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В настоящее время подлинность вирусных вакцин против кори, паротита и краснухи при сертификацион-
ных испытаниях определяют с помощью трудоемкой, длительной и дорогостоящей реакции нейтрализации 
на культуре клеток. Подлинность вируса в этих вакцинах устанавливают на основании нейтрализации цито-
патогенного действия вирусов на чувствительной культуре клеток RK-13 и Vero специфической иммунной 
сывороткой. Упростить и удешевить контроль подлинности коммерческих серий вакцин для профилактики 
кори, паротита и краснухи с помощью ПЦР-тестирования представляется перспективной задачей. Целью 
работы было определение возможности выявления вирусной РНК в указанных вакцинах с помощью набо-
ров реагентов разных производителей, предназначенных для выявления вирусов кори, паротита и краснухи 
в клиническом материале методом полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией в реальном 
времени (ОТ-ПЦР). В статье представлены результаты работы по оценке возможности использования ме-
тода ОТ-ПЦР для определения подлинности вирусов кори, паротита и краснухи в вакцинах. Были изучены 
отечественные и зарубежные наборы реагентов, предназначенные для выявления вирусов кори, паротита 
и краснухи в клиническом материале. Все изучавшиеся наборы реагентов выявляли рибонуклеиновые кис-
лоты (РНК) названных вирусов в вакцинных препаратах. Показана высокая специфичность использовав-
шихся наборов реагентов и возможность их применения для подтверждения подлинности вирусов кори, 
паротита и краснухи во всех исследованных вакцинах. Для оценки подлинности вакцин против краснухи 
методом ОТ-ПЦР могут быть использованы коммерческие отечественные наборы реагентов. Для оценки 
подлинности вакцин против кори и паротита методом ОТ-ПЦР целесообразна разработка отечественных 
наборов реагентов. При оценке приемлемости результатов испытаний использовали отраслевые стандарт-
ные образцы активности вирусов кори, паротита и краснухи со стабильной аттестованной активностью.
Ключевые слова: ОТ-ПЦР; подлинность вируса в вакцине; вакцина коревая живая; вакцина паротитная жи-
вая; вакцина против краснухи живая; диагностические наборы реагентов; отраслевые стандартные образцы
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Currently, the identity of measles, mumps and rubella virus vaccines is determined during certification testing by 
a labour-consuming, lengthy and costly neutralisation test using cell cultures. The identity of the virus contained 
in such vaccines is established based on neutralisation of cytopathic effect of viruses in sensitive RK-13 and Vero 
cell cultures using a specific immune serum. An urgent challenge is to simplify and reduce the cost of controlling 
the identity of commercial batches of measles, mumps and rubella vaccines using polymerase chain reaction 
(PCR) tests. The aim of the study was to determine the possibility of viral ribonucleic acid (RNA) detection in these 
vaccines using reagent kits from different manufacturers for detection of measles, mumps and rubella viruses in 
clinical material by real-time reverse transcription-PCR (RT-PCR). The article presents the results of the study, 
which assessed the possibility of using the real-time RT-PCR for testing the identity of measles, mumps and 
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rubella viruses in vaccines. The authors of the study analysed domestically produced and foreign reagent kits 
intended for detection of measles, mumps and rubella viruses in clinical material. All the studied reagent kits were 
able to detect RNAs of the above-mentioned viruses in vaccine products. All the reagent kits demonstrated high 
specificity and could be used to confirm the identity of the measles, mumps and rubella viruses in all the studied 
vaccines. Commercial domestic reagent kits can be used to determine the identity of rubella vaccines by RT-PCR. 
However, it is advisable to develop domestic reagent kits for checking the identity of measles and mumps vac-
cines by RT-PCR. The acceptability of the test results was assessed using the industry reference standards of 
measles, mumps and rubella viruses activity with certified stable activity values.
Key words: RT-PCR; identity of viruses in vaccines; live measles vaccine; live mumps vaccine; live rubella vac-
cine; diagnostic reagent kits; industry reference standards
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В соответствии с отечественными и международными нор-
мативными документами1,2,3 определение подлинности вирусов 
кори, эпидемического паротита и краснухи в вакцинах проводят 
в реакции нейтрализации (РН) на культуре клеток на основании 
нейтрализации цитопатогенного действия вирусов иммунными 
сыворотками животных. Общеизвестно, что подготовка матери-
алов для проведения испытания подлинности вирусов в вакцине 
с помощью РН включает в себя также приготовление и аттеста-
цию специфических иммунных сывороток животных, создание 
посевных банков культур клеток и их ведение, что является тру-
доемким, затратным и длительным процессом. В среднем опыт 
по проведению испытания препаратов на подлинность в РН 
длится 10–12 сут. Метод ПЦР менее трудоемкий и позволяет по-
лучить результат в течение 1 рабочего дня.

Некоторые зарубежные производители для подтверждения 
подлинности вируса в вакцине при контроле готового продукта 
используют ОТ-ПЦР. Ряд авторов, используя собственные экс-
периментальные наборы реагентов, показал возможность с по-
мощью ОТ-ПЦР в режиме реального времени количественно 
определять содержание РНК вирусов кори, паротита и краснухи 
в вируссодержащих жидкостях [1, 2]. Необходимо отметить, что 
согласно требованиям международных фармакопей при опре-
делении основных показателей качества иммунобиологических 
препаратов следует по возможности отказываться от использо-
вания лабораторных животных и применять методы in vitro [3].

Цель работы — определение возможности выявления ви-
русной РНК в указанных вакцинах с помощью наборов реаген-
тов разных производителей, предназначенных для выявления 
вирусов кори, паротита и краснухи в клиническом материале 
методом полимеразной цепной реакции с обратной транскрип-
цией в реальном времени (ОТ-ПЦР).

Материалы и методы

Объектом исследования были коммерческие диагностиче-
ские наборы отечественного и зарубежного производства для 
выявления вирусов кори, паротита и краснухи в клиническом 
материале для ОТ-ПЦР в режиме реального времени.

В работе были использованы следующие наборы реагентов:
1) набор реагентов для выявления РНК вируса краснухи 

(Rubella virus) в клиническом материале методом полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуорес-
центной детекцией АмплиСенс® Rubella virus-FL производства 

ФГУН ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора (РУ № ФСР 
2009/05501) — 2 серии;

2) набор реагентов для выявления РНК вируса красну-
хи методом ОТ-ПЦР в режиме реального времени РеалБест 
РНК Rubella (комплект 1) производства АО «Вектор-Бест» (РУ 
№ РЗН 2016/3704) — 2 серии;

3) набор реагентов для выявления вируса кори — Measles 
Virus Real Time RT-PCR Kit — в носоглоточных образцах мето-
дом ПЦР в реальном времени (Shanghai ZJ Bio-Tech Co., Ltd, 
Китай, производство Liferiver) — 1 серия;

4) набор реагентов для выявления вируса паротита — 
Mumps Virus Real Time RT-PCR Kit — в носоглоточных образцах 
методом ПЦР в реальном времени (Shanghai ZJ Bio-Tech Co., 
Ltd, Китай, производство Liferiver) — 1 серия;

5) набор реагентов для выявления вируса краснухи — Ru-
bella Virus Real Time RT-PCR Kit — в носоглоточных образцах 
методом ПЦР в реальном времени (Shanghai ZJ Bio-Tech Co., 
Ltd, Китай, производство Liferiver) — 1 серия.

Пробоподготовка. Выделение РНК вирусов кори, паротита 
и краснухи для последующей работы с набором АмплиСенс® 
и наборами зарубежного производства проводили с помощью 
комплекта реагентов для выделения РНК/ДНК из клинического 
материала РИБО-преп производства ООО «ИнтерЛабСервис» 
(РУ № ФСР 2008/03147).

Выделение РНК вируса краснухи проводили набором реа-
гентов для выделения нуклеиновых кислот (ДНК или РНК) воз-
будителей инфекций из сыворотки (плазмы) крови РеалБест 
экстракция 1000 (АО «Вектор-Бест» (РУ № ФСР 2010/06867)) 
для последующей работы с набором РеалБест РНК Rubella, 
комплект 1.

С помощью указанных наборов были исследованы образ-
цы коммерческих серий вакцин производства АО «НПО «Ми-
кроген» Минздрава России:

- вакцина против краснухи культуральная живая (штамм 
вируса краснухи RA-27/3) — 10 серий;

- вакцина паротитная культуральная живая (штамм вируса 
паротита Ленинград-3) — 5 серий;

- вакцина коревая культуральная живая (штамм вируса 
кори Лениград-16) — 4 серии;

- вакцина паротитно-коревая культуральная живая (штамм 
вируса кори Ленинград-16, штамм вируса паротита Ленин-
град-3) — 2 серии.

1 Комитет экспертов ВОЗ по стандартизации биологических препаратов: Сорок третий доклад. Серия технических докладов ВОЗ, № 840. Жене-
ва: ВОЗ; 1994.
2 Фармакопейная статья 3.3.1.0024.15 «Вакцина против краснухи культуральная живая». Государственная фармакопея Российской Федерации. 
XIII изд. Т. 3, М.; 2015.
3 04/2010:1057 Measles, Mumps and Rubella Vaccine (Live). European Pharmacopoeia 8.0.
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4 Фармакопейная статья предприятия «Вакцина коревая культуральная живая» ЛС-002140-141116.
5 Фармакопейная статья предприятия «Вакцина паротитная культуральная живая» P N000262/01-200217.
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Также были исследованы зарубежные вакцины:
- вакцина MMP II® — вакцина против кори, паротита 

и краснухи, живая (штамм вируса кори — Эдмонстон, штамм 
вируса паротита — Дж. Линн (уровень B), штамм вируса крас-
нухи — Вистар RA-27/3) производства Мерк Шарп и Доум Б.В., 
Нидерланды;

- вакцина Приорикс® — вакцина против кори, пароти-
та и краснухи живая культуральная (штамм вируса кори — 
Шварц, штамм вируса паротита — RIT 4385, штамм вируса 
краснухи — Вистар RA-27/3) производства ГлаксоСмитКляйн 
Байолоджикалз, Бельгия.

В работе были использованы отраслевые стандартные об-
разцы (ОСО):

- ОСО 42-28-426-2013 активности вакцины против красну-
хи (штамм вируса краснухи RA-27/3);

- ОСО 42-28-348-2016 активности живой паротитной вак-
цины (штамм вируса паротита Ленинград-3);

- ОСО 42-28-347-2013 активности живой коревой вакцины 
(штамм вируса кори Ленинград-16);

- стандартный образец предприятия — СОП № 1 активно-
сти вируса краснухи (штамм вируса краснухи RA-27/3).

Все указанные вакцины предварительно были исследова-
ны по показателю «Подлинность» в РН на культуре клеток с по-
мощью специфических иммунных сывороток в соответствии 
с нормативной документацией (НД) на препараты4,5,6 и соответ-
ствовали требованиям НД.

При проведении исследований с применением метода ПЦР 
все образцы вакцин испытывали без разведения.

Для амплификации и учета результатов использовали при-
боры Rotor- Gen 6000 (Corbett Life Science) и CFX96/384 Touch™ 
(BioRad). Результаты реакции считали достоверными при от-
сутствии положительного сигнала в отрицательном контроль-
ном образце (ОКО), что свидетельствовало об отсутствии кон-
таминации в исследуемых образцах.

Прибор Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science) использова-
ли при амплификации и учете результатов при использовании 
китайских наборов и набора АмплиСенс® Rubella virus-FL.

Амплификацию и учет результатов при использовании на-
бора реагентов РеалБест РНК Rubella, комплект 1, проводили 
на приборе CFX96/384 Touch™ (BioRad).

Статистическая обработка полученных результатов была 
проведена общепринятыми методами [4], расчеты проведены 
с помощью программы Microsoft Office Excel 2007.

Результаты и обсуждение
Проведено экспериментальное изучение коммерческих 

наборов реагентов, предназначенных для выявления РНК ви-
русов кори, паротита и краснухи в клиническом материале ме-
тодом ОТ-ПЦР в режиме реального времени, для определения 
подлинности вакцин против кори, паротита и краснухи.

I. Исследование вакцин против краснухи

1. С помощью набора реагентов АмплиСенс® Rubella virus-
FL были исследованы 8 серий отечественной вакцины против 
краснухи (АО «НПО «Микроген»), 2 серии комбинированной 
вакцины против кори, паротита и краснухи MMP II® и Прио-
рикс®. Одновременно исследовали ОСО 42-28-426-2013 актив-
ности вакцины против краснухи и СОП № 1 активности вируса 
краснухи.

Для подтверждения специфичности метода параллельно 
с образцами вакцины против краснухи было исследовано по 
одной серии вакцины против кори и против паротита.

Использовали программу амплификации согласно ин-
струкции по применению набора (табл. 1).

Внутренний контрольный образец (ВКО) добавлялся на этапе 
выделения во все исследуемые пробы. На рисунке 1 представле-
ны средние значения порогового цикла (Ct) исследованных об-
разцов. Значение Ct в положительном контрольном образце 1 
(ПКО 1) составляет 20, что меньше значения 24, указанного как 
предельная величина во вкладыше к набору реагентов. Значение 
порогового цикла для ВКО равно 23, что не превышает предель-
ного значения 28, указанного в инструкции к набору.

Как видно на рисунке 1, для большинства исследованных 
образцов вакцины против краснухи пороговый цикл был мень-
ше 24 и находился в диапазоне от 15 до 20.

Таким образом, положительный сигнал в образцах вакци-
ны с краснушным компонентом показал наличие РНК вируса 
краснухи в исследуемых образцах.

Одновременно с образцами вакцины против краснухи были 
исследованы образцы вакцин против кори и паротита, в кото-
рых, так же как в отрицательных контрольных образцах, по-
роговый цикл не определялся, следовательно, специфические 
участки для отжига праймеров, предназначенных для РНК ви-
руса краснухи, в образцах этих вакцин отсутствовали.

2. С помощью этого набора были исследованы 3 серии от-
ечественной вакцины против краснухи (АО «НПО «Микроген» 
Минздрава России), 2 серии комбинированной вакцины против 

Таблица 1. Программа амплификации набора АмплиСенс® Rubella virus-FL
Table 1. Amplification step using AmpliSens® Rubella virus-FL reagent kit

Этап Температура, °С Время Измерение флуоресценции Количество циклов

Удержание температуры 50 15 мин - 1

Удержание температуры 2 95 15 мин - 1

Циклирование

95 5 с -

560 20 с -

72 15 с -

Циклирование 2

95 5 с -

4060 20 с FAM — для ВКО,
JOE — для вируса краснухи

72 15 с -

Примечание. FAM, JOE — каналы детекции результатов амплификации, ВКО — внутренний контрольный образец.
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кори, паротита и краснухи MMP II® и Приорикс®, а также образ-
цы ОСО 42-28-426-2013 активности вакцины против краснухи 
и СОП № 1 активности вируса краснухи.

Для подтверждения специфичности метода параллельно 
с образцами вакцины против краснухи исследовали по одной 
серии вакцины против кори и паротита.

Программирование амплификатора проводили в соответ-
ствии с инструкцией к набору (табл. 2).

В наборе РеалБест РНК Rubella предусмотрены контроль-
ные образцы — ОКО, ПКО, ВКО, необходимые для оценки при-
емлемости результатов, только на этапе выделения. Значение 
Ct исследуемых образцов не должно превышать значения по-
рогового цикла, равного 40, указанного в инструкции к набору.

Отсутствие положительного сигнала в ОКО свидетель-
ствует об отсутствии контаминации в исследуемых образцах 
на этапе выделения. Значение порогового цикла меньше 40 
свидетельствует о наличии специфического участка. В ходе 
эксперимента ВКО добавляли на этапе выделения во все ис-
следуемые пробы, значения порогового цикла для ВКО сум-
мировали и вычисляли среднее значение (Ct ВКОср), исключая 
из анализа образцы, значения Сt которых отличались больше 
чем на 2 цикла от Ct ВКОср. На рисунке 2 представлены средние 
значения Ct исследованных образцов. Полученные результаты 
соответствовали требованиям инструкции к набору и свиде-
тельствовали о правильности проведения реакции.

Как видно на рисунке 2, для большинства исследуемых об-
разцов Ct находился в диапазоне от 25 до 35, что свидетель-
ствовало о возможности использования набора для выявления 
РНК вируса краснухи в вакцинах против краснухи.

Параллельно с образцами вакцины против краснухи были 
исследованы образцы коревой и паротитной вакцин. В образ-

0

5

10

15

20

25

30

C
t 

Образцы 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

C
t 

Образцы 

Рис. 1. Среднее значение порогового цикла исследованных 
образцов при использовании набора реагентов АмплиСенс® 
Rubella virus-FL: 1–8 — серии вакцины против краснухи; 
MMP II® — вакцина против кори, паротита и краснухи 
производства МSD; Приорикс® — вакцина против кори, 
паротита и краснухи производства GSK; СОП № 1 — 
стандартный образец предприятия активности вируса 
краснухи; ПВ — паротитная вакцина; КВ — коревая 
вакцина; ОКО — отрицательный контрольный образец; 
ВКО — внутренний контрольный образец; ПКО 1 — 
положительный контрольный образец на этапе выделения; 
ПКО 2 — положительный контрольный образец на этапе 
амплификации; ОСО — отраслевой стандартный образец.
* Пороговый цикл не определяется.
Fig. 1. Average threshold cycle values of the samples tested 
using AmpliSens Rubella virus-FL reagent kit. 1–8 — rubella 
vaccine batches; MMP II® — measles, mumps and rubella 
vaccine produced by МSD; Приорикс ® — measles, mumps and 
rubella vaccine produced by GlaxoSmithKline; СОП № 1 — in-
house reference standard of rubella virus activity; ПВ — mumps 
vaccine; КВ — measles vaccine; ОКО — negative control 
sample; ВКО — internal control sample; ПКО 1 — positive 
control sample at the isolation step; ПКО 2 — positive control 
sample at the amplification step; ОСО — industry reference 
standard.
* The threshold cycle is not detected.

Рис. 2. Средние значения Ct исследованных образцов при 
использовании набора реагентов «РеалБест РНК Rubella». 
1, 2, 3 — серии вакцины против краснухи; MMP II® — вакцина 
против кори, паротита и краснухи; производства МSD; 
Приорикс® — вакцина против кори, паротита и краснухи 
производства GSK; ПВ — паротитная вакцина; КВ — 
коревая вакцина; ОКО — отрицательный контрольный 
образец; ВКО — внутренний контрольный образец; ПКО — 
положительный контрольный образец; ОСО — отраслевой 
стандартный образец.
* Пороговый цикл не определяется.
Fig. 2. Average threshold cycle values of the samples tested 
using Realbest RNA Rubella reagent kit. 1, 2, 3 — rubella 
vaccine batches; MMP II® — measles, mumps and rubella 
vaccine produced by МSD; Приорикс ® — measles, mumps and 
rubella vaccine produced by GlaxoSmithKline; ПВ — mumps 
vaccine; КВ — measles vaccine; ОКО — negative control 
sample; ВКО — internal control sample; ПКО — positive control 
sample; ОСО — industry reference standard.
* The threshold cycle is not detected.

Таблица 2. Программа амплификации набора РеалБест РНК Rubella, комплект 1
Table 2. Amplification step using RealBest RNA Rubella reagent kit, set 1

Этап Температура, °С Время Измерение флуоресценции Количество циклов

Удержание температуры 45 30 мин - 1

Денатурация 94 1 мин - 1

Денатурация 94 10 с -

50
Элонгация 60 20 с FAM — для ВКО,

JOE — для РНК вируса краснухи

Примечание. FAM, JOE — каналы детекции результатов амплификации, ВКО — внутренний контрольный образец.



Использование наборов реагентов для ОТ-ПЦР в реальном времени для оценки подлинности вакцин против кори, паротита и краснухи

Using Real-Time RT-PCR Reagent Kits for Identity Testing of Measles, Mumps and Rubella Vaccines

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2018, Т. 18, № 4
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2018, V. 18, No. 4

253

цах вакцин против кори и паротита, так же как в отрицательном 
контрольном образце, пороговый цикл не определялся.

Таким образом, положительный сигнал в образцах вакцин 
против краснухи показал наличие РНК искомого вируса в ис-
следуемых образцах и отсутствие его в вакцинах против кори 
и паротита.

3. Набор реагентов Rubella Virus Real Time RT-PCR Kit про-
изводства Liferiver. С помощью этого набора были исследованы 
3 серии отечественной вакцины против краснухи (АО «НПО «Ми-
кроген» Минздрава России), 2 серии MMP II® и Приорикс®, и об-
разцы ОСО 42-28-426-2013 активности вакцины против краснухи.

Для подтверждения специфичности метода параллельно 
с образцами вакцины против краснухи исследовали по одной 
серии вакцины против кори и паротита (табл. 3).

В наборе Rubella Virus Real Time RT-PCR Kit, так же как 
и в наборе РеалБест РНК Rubella, предусмотрены контрольные 
образцы ОКО, ВКО, ПКО, необходимые для оценки приемлемо-
сти результатов, только на этапе амплификации. Отсутствие 
положительного сигнала в отрицательном контрольном образ-
це свидетельствовало об отсутствии контаминации в исследу-
емых образцах; значение порогового цикла в положительном 
образце меньше 35 свидетельствовало о наличии специфи-
ческого участка. Внутренний контрольный образец добавляли 
на этапе амплификации во все исследуемые пробы, значение 
порогового цикла для ВКО должно находиться в диапазоне 
25–35. Полученные результаты соответствовали требованиям 
инструкции к набору и свидетельствовали о правильности про-
ведения реакции. На рисунке 3 представлены средние величи-
ны значений порогового цикла исследованных образцов.

Как видно на рисунке 3, для всех исследуемых образцов, кро-
ме ПВ и КВ, пороговый цикл находился в диапазоне от 15 до 20.

Одновременно с образцами вакцины против краснухи были 
исследованы образцы вакцин против кори и паротита, в кото-
рых так же, как в отрицательных контрольных образцах, по-
роговый цикл не определялся, следовательно, специфические 
участки для отжига праймеров, предназначенных для РНК ви-
руса краснухи, в образцах этих вакцин отсутствовали.
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Рис. 3. Средние значения порогового цикла исследованных 
образцов при использовании набора реагентов Rubella 
Virus Real Time RT-PCR Kit: 1, 2, 3 — серии вакцины против 
краснухи; MMP II® — вакцина против кори, паротита и 
краснухи производства МSD; Приорикс® — вакцина 
против кори, паротита и краснухи производства GSK; 
ПВ — паротитная вакцина; КВ — коревая вакцина; ОКО — 
отрицательный контрольный образец; ВКО — внутренний 
контрольный образец; ПКО — положительный контрольный 
образец; ОСО — отраслевой стандартный образец.
* Пороговый цикл не определяется.
Fig. 3. Average threshold cycle values of the samples tested 
using Rubella Virus Real Time RT-PCR Kit. 1, 2, 3 — rubella 
vaccine batches; MMP II® — measles, mumps and rubella 
vaccine produced by МSD; Приорикс ® — measles, mumps and 
rubella vaccine produced by GlaxoSmithKline; ПВ — mumps 
vaccine; КВ — measles vaccine; ОКО — negative control 
sample; ВКО — internal control sample; ПКО — positive control 
sample; ОСО — industry reference standard.
* The threshold cycle is not detected.

Таблица 3. Программа амплификации набора Rubella Virus Real Time RT-PCR Kit производства Liferiver
Table 3. Amplification step using Rubella Virus Real Time RT-PCR Kit produced by Liferiver

Этап Температура, °С Время Измерение флуоресценции Количество циклов

Удержание температуры 45 10 мин - 1

Денатурация 95 15 мин - 1

Денатурация 94 15 с -

40
Элонгация 60 1 мин FAM — для ВКО,

JOE — для РНК вируса краснухи

Примечание. FAM, JOE — каналы детекции результатов амплификации, ВКО — внутренний контрольный образец.

Таблица 4. Оценка порогового цикла при исследовании ОСО активности вакцины против краснухи наборами реагентов 
различных производителей
Table 4. Threshold cycle values detected during evaluation of the industry reference standard of rubella vaccine activity using reagent 
kits by different manufacturers

Статистический показатель оценки 
порогового цикла

Значение порогового цикла

АмплиСенс®  
Rubella virus-FL РеалБест РНК Rubella Rubella Virus Real Time 

RT-PCR Kit

Среднее арифметическое значение 18,6 (n = 10) 27,6 (n = 8) 15,7 (n = 5)

Стандартное отклонение 0,10 0,78 0,42

Коэффициент вариации, % 0,53 2,85 2,66

Примечание. n — количество испытаний.
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Так же как и отечественные наборы для выявления вируса 
краснухи в клиническом материале, коммерческий набор про-
изводства Liferiver выявляет РНК вируса краснухи в образцах 
исследованных вакцин с краснушным компонентом.

Для оценки приемлемости результатов идентификации 
вируса краснухи в исследуемых профилактических препаратах 
с помощью указанных трех наборов реагентов для ПЦР ис-
следовали образцы ОСО активности вакцины против краснухи 
(ОСО 42-28-426-2013) с аттестованным значением активности. 
Результаты представлены в таблице 4.

Из данных, представленных в таблице 4, видно, что при-
менительно к набору реагентов одного производителя стан-
дартное отклонение значения Сt не превышает 1 цикл, что 
позволяет использовать ОСО 42-28-426-2013 для оценки при-
емлемости результатов испытаний вакцины против краснухи 
по показателю «Подлинность».

II. Исследование вакцин против паротита

Отечественных коммерческих наборов для выявления РНК 
вируса паротита, зарегистрированных в Российской Федера-
ции, нет. В связи с этим в работе использован набор реагентов 
для выявления РНК вируса паротита в клинических образцах 
производства Liferiver. С помощью этого набора были исследо-
ваны 5 серий отечественной паротитной вакцины.

Набор Mumps Virus Real Time RT-PCR Kit не отличается 
по условиям проведения реакции (табл. 3) и компонентам 
коммерческого набора от Rubella Virus Real Time RT-PCR Kit. 
В наборе также предусмотрены контрольные образцы на этапе 
амплификации. Значение Ct исследуемых образцов не должно 
превышать значения порогового цикла (Ct — менее 35), ука-
занного во вкладыше к набору, на этапе амплификации. Тре-
бования к Ct в ОКО, ПКО и ВКО аналогичны требованиям к кон-
трольным образцам для набора Rubella Virus Real Time RT-PCR 
Kit. На рисунке 4 представлены средние величины значений 
порогового цикла исследованных образцов.

Как видно на рисунке 4, для всех исследуемых образцов 
пороговый цикл находился в диапазоне от 15 до 20.

Параллельно с образцами вакцины против паротита была 
проведена амплификация образцов вакцин против краснухи 
и против кори. В указанных образцах, так же как в отрицатель-
ных контрольных образцах, пороговый цикл не определялся, 
что свидетельствовало о специфичности набора Mumps Virus 
Real Time RT-PCR Kit.

Для оценки приемлемости результатов определения ви-
руса паротита в исследуемых профилактических препаратах 
с помощью указанного набора реагентов исследовали образ-
цы ОСО активности живой паротитной вакцины (ОСО 42-28-
348-2016) с аттестованным значением активности. Результаты 
представлены в таблице 5.

Из данных таблицы 5 видно, что применительно к набору 
реагентов производителя колебания значения порогового цик-
ла не превышают 1 цикл, что позволяет использовать ОСО 42-
28-348-2016 для оценки приемлемости результатов испытаний 
вакцины против краснухи по показателю «Подлинность».

III. Исследование вакцин против кори

Отечественные коммерческие наборы для выявления РНК 
вируса кори в клиническом материале в России отсутствуют, 
поэтому в работе был использован набор реагентов Measles 
Virus Real Time RT-PCR Kit для выявления РНК вируса кори 
в клинических образцах производства Liferiver. С помощью 
этого набора были исследованы 4 серии отечественной ко-
ревой вакцины, 2 серии паротитно-коревой вакцины, 2 серии 
комбинированной вакцины против кори, паротита и краснухи 
Приорикс® и 1 серия MMP II®.

Набор Measles Virus Real Time RT-PCR Kit не отличается по 
условиям постановки реакции (табл. 3), компонентам набора 
и критериям оценки приемлемости результатов от коммерче-
ских наборов Rubella Virus Real Time RT-PCR Kit и Mumps Virus 
Real Time RT-PCR Kit. На рисунке 5 представлены средние ве-
личины значений порогового цикла исследованных образцов.

Как видно на рисунке 5, для всех исследуемых образцов 
пороговый цикл находился в диапазоне от 10 до 20.

Вместе с образцами вакцины против кори были исследова-
ны образцы вакцин против паротита и краснухи. В последних 
так же, как в отрицательных контрольных образцах, пороговый 
цикл не определялся. Таким образом, положительный сигнал 
в образцах вакцин против кори показал наличие РНК искомого 
вируса в исследуемых образцах и отсутствие его в вакцинах 
против паротита и краснухи.

Для оценки приемлемости результатов идентификации 
вируса паротита в исследуемых профилактических препаратах 
с помощью указанного набора реагентов для ПЦР исследовали 
образцы ОСО активности живой коревой вакцины (ОСО 42-28-
347-2013) с аттестованным значением активности. Результаты 
представлены в таблице 6.
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Рис. 4. Средние величины значений порогового цикла 
исследованных образцов при использовании набора 
реагентов Mumps Virus Real Time RT-PCR Kit: 1–5 — серии 
паротитной вакцины; КрВ — вакцина против краснухи; 
КВ — коревая вакцина; ОКО — отрицательный контрольный 
образец; ВКО — внутренний контрольный образец; ПКО — 
положительный контрольный образец; ОСО — отраслевой 
стандартный образец.
* Пороговый цикл не определяется.
Fig. 4. Average threshold cycle values of the samples tested 
using Mumps Virus Real Time RT-PCR Kit. 1–5 — mumps 
vaccine batches; КрВ — rubella vaccine; КВ — measles 
vaccine; ОКО — negative control sample; ВКО — internal 
control sample; ПКО — positive control sample; ОСО — industry 
reference standard.
* The threshold cycle is not detected.

Таблица 5. Оценка порогового цикла при исследовании 
ОСО активности живой паротитной вакцины набором реа-
гентов зарубежного производителя
Table 5. Threshold cycle values detected during evaluation of 
the industry reference standard of live mumps vaccine activity 
using foreign-made reagent kits

Статистический показатель оценки 
порогового цикла 

Значение поро-
гового цикла

Среднее арифметическое значение 18,2 (n = 11)

Стандартное отклонение 0,63

Коэффициент вариации, % 3,49

Примечание. n — количество испытаний.
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Таблица 6. Оценка порогового цикла при исследовании 
ОСО активности живой коревой вакцины набором реаген-
тов зарубежного производителя
Table 6. Threshold cycle values detected during evaluation of 
the industry reference standard of live measles vaccine activity 
using foreign-made reagent kits

Статистические показатели оценки 
порогового цикла

Значение поро-
гового цикла

Среднее арифметическое значение 13,2 (n = 5)

Стандартное отклонение 0,49

Коэффициент вариации, % 3,76

Примечание. n — количество испытаний.

Из данных таблицы 6 видно, что применительно к набору 
реагентов производителя колебания значения порогового цик-
ла не превышают 1 цикл, что позволяет использовать ОСО 42-
28-347-2013 для оценки приемлемости результатов испытаний 
вакцины против краснухи по показателю «Подлинность».

В ходе работы показана возможность выявления нуклеино-
вых кислот вирусов кори, паротита и краснухи во всех исследо-
ванных вакцинах с помощью примененных наборов реагентов.

Диагностические наборы реагентов АмплиСенс® Rubella vi-
rus-FL, РеалБест РНК Rubella и Rubella Virus Real Time RT-PCR Kit, 
предназначенные для выявления РНК вируса краснухи в клини-
ческом материале, были использованы впервые для определе-
ния подлинности моно- и ассоциированных вакцин с краснуш-
ным компонентом отечественного и зарубежного производства. 

Показана специфичность указанных наборов и возможность 
применения этих наборов для подтверждения подлинности ви-
руса краснухи во всех исследованных вакцинах.

Коммерческие наборы реагентов для диагностики кори 
и паротита с помощью ОТ-ПЦР отечественного производства 
отсутствуют. В связи с этим для дальнейшего исследования 
были взяты наборы производства «Liferiver» для выявления 
РНК вирусов в клиническом материале. Показано, что изучав-
шиеся наборы реагентов Measles Virus Real Time RT-PCR Kit 
и Mumps Virus Real Time RT-PCR Kit позволяют выявлять РНК 
вирусов кори и паротита в вакцинах.

Для оценки приемлемости результатов идентификации 
вируса кори, паротита и краснухи в вакцинах с помощью ука-
занных наборов реагентов исследовали неразведенные образ-
цы ОСО 42-28-426-2013 активности вакцины против краснухи, 
ОСО 42-28-348-2016 активности живой паротитной вакцины, 
ОСО 42-28-347-2013 активности живой коревой вакцины. При 
многократном испытании стандартных образцов показана вос-
производимость значений порогового цикла в пределах каж-
дого набора реагентов, что свидетельствует о возможности 
использования ОСО активности вирусов кори, паротита и крас-
нухи для оценки приемлемости результатов при определении 
подлинности вакцин методом ОТ-ПЦР.

Заключение

1. Все изучавшиеся коммерческие диагностические на-
боры реагентов для ОТ-ПЦР в режиме реального времени, 
предназначенные для выявления РНК вирусов кори, паротита 
и краснухи в клиническом материале, позволяют выявлять 
РНК указанных вирусов в соответствующих вакцинах.

2. При многократном испытании отраслевых стандартных 
образцов активности живых коревой, паротитной вакцин и вак-
цины против краснухи показана возможность их использова-
ния для оценки приемлемости результатов определения под-
линности вакцин методом ОТ-ПЦР.
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7, 8 — batches of Priorix® combination measles, mumps and 
rubella vaccine; MMP II® — measles, mumps and rubella vaccine 
produced by МSD; ПВ — mumps vaccine; КрВ — rubella 
vaccine; ОКО — negative control sample; ВКО — internal 
control sample; ПКО — positive control sample; ОСО — industry 
reference standard.
* The threshold cycle is not detected.
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