц а  7.  Составляющие погрешности СО состава энрофлоксацина

Ta b l e  7.  Error contribution of CRM for enrofloxacin composition

Номер ГСО 

в Госреестре СО
Аттестуемая характеристика σchar, % σh, % σstab, % Δ (Â), %

ГСО 10886–2017 Массовая доля энрофлоксацина, % 2,3 1,1 0,7 5,2
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«ускоренного старения» при повышенной температуре 

+43 °С и расчет стандартной неопределённости/погреш-

ности от нестабильности материала стандартного об-

разца состава тилозина тартрата проводили согласно 

положениям ГОСТ ISO Guide 35–2015 [22]. Для оценки 

влияния пониженных температур на материал СО про-

водили обработку результатов измерений, полученных 

при температуре –18 °С согласно [22].

На основании полученных данных в рамках изуче-

ния стабильности была рассчитана неопределённость, 

связанная с наклоном по формуле:

1
2

1

( )
( )

n

i
i

ss b
X X

=

=
−∑

,                 (2)

и проведена оценка уровня наклона с использованием 

следующего неравенства:

|b1| < t0,95, n-2 э s(b1),                      (3)

где t0,95, n-2 –  критерий Стьюдента (t-критерий) для (n–2)

степеней свободы.

Результаты представлены в табл. 6.

Полученные данные свидетельствуют о выполне-

нии неравенства и позволяют заключить, что наклоны 

незначительные, и, следовательно, нестабильность ма-

териала СО состава тилозина тартрата не наблюдается.

Исходя из результатов контроля стабильно-

сти и испытаний по оценке влияния пониженной 

температуры (–18 °С), срок годности СО тилозина тар-

трата был установлен равным 4 года при хранении при 

температуре от +4 °С до –18 °С.

Стандартную неопределенность от нестабильности 

ustab в момент времени t и число степеней свободы νstab 

оценивали по формуле:

ustab = s(b1) T = 3,41 мкг/мг,

где s(b1) –  стандартное отклонение b1,

T –  предполагаемый срок годности СО, дни.

Установленное значение ustab учитывали при опре-

делении расширенной неопределенности аттестован-

ного значения СО.

Метрологические характеристики 

стандартного образца

Полученные результаты в ходе проведения экспери-

ментальных работ по оцениванию аттестованного зна-

чения, однородности и стабильности материалов стан-

дартных образцов учитывались при установлении ме-

трологических характеристик СО.

В качестве примера в табл. 7 и 8 приведены со-

ставляющие погрешности СО состава энрофлокса-

цина и метрологические характеристики СО состава 

энрофлоксацина.

Результаты и их обсуждение

Показан принцип и порядок разработки стандартных 

образцов антибактериальных веществ утвержденного типа.



Та б л и ц а  8 .  Метрологические характеристики стандартного образца состава энрофлоксацина

Ta b l e  8 .  Metrological characteristics of reference materials for enrofloxacin composition

Номер ГСО 

в Госреестре СО
Аттестуемая характеристика

Аттестованное 

значение, %

Границы абсолютной по-

грешности аттестованного 

значения СО (при Р=0,95), 

±Δ, %

ГСО 10886–2017 Массовая доля энрофлоксацина, % 99,4 5,2

Та б л и ц а  9 .  Перечень СО состава антибактерильных веществ утвержденных типов, разработанных 

в ФГБУ «ВГНКИ»

Ta b l e  9 .  List of CRMs for composition of antibacterial substances developed by Russian State Centre for 

Animal Feed and Drug Standatrization and Quality

Номер ГСО в Госреестре СО Наименование стандартного образца утвержденного типа

ГСО 10308–2013 стандартный образец состава бензилпенициллина натриевой соли

ГСО 10165–2012 стандартный образец состава левомицетина

ГСО 10164–2012 стандартный образец состава тетрациклина гидрохлорида

ГСО 10309–2013 стандартный образец состава стрептомицина сульфата

ГСО 10826–2016 стандартный образец состава цинкбацитрацина

ГСО 10886–2017 стандартный образец состава энрофлоксацина

ГСО 10890–2017 стандартный образец состава окситетрациклина гидрохлорида
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На настоящий момент в ФГБУ «ВГНКИ», согласно 

требованиям ГОСТ 8.315 [23], разработаны семь ти-

пов стандартных образцов состава антибактериаль-

ных веществ [10].

В табл. 9 представлен перечень разработанных СО 

состава антибактериальных веществ.

СО прошли процедуру испытаний в целях утвержде-

ния типа в соответствии с установленными требовани-

ями действующего законодательства и зарегистриро-

ваны в Государственном реестре утвержденных типов 

стандартных образцов.

Разработанные СО антибактериальных веществ 

утвержденного типа предназначены для аттестации мето-

дик измерений и контроля точности результатов измерений.

СО могут быть использованы для градуировки, ка-

либровки средств измерений при соответствии метро-

логических и технических характеристик стандартного 

образца требованиям методик градуировки, калибров-

ки средств измерений, а также определения чувстви-

тельности патогенных микроорганизмов к антибиоти-

кам и определения подлинности действующего веще-

ства в лекарственных средствах.

В настоящее время разработаны еще два СО состава 

тилозина тартрата и состава доксициклина гиклата, ко-

торые проходят процедуру утверждения Росстандартом.

С учетом потребности в СО ФГБУ «ВГНКИ» продол-

жает работы по расширению номенклатуры стандартных 

образов состава антибактериальных веществ утверж-

дённого типа для метрологического обеспечения изме-

рений параметров продукции животного происхожде-

ния и антибактериальных лекарственных средств, ха-

рактеризующих их безопасность.
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