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Резюме Актуальность. Отсутствие гемотрансмиссивных вирусов в лекарственных препаратах, по-
лученных из плазмы крови человека, должно быть обеспечено контролем исходного сы-
рья и технологией производства.
Цель. Изучение критериев пригодности системы методики при оценке вирусной безопас-
ности индивидуальных единиц субстанции «Плазма человека для фракционирования» 
в отношении содержания нуклеиновых кислот гемотрансмиссивных вирусов с учетом тре-
бований Европейской фармакопеи.
Материалы и методы. Индивидуальные единицы субстанции «Плазма человека для фрак-
ционирования» (далее — плазма); международные стандартные образцы (МСО) РНК виру-
са иммунодефицита человека, вирусов гепатитов А и С (ВГА и ВГС), ДНК вируса гепатита 
В (ВГВ) и парвовируса B19; наборы реагентов для выявления нуклеиновых кислот указан-
ных вирусов методом полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
Результаты. В исследованных образцах плазмы не выявлена РНК ВГС; ДНК парвови-
руса В19 обнаружена в одном образце плазмы из восьми, концентрация не превышала 
104 МЕ/ мл. Использованные наборы реагентов в трех испытаниях соответствующих МСО 
позволили выявить РНК ВГС в концентрации 102  МЕ/мл, ДНК парвовируса В19 (гено-
тип М1) — 104 МЕ/мл. Результаты дополнительных испытаний двух образцов плазмы с уче-
том требований Европейской фармакопеи при определении РНК ВГС и ДНК парвовируса 
В19 показали, что новая серия набора реагентов выявляла 102 МЕ/мл МСО РНК ВГС только 
в одном из трех испытаний, что не соответствует заявленной чувствительности набора 
реагентов. В одном из двух образцов плазмы РНК ВГС не была обнаружена ни в одном 
испытании с добавлением МСО РНК ВГС до концентрации 102 и 103 МЕ/мл, возможно, из-
за ингибирующих свойств плазмы. В отношении ДНК парвовируса В19 чувствительность 
наборов реагентов соответствовала заявленной, ингибирующие свойства исследованных 
образцов плазмы не выявлены.
Выводы. При применении метода ПЦР для оценки вирусной безопасности плазмы, пред-
назначенной для производства препаратов крови, целесообразно использование кон-
трольных образцов, охарактеризованных в МЕ/мл. Для установления критериев пригод-
ности системы методики с их применением необходима разработка соответствующих 
фармакопейных стандартных образцов.

Ключевые слова: вирусная безопасность; плазма человека для фракционирования; РНК вируса гепатита С; 
ДНК парвовируса В19; маркеры гемотрансмиссивных вирусов; полимеразная цепная ре-
акция; ПЦР; набор реагентов
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Abstract Scientific relevance. The absence of blood-borne viruses in human plasma-derived medicinal 
products must be ensured by the control of raw materials and the manufacturing process.
Aim. This study aimed to analyse system suitability criteria for analytical procedures to assess 
the viral safety of individual units of the substance "Human plasma for fractionation" in terms 
of the content of nucleic acids of blood-borne viruses, considering the requirements of the 
European Pharmacopoeia.
Materials and methods. The authors analysed individual units of the substance "Human plasma 
for fractionation" (hereinafter, plasma). The study used the International Standards (ISs) for 
human immunodeficiency virus RNA, hepatitis A virus (HAV) RNA, hepatitis C virus (HCV) RNA, 
hepatitis B virus (HBV) DNA, and parvovirus B19 DNA, as well as nucleic acid detection kits for 
these viruses based on polymerase chain reaction (PCR).
Results. HCV RNA was not detected in any of the eight plasma samples studied, and parvovirus 
B19 DNA was detected in one of the samples at a concentration not exceeding 104 IU/mL. 
Three tests with the corresponding ISs showed that the studied reagent kits detected HCV RNA 
at a concentration of 102 IU/mL and parvovirus B19 DNA (M1 genotype) at a concentration of 
104 IU/ mL. In additional tests that were conducted in two samples considering the requirements 
of the European Pharmacopoeia for the detection of HCV RNA and parvovirus B19 DNA, a new 
batch of reagent kit I detected the HCV RNA IS at a concentration of 102 IU/mL only in one of 
three replicates, which did not correspond to the claimed sensitivity of the reagent kit. HCV 
RNA was not detected in either replicate in one of two plasma samples spiked with the HCV 
RNA IS at concentrations of 102 and 103 IU/mL, possibly because of plasma inhibitory properties. 
The sensitivity of the reagent kits to parvovirus B19 DNA corresponded to the label claims; the 
study did not show any inhibitory properties of the plasma samples.
Conclusions. Polymerase chain reaction testing of the viral safety of plasma intended for 
manufacturing medicinal products should include control samples calibrated in IU/mL. Further 
research and appropriate pharmacopoeial reference materials are needed to set system 
suitability criteria for analytical procedures using such control samples.

Key words: viral safety; human plasma for fractionation; hepatitis C virus RNA; parvovirus B19 DNA; mark-
ers of blood-borne viruses; polymerase chain reaction; PCR; reagent kit
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Введение
Препараты, получаемые из плазмы крови 

человека, должны соответствовать норматив-
ным требованиям по показателю «Вирусная 
безопасность». В соответствии с требованиями 
Государственной фармакопеи Российской Фе-
дерации XIV изд. (ГФ РФ XIV)1, гармонизиро-
ванными с международными требованиями2, 
как донорская кровь, так и плазма крови чело-
века для фракционирования должны быть сво-
бодны от вирусов иммунодефицита человека 
(ВИЧ-1 и ВИЧ-2), вирусов гепатитов В и С (ВГВ 
и ВГС). Подтверждение отсутствия нуклеиновых 
кислот указанных вирусов в субстанции «Плаз-
ма человека для фракционирования» является 
обязательной мерой минимизации риска вирус-
ной контаминации лекарственных препаратов, 
получаемых из нее. Данное требование вклю-
чено в нормативные документы отечественных 
производителей.

Кроме того, программа тестирования на ви-
русную безопасность плазмы крови человека, 
предназначенной для производства препа-

ратов крови, дополнительно может включать 
определение содержания маркеров ряда дру-
гих вирусов, например в Российской Федера-
ции — РНК вируса гепатита А (ВГА), ДНК парво-
вируса В19 (в некоторых регионах могут быть 
включены другие вирусы в зависимости от эпи-
демиологической обстановки)3; в Европейском 
союзе — РНК вирусов гепатита А и Е, ДНК пар-
вовируса В194; в США — вируса Западного Нила 
и парвовируса В195.

Для этих целей в программу тестирования 
индивидуальных единиц субстанции «Плазма 
человека для фракционирования», минипулов 
и производственного пула плазмы дополни-
тельно должна быть включена валидированная 
методика определения содержания нуклеино-
вых кислот регламентированных вирусов ме-
тодом полимеразной цепной реакции (ПЦР), 
в которой в соответствии с требованиями 
ГФ  РФ XIV6 должна быть описана пробоподго-
товка и предус мотрены критерии пригодности 
 системы  используемой методики7 (далее — кри-
терии пригодности системы). В соответствии 
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с требованиями Европейской фармакопеи (ЕФ)8 
при использовании метода ПЦР (метода ампли-
фикации нуклеиновых кислот) предусмотре-
ны критерии пригодности системы при оценке 
содержания РНК ВГС и ВГА, ДНК парвовируса 
В19. Пригодность системы для каждого маркера 
оценивают с помощью соответствующего кон-
трольного (стандартного) образца, охарактери-
зованного в международных единицах, МЕ/ мл: 
РНК ВГС, РНК ВГА — в концентрации, равной 
102 МЕ/ мл, ДНК В19 — в концентрации, равной 
104 МЕ/мл9. При этом контрольный (стандарт-
ный) образец используется не только как та-
ковой, но и с добавлением до указанной кон-
центрации к испытуемому образцу для оценки 
эффективности выделения нуклеиновых кислот 
и/или отсутствия ингибирования реакции.

В Российской Федерации тестирование плаз-
мы доноров на наличие нуклеиновых кислот 
регламентированных вирусов проводится с ис-
пользованием валидированной методики с по-
мощью зарегистрированных наборов реагентов 
для выявления нуклеиновых кислот методом 
ПЦР с установленной аналитической чувстви-
тельностью. В настоящее время в России за-
регистрировано около десяти отечественных 
наборов реагентов различных производителей 
для выявления нуклеиновых кислот ВГВ, ВГС, 
ВИЧ, среди которых имеются наборы для од-
новременного выявления нуклеиновых кислот 
ВГВ, ВГС, ВИЧ-1 и ВИЧ-2. Чувствительность этих 
наборов находится в диапазоне от 5 до не-
скольких сотен МЕ/мл в зависимости от вида 
возбудителя или объема анализируемого об-
разца (от 0,2 до 1 мл) и сопоставима с чувстви-
тельностью наборов реагентов зарубежного 
производства.

Для выявления нуклеиновых кислот ВГА 
и парвовируса В19 в плазме крови в Россий-
ской Федерации зарегистрированы наборы ре-
агентов двух отечественных производителей. 
Результаты исследований по оценке вирусной 
безопасности плазмы крови в отношении парво-
вируса В19 и ВГА освещены в российской10 [1–7] 
и зарубежной научной литературе [8–10], иссле-
дования проводятся также и в отношении РНК 
ВГС и других вирусов [11–14].

8 Human plasma (pooled and treated for virus inactivation) 01/2021:1646. European Pharmacopoeia 11th ed., 2022.
9 Там же.
10 Попцов АЛ. Значение индикации ДНК парвовируса B19 в обеспечении инфекционной безопасности плазмы для фракци-

онирования: автореф. дис. … канд. мед. наук. Киров; 2015.
Зубкова НВ. Биотехнологические аспекты вирусной безопасности препаратов иммуноглобулинов: Методология, произ-
водство, стандартизация: автореф. дис. ... д-ра фарм. наук. Пермь; 2012.
Парамонов ИВ. Система обеспечения качества и инфекционной безопасности плазмы для фракционирования в услови-
ях ее массовой заготовки: автореф. дис. … д-ра мед. наук. Киров; 2017.

Для контроля субстанции «Плазма человека 
для фракционирования» по показателю каче-
ства «Вирусная безопасность» допускается воз-
можность использования любых зарегистриро-
ванных наборов реагентов для проведения ПЦР 
без конкретизации условий их применения, 
например, объема анализируемого образца. 
В оте чественных наборах реагентов предусмо-
трена оценка пригодности системы с использо-
ванием положительного контрольного образца 
и внутреннего контрольного образца, одна-
ко концентрация этих контрольных образцов 
не охарактеризована в международных еди-
ницах (МЕ/ мл). В инструкции по применению 
наборов реагентов не указано использование 
контрольного образца с определенной концен-
трацией в МЕ/ мл; необходимые для этих целей 
фармакопейные стандартные образцы отсут-
ствуют. В связи с этим исследование методиче-
ских подходов к оценке вирусной безопасности 
плазмы крови для фракционирования методом 
амплификации нуклеиновых кислот с использо-
ванием критериев пригодности системы явля-
ется актуальным.

Цель работы — изучение критериев пригодно-
сти системы при оценке вирусной безопасности 
индивидуальных единиц субстанции «Плазма 
человека для фракционирования» в отношении 
содержания нуклеиновых кислот гемотрансмис-
сивных вирусов с учетом требований Европей-
ской фармакопеи.

Задачей исследования являлось изучение 
критериев пригодности системы на примере вы-
явления РНК ВГС и ДНК парвовируса В19 при ис-
пользовании отечественных наборов реагентов 
для определения нуклеиновых кислот методом 
ПЦР и международных стандартных образцов 
РНК ВГС и ДНК парвовируса B19, охарактеризо-
ванных в международных единицах (МЕ/мл).

Материалы и методы

Материалы:
 – индивидуальные единицы субстанции «Плаз-
ма человека для фракционирования» (далее — 
плазма), предназначенной для производства 
препаратов крови — 8 образцов;
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 – образцы сыворотки, использованные для раз-
ведения международных стандартных об-
разцов (МСО); образцы сыворотки предва-
рительно проверены на отсутствие РНК ВГС 
и ВГА, ВИЧ-1 и ВИЧ-2, ДНК вируса ВГВ и пар-
вовируса В19 с помощью указанных далее 
наборов реагентов;

 – нормальная сыворотка крови человека (ком-
понент отраслевого стандартного образца  — 
ОСО 42-28-77, ФСО 3.1.00077 стандартный 
образец тест-системы для определения фрак-
ционного (антигенного) состава препаратов 
из сыворотки крови человека методом имму-
ноэлектрофореза) производства ФГБУН «Ки-
ровский научно-исследовательский институт 
гематологии и переливания крови Федераль-
ного медико-биологического агентства»;

 – контрольная сыворотка Kemtrol, норма (Kem-
trol Serum Control–Normal Kit, Helena BioScienc-
es Europe, Великобритания, артикул 7024).
В работе использовали наборы реагентов 

для выявления нуклеиновых кислот гемотранс-
миссивных вирусов в клиническом материале 
методом ПЦР с гибридизационно-флуоресцент-
ной детекцией в режиме реального времени.

1. Наборы реагентов для одновременного вы-
явления РНК ВГС, ДНК ВГВ и РНК ВИЧ:

 – набор реагентов «АмплиСенс HCV/HBV/HIV-FL» 
производства ФБУН «Центральный научно-ис-
следовательский институт эпидемиологии» 
Федеральной службы по надзору в сфере 
защиты прав потребителей и благополучия 
человека (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Рос-
потребнадзора), Россия (кат. № TR-V62-Ms 
(RG,Dt)); аналитическая чувствительность: 
50  ME/мл ВГС, 25 ME/мл ВГB, 100 копий/мл 
ВИЧ-1, 300 копий/мл ВИЧ-2 — при объеме ис-
следуемого материала 0,2 мл; 10 ME/мл ВГC, 
5 ME/мл BГВ, 20 копий/мл ВИЧ-1, 60 копий/мл 
ВИЧ-2 при объеме исследуемого материала 
1,0 мл (набор реагентов I);

 – набор реагентов «РеалБест ВГВ/ВГС/ВИЧ 
ПЦР» производства АО «Вектор-Бест», Россия 
(кат. № D-0592); аналитическая чувствитель-
ность: 10 ME/мл ВГВ, 15 ME/мл ВГС, 30 ME/мл 
ВИЧ-1, 50 ME/мл ВИЧ-2 при объеме исследу-
емого материала 1,0 мл (набор реагентов II).
2. Наборы реагентов для выявления РНК ВГА:

 – набор реагентов «АмплиСенс HAV-FL» про-
изводства ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Рос-
потребнадзора, Россия (кат. № R-V4(RG,iQ)); 
аналитическая чувствительность при объе-
ме образца 0,2 мл — 250 копий/мл; объеме 
1,0 мл — 50 копий/мл (набор реагентов III);

 – набор реагентов «РеалБест РНК ВГА» производ-
ства АО «Вектор-Бест», Россия (кат. № D-0398); 

аналитическая чувствительность при объеме 
образца 1,0 мл — 50 копий/ мл (набор реаген-
тов IV).
3. Наборы реагентов для выявления ДНК пар-

вовируса В19:
 – набор реагентов «АмплиСенс Parvovirus  B19-FL» 
производства ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Ро-
спотребнадзора, Россия (кат. № R-V49 (RG, iQ, 
Mx)); аналитическая чувствительность при вы-
явлении ДНК: 360 МЕ/мл, при количественном 
определении линейный диапазон измерения 
720–9000000 МЕ/мл (набор реагентов V);

 – набор реагентов «РеалБест ДНК Parvovirus 
B19» производства АО «Вектор-Бест», Россия 
(кат. № D-2801); аналитическая чувствитель-
ность не указана (набор реагентов VI).
В работе использовались следующие Между-

народные стандартные образцы (МСО):
 – МСО ВГВ для метода амплификации нуклеи-
новых кислот (3rd WHO International standard 
for hepatitis B virus for nucleic acid amplification 
techniques, NIBSC code: 10/264) (далее — МСО 
ДНК ВГВ);

 – МСО ВГС для метода амплификации нуклеи-
новых кислот (4th WHO International standard 
for hepatitis C virus for nucleic acid amplification 
techniques, NIBSC code: 06/102) (далее — МСО 
РНК ВГС 06/102);

 – МСО ВГС для метода амплификации нуклеи-
новых кислот (6th WHO International standard 
for hepatitis C virus RNA for nucleic acid 
amplification techniques, NIBSC code: 18/184) 
(далее — МСО РНК ВГС 18/184);

 – МСО ВИЧ-1 для метода амплификации нукле-
иновых кислот (HIV-1 International standard, 
NIBSC code: 10/152) (далее — МСО РНК ВИЧ-1);

 – МСО ВГА для метода амплификации нуклеи-
новых кислот (2nd WHO International standard 
for hepatitis A virus for nucleic acid amplification 
techniques, NIBSC code: 00/562) (далее — МСО 
РНК ВГА);

 – международная референс-панель генотипов 
парвовируса В19 для метода амплификации 
нуклеиновых кислот (1st WHO international 
reference panel for Parvovirus B19 genotypes 
for NAT-based assays, NIBSC code: 09/110) (да-
лее — референс-панель генотипов);

 – МСО парвовируса В19 для метода ампли-
фикации нуклеиновых кислот (3rd WHO 
International standard for Parvovirus B19 for 
nucleic acid amplification techniques, NIBSC 
code: 12/208) (далее — МСО ДНК B19);

 – референс-панель с низким содержанием 
контрольных материалов ВГС, ВГВ и ВИЧ 
для  метода амплификации нуклеиновых кис-
лот (CE  Marked Material HBV, HCV and HIV 
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Multiplex 14/198-XXX, NIBSC code: 14/198-
XXX), концентрация нуклеиновых кислот в ин-
струкции не указана11.

Оборудование:
 – амплификатор Real-Time CFX96 Touch (Bio-
Rad, США);

 – программное обеспечение CFX Manager (Bio-
Rad, США).

Методы
ПЦР проводили в соответствии с инструк-

циями по применению используемых наборов 
реагентов, в которых предусмотрены собствен-
ные положительный контрольный образец 
(ПКО) и внутренний контрольный образец (ВКО) 
для оценки эффективности выделения или ин-
гибирования реакции; однако характеристика 
образцов в МЕ/мл не приведена, концентрация 
данных образцов при проведении ПЦР не ука-
зана. В связи с этим одновременно с образца-
ми плазмы в качестве дополнительного поло-
жительного контроля оценивали МСО, которые 
предварительно разводили до концентрации 
105 МЕ/мл, а затем готовили необходимые раз-
ведения с концентрацией 104, 103 и 102 МЕ/мл 
(103 и 102 МЕ/мл для РНК ВГС; 102 МЕ/мл для РНК 
ВГА, ВИЧ-1 и ВИЧ-2, ДНК ВГВ; 103 и 104 МЕ/мл 
для ДНК парвовируса В19). Для приготовления 
указанных разведений МСО использовали об-
разцы сыворотки крови человека, предвари-
тельно проверенные на отсутствие РНК/ДНК 
гемотрансмиссивных вирусов.

В испытаниях для выявления РНК ВГС ис-
пользовали наборы реагентов для одновремен-
ного выявления нуклеиновых кислот ВИЧ, ВГВ 
и ВГС, в связи с чем использовали также МСО 
РНК  ВИЧ-1 и МСО ДНК ВГВ. Для приготовления 
образцов плазмы с добавлением МСО РНК ВГС 
или МСО ДНК парвовируса В19 соответствую-
щие МСО разводили до нужной концентрации 
испытуемыми образцами плазмы. Разведения 
МСО и образцы плазмы анализировали в трех 
повторностях.

В соответствии с инструкциями по примене-
нию наборов реагентов в исследуемых образ-
цах результат ПЦР признавали положительным, 
если значение показателя порогового цикла ПЦР 

11 https://www.nibsc.org/documents/ifu/14-198-xxx.pdf
12 Попцов АЛ. Значение индикации ДНК парвовируса B19 в обеспечении инфекционной безопасности плазмы для фракци-

онирования: автореф. дис. … канд. мед. наук. Киров; 2015.
Зубкова НВ. Биотехнологические аспекты вирусной безопасности препаратов иммуноглобулинов: Методология, произ-
водство, стандартизация: автореф. дис. ... д-ра фарм. наук. Пермь; 2012.
Парамонов ИВ. Система обеспечения качества и инфекционной безопасности плазмы для фракционирования в услови-
ях её массовой заготовки: автореф. дис. … д-ра мед. наук. Киров; 2017.

(Ct) было менее 40, результат признавали отри-
цательным, если Ct>40 или отсутствует (предел 
указан производителем во вкладышах, прилага-
емых к наборам реагентов). Результаты ПЦР учи-
тывали, если выполнялись критерии для оценки 
контрольных образцов производителя набора 
реагентов (указаны производителем во вклады-
шах, прилагаемых к наборам реагентов).

Для представления результатов исследова-
ния в таблицах использовались данные неколи-
чественного анализа.

Результаты и обсуждение
Показано, что все использованные наборы ре-

агентов для проведения ПЦР выявляют ДНК/РНК 
ВГВ, ВГA, ВГС, ВИЧ-1 в образцах МСО с концен-
трацией 102 МЕ/мл и ДНК вируса В19 в образцах 
МСО с концентрацией 104 МЕ/мл (табл. 1).

В отношении ДНК парвовируса В19 были про-
ведены испытания референс-панели генотипов 
парвовируса В19, результаты которых показали, 
что два набора реагентов для проведения ПЦР 
выявляют парвовирус В19 только генотипа M1: 
набор реагентов V определяет вирус в концен-
трации 103 и 104 МЕ/мл, набор реагентов VI  — 
в концентрации 104 МЕ/мл, два других геноти-
па (М2 и М3) оба набора реагентов не выявили. 
Полученные результаты согласуются с данными 
научной литературы [1–5], при этом все три ге-
нотипа могут быть обнаружены зарегистриро-
ванным в Российской Федерации набором реа-
гентов Cobas® TaqScreen DPX Test (Roche)12.

Далее проводили анализ восьми образцов 
плазмы с использованием наборов реагентов 
одного производителя (табл. 2). Результаты ис-
пытаний на выявление РНК ВГА не включены 
в таблицу 2, так как были проведены только 
на трех образцах плазмы (№ 1–3), в которых РНК 
ВГА не была определена.

Было показано, что РНК ВГС, ВИЧ-1 и ВИЧ-2, 
ДНК ВГВ не выявлены во всех восьми образцах 
плазмы (№ 1–8). ДНК парвовируса  В19 обна-
ружена в одном из 8 образцов в концентрации, 
не превышающей 104 МЕ/мл (Ct по каналу HEX 
(Parvovirus B19) для МСО 104 МЕ/мл — 14,86, 
для образца плазмы № 3 — 32,41).

С двумя образцами плазмы (№ 6 и 7) дополни-
тельно были проведены испытания в  соответствии 

https://www.nibsc.org/documents/ifu/14-198-xxx.pdf
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Таблица 1. Анализ международных стандартных образцов (МСО) РНК/ДНК вирусов гепатитов В (ВГВ), С (ВГС), А (ВГА), вируса 
иммунодефицита человека (ВИЧ-1), парвовируса В19 (В19) с использованием наборов реагентов I–VI двух производителей 
для выявления нуклеиновых кислот методом ПЦР
Table 1. Analysis of International Standards (ISs) for RNA/DNA of hepatitis A virus (HAV), hepatitis B virus (HBV), hepatitis C virus 
(HCV), human immunodeficiency virus (HIV-1), and parvovirus  В19 (В19) using reagent kits I–VI for nucleic acid detection by poly-
merase chain reaction (PCR) from two manufacturers

Наименование МСО
IS name

Концентрация нуклеиновой кислоты 
в образце (МЕ/мл)

Nucleic acid concentration in the sample (IU/mL)

Результат ПЦР с использованием набора реагентов
PCR results using

Набор реагентов I
Reagent kit I

Набор реагентов II
Reagent kit II

МСО ДНК ВГВ
HBV DNA IS 102 + + + + + +

МСО РНК ВГС 06/102
HCV RNA IS 06/102
МСО РНК ВГС 18/184
HCV RNA IS 18/184

102

103

102

103

+ + +
+ + +
+ + +
+ + +

+ + +
+ + +

Н. о. / N. d.
Н. о. / N. d.

МСО РНК ВИЧ-1
HIV-1 RNA IS 102 + + + + + +

Набор реагентов III
Reagent kit III

Набор реагентов IV
Reagent kit IV

МСО РНК ВГА
HAV RNA IS 102 + + + + + +

Набор реагентов V
Reagent kit V

Набор реагентов VI
Reagent kit VI

МСО ДНК B19
В19 DNA IS

103

104
+ + +
+ + +

– – –
+ + +

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

Примечание. Представлены результаты проведения ПЦР в трех повторностях. «+» — положительный результат ПЦР в одном 
испытании; «–» — отрицательный результат ПЦР в одном испытании; Н. о. — не определяли.
Note. The table presents the results of PCR tests in three replicates. +, positive PCR result in one replicate; –, negative PCR result 
in one replicate; N. d., not determined.

Таблица 2. Выявление нуклеиновых кислот вирусов гепатитов В (ВГВ) и С (ВГС), вирусов иммунодефицита человека (ВИЧ-1, 
ВИЧ-2), парвовируса В19 (В19) в образцах плазмы с использованием наборов реагентов I и V
Table 2. Detection of nucleic acids of hepatitis B virus (HBV), hepatitis C virus (HCV), human immunodeficiency virus (HIV-1, HIV-2), 
and parvovirus B19 (B19) in plasma samples using reagent kits I and V 

Номер образца плазмы
Plasma sample No.

Результат ПЦР с использованием набора реагентов
PCR results using

Набор реагентов I
Reagent kit I

Набор реагентов V
Reagent kit V

Выявляемый маркер
Detectable marker

ДНК ВГВ
HBV DNA

РНК ВГС
HCV RNA

РНК ВИЧ-1
HIV1 RNA

РНК ВИЧ-2
HIV2 RNA

ДНК В19
B19 DNA

1, 2, 4–8 – – – – – – – – – – – – – – –

3 – – – – – – – – – – – – + + +
(<104)

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

Примечание. Представлены результаты проведения ПЦР в трех повторностях. «+» — положительный результат ПЦР в одном 
испытании; «–» — отрицательный результат ПЦР в одном испытании.
Note. The table presents the results of PCR tests in three replicates. +, positive PCR result in one replicate; –, negative PCR result 
in one replicate.
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с требованиями ЕФ13 в отношении выявления 
РНК ВГС и ДНК В19, для чего одновременно 
с образцами плазмы проводили испытания МСО 
и образцов плазмы с добавлением соответству-
ющих МСО. Для определения РНК ВГС использо-
вали в качестве дополнительного положитель-
ного контроля МСО РНК ВГС в концентрации 
102 МЕ/мл и 103 МЕ/мл, а также образцы плазмы 
с добавлением МСО РНК ВГС до той же концен-
трации в качестве дополнительного контроля 
эффективности выделения или отсутствия инги-
бирования реакции (табл. 3).

В образце плазмы №  6 с добавлением МСО 
РНК ВГС (табл. 3) целевая РНК не была выявлена 
даже в концентрации 103 МЕ/мл, то есть в дан-
ной плазме могут присутствовать компоненты, 
оказывающие влияние на эффективность выде-
ления РНК ВГС или ингибирующие реакцию, хотя 
соответствующие контрольные образцы из на-
бора реагентов (ВКО и ПКО) это не обнаружили.

Результаты исследования показали,  что ис-
пользованная для получения данных табли-
цы 3 серия набора реагентов I как в образцах 
с разведениями МСО, так и в образце плазмы 
№ 7 с добавленным МСО выявила РНК ВГС в трех 
испытаниях только в концентрации 103 МЕ/ мл; 
концентрация 102 МЕ/мл была определена толь-
ко в одном из трех испытаний в отличие от ре-
зультатов, полученных с МСО ранее с другой 
серией набора реагентов (табл. 1). Следова-
тельно, чувствительность данной серии набора I 
не соответствует заявленной (аналитическая 
чувствительность должна составлять 10  МЕ/мл 

13 Human plasma (pooled and treated for virus inactivation) 01/2021:1646. European Pharmacopoeia 11th ed., 2022.

при использовании 1 мл образца). В связи с этим 
провели испытание референс-панели с низким 
содержанием контрольных материалов ВГС, ВГВ 
и ВИЧ для ПЦР (концентрация нуклеиновых кис-
лот в референс-панели не указана) с данной се-
рией набора (табл. 4).

РНК ВГС выявлена только в одной повтор-
ности из трех; ДНК ВГВ выявлена во всех трех 
повторностях; РНК вируса ВИЧ не определена 
ни в одной повторности (табл. 4). Представлен-
ные данные могут служить подтверждением 
невозможности использования данной серии 
набора реагентов для обнаружения низкого 
содержания РНК ВГС из-за несоответствия за-
явленной чувствительности в отношении РНК 
ВГС, что делает актуальным контроль наборов 
реагентов для выявления нуклеиновых кис-
лот трансмиссивных вирусов с использованием 
стандартных образцов, охарактеризованных 
в МЕ/мл, и проведение дальнейших исследова-
ний для установления критериев пригодности 
системы в МЕ/мл.

Результаты испытания образцов плазмы 
№ 6 и 7 с МСО ДНК парвовируса В19 в концен-
трации 103–104 МЕ/мл, проведенные с набором 
реагентов V, представлены в таблице 5.

ДНК парвовируса В19 выявляется набором 
реагентов V с одинаковой эффективностью 
в концентрации 103–104 МЕ/мл как в МСО ДНК 
парвовируса В19, так и в присутствии образ-
цов плазмы (табл. 5), то есть чувствительность 
данной серии набора соответствует заявленной 
и исследованные образцы плазмы не влияют 

Таблица 3. Выявление РНК вируса гепатита С (ВГС) в образцах плазмы с учетом требований Европейской фармакопеи с ис-
пользованием набора реагентов I
Table 3. Detection of hepatitis C virus (HCV) RNA in plasma samples using reagent kit I, taking into account the requirements 
of the European Pharmacopoeia

Выявление РНК ВГС 
в образцах плазмы
Detection of HCV RNA 

in plasma samples

Выявление РНК ВГС в образцах плазмы с добав-
лением МСО РНК ВГС 18/184 в концентрации

Detection of HCV RNA in plasma samples spiked with 
HCV RNA IS 18/184 at a concentration of

Выявление РНК ВГС в МСО РНК 
ВГС 18/184 в концентрации

Detection of HCV RNA in HCV RNA 
IS 18/184 at a concentration of

Номер образца плазмы
Plasma sample No.

Результат ПЦР
PCR result

МЕ/мл
IU/mL

Результат ПЦР
PCR result

МЕ/мл
IU/mL

Результат ПЦР
PCR result

6 – – –
1000 – – –

1000 + + +
100 – – –

7 – – –
1000 + + +

100 + – –
100 + – –

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

Примечание. Представлены результаты проведения ПЦР в трех повторностях. «+» — положительный результат ПЦР в одном 
испытании; «–» — отрицательный результат ПЦР в одном испытании. МСО — международный стандартный образец.
Note. The table presents the results of PCR tests in three replicates. +, positive PCR result in one replicate; –, negative PCR result 
in one replicate. IS, International Standard.
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на эффективность выделения и не ингибиру-
ют реакцию. Таким образом, в отношении ДНК 
парвовируса В19, в отличие от РНК ВГС, чувстви-
тельность наборов реагентов соответствовала 
заявленной, ингибирующие свойства исследо-
ванных образцов плазмы не обнаружены.

Анализ результатов проведенного исследо-
вания показал, что в восьми исследованных об-
разцах плазмы с применением использованных 
наборов реагентов не выявлена РНК ВГС, а ДНК 
парвовируса В19 определена в одном образце 
плазмы из восьми (концентрация не превыша-
ла 104 МЕ/мл). При анализе соответствующих 
МСО использованные наборы реагентов в трех 

испытаниях позволили выявить РНК ВГС в кон-
центрации 102  МЕ/мл и ДНК парвовируса В19 
(генотип М1) в концентрации 104 МЕ/мл.

Результаты испытаний двух образцов плазмы, 
проведенные дополнительно с учетом требо-
ваний ЕФ при определении РНК ВГС и ДНК В19, 
показали, что с применением новой серии набо-
ра реагентов при выявлении РНК ВГС в МСО вы-
явлена концентрация 102 МЕ/мл только в одном 
из трех испытаний, что не соответствует заявлен-
ной чувствительности набора реагентов. Кро-
ме того, в одном из двух образцов плазмы РНК 
ВГС не была обнаружена ни в одном испытании 
с добавлением МСО РНК ВГС (до  концентрации 

Таблица 4. Выявление нуклеиновых кислот в референс-панели с низким содержанием контрольных материалов вирусов 
гепатита С (ВГС), гепатита В (ВГВ) и вируса иммунодефицита человека (ВИЧ-1, ВИЧ-2) с использованием набора реагентов I 
для выявления нуклеиновых кислот методом ПЦР
Table 4. Detection of nucleic acids in a reference panel of low positive control samples of hepatitis C virus (HCV), hepatitis B virus 
(HBV), and human immunodeficiency virus (HIV-1, HIV-2) using reagent kit I for nucleic acid detection by PCR

Наименование МСО
IS name

Результаты ПЦР
PCR results

Маркер вируса
Virus marker

ДНК ВГВ
HBV DNA

РНК ВГС
HCV RNA

РНК ВИЧ-1
HIV-1 RNA

РНК ВИЧ-2
HIV-2 RNA

Референс-панель с низким содержанием 
РНК/ДНК ВГВ, ВГС, ВИЧ (Multiplex 14/198-
XXX)
Low positive controls: RNA/DNA of HBV, HCV, 
and HIV (Multiplex 14/198-XXX)

+ + + + – – – – – – – –

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

Примечание. Представлены результаты проведения ПЦР в трех повторностях. «+» — положительный результат ПЦР в одном 
испытании; «–» — отрицательный результат ПЦР в одном испытании. МСО — международный стандартный образец.
Note. The table presents the results of PCR tests in three replicates. +, positive PCR result in one replicate; –, negative PCR result 
in one replicate. IS, International Standard.

Таблица 5. Выявление ДНК парвовируса В19 (В19) в образцах плазмы с учетом требований Европейской Фармакопеи с ис-
пользованием набора реагентов V
Table 5. Detection of parvovirus B19 (B19) DNA in plasma samples using reagent kit V, taking into account the requirements 
of the European Pharmacopoeia

Выявление ДНК B19 в образцах 
плазмы

Detection of B19 DNA in plasma samples

Выявление ДНК B19 в образцах плазмы с 
добавлением МСО ДНК В19 в концентрации
Detection of B19 DNA in plasma samples spiked 

with B19 RNA IS at a concentration of

Выявление ДНК B19 в МСО ДНК 
В19 в концентрации

Detection of B19 DNA in B19 RNA IS at 
a concentration of

Номер образца 
плазмы

Plasma sample No.

Результат 
ПЦР

PCR result

МЕ/мл
IU/mL

Результат ПЦР
PCR result

МЕ/мл
IU/mL

Результат ПЦР
PCR result

6 – – –
10000 + + +

10000 + + +
1000 + + +

7 – – –
10000 + + +

1000 + + +
1000 + + +

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

Примечание. Представлены результаты проведения ПЦР в трех повторностях. «+» — положительный результат ПЦР в одном 
испытании; «–» — отрицательный результат ПЦР в одном испытании. МСО — международный стандартный образец.
Note. The table presents the results of PCR tests in three replicates. +, positive PCR result in one replicate; –, negative PCR result 
in one replicate. IS, International Standard.
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102 и 103 МЕ/мл), что, возможно, связано с ин-
гибирующими свойствами плазмы. Полученные 
результаты свидетельствуют о целесообразно-
сти использования контрольных образцов, оха-
рактеризованных в международных единицах 
(МЕ/мл), при оценке вирусной безопасности.

Заключение
При применении метода ПЦР для оценки 

индивидуальных единиц субстанции «Плазма 

человека для фракционирования», предназна-
ченной для производства препаратов крови, 
по показателю качества «Вирусная безопас-
ность» целесообразно использование контроль-
ных образцов, охарактеризованных в между-
народных единицах МЕ/мл. Для установления 
критериев пригодности системы с их примене-
нием необходимо продолжение исследований 
и разработка соответствующих фармакопейных 
стандартных образцов.
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