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РЕЗЮМЕ ВВЕДЕНИЕ. При разработке и производстве инактивированных вакцин важными критери-
ями безопасности и качества препарата являются полнота инактивации вируса и подлин-
ность вакцинного штамма. Для осуществления контроля качества инактивированных 
вакцин наиболее перспективным представляется использование молекулярно-биологи-
ческих методов, отличающихся быстротой получения результата, а также высокими пока-
зателями чувствительности и специфичности.
ЦЕЛЬ. Разработка методов количественной полимеразной цепной реакции с детекцией 
в режиме реального времени (кПЦР-РВ) и интегрированной с культуральным методом 
кПЦР-РВ (ИКМ-кПЦР-РВ) для оценки полноты инактивации вируса Чикунгунья (ЧИКВ), 
а также метода обратной транскрипции  — ПЦР с последующей оценкой полиморфиз-
ма длин рестрикционных фрагментов (ОТ-ПЦР-ПДРФ) для подтверждения подлинности 
штамма.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. В исследовании использовали РНК штаммов ЧИКВ (по 3 штамма 
каждого из четырех генотипов (Asian, ECSA, ECSA-IOL, WAF), которые были предваритель-
но определены секвенированием), штамм ЧИКВ Nika21 (генотип ECSA), инактивированный  
β-пропиолактоном штамм Nika21, сорбированный на гидроокиси алюминия антиген Nika21.	
Применяли методы кПЦР-РВ, ИКМ-кПЦР-РВ, ОТ-ПЦР-ПДРФ, реакцию нейтрализации.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Определен фрагмент гена белка nsP1 длиной 218 п.о. между позици-
ями 789 и 1006, который содержит сайты узнавания эндонуклеаз рестрикции, наличие 
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или отсутствие которых составляют различные комбинации и специфичны для каждого 
из 4 генотипов ЧИКВ. Подобраны праймеры, позволяющие амплифицировать выбран-
ный участок гена, отработаны условия проведения ОТ-ПЦР-РВ и ОТ-ПЦР-ПДРФ. Проде-
монстрирована возможность использования метода ИКМ-кПЦР-РВ для подтверждения 
полноты инактивации вируса. Показана возможность применения метода ОТ-ПЦР-ПДРФ 
для установления подлинности вакцинного штамма.
ВЫВОДЫ. Продемонстрированы преимущества применения метода ИКМ-кПЦР-РВ 
для оценки полноты инактивации антигена вакцинного штамма и метода ОТ-ПЦР-ПДРФ 
для подтверждения подлинности вакцинного штамма вируса. Данные методы являются 
более чувствительными и быстрыми относительно традиционных культуральных мето-
дов и могут быть использованы на всех этапах технологического процесса производства 
инактивированных вакцин.

Ключевые слова:  полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией; метод полиморфизма длин 
рестрикционных фрагментов; интегрированная с культуральным методом количественная 
ПЦР; вирус Чикунгунья
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ABSTRACT INTRODUCTION. The completeness of virus inactivation and the identity of the vaccine strain 
are essential parameters for the safety and quality of inactivated virus vaccines, which should 
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be controlled during vaccine development and production. Currently, the most promising 
quality control methods for inactivated virus vaccines are molecular genetic methods, which 
provide rapid results with high sensitivity and specificity.
AIM. The aim of this study was the development of a real-time quantitative polymerase chain 
reaction (qPCR) method and an integrated cell culture real-time quantitative polymerase chain 
reaction (ICC-qPCR) method to assess the completeness of virus inactivation, as well as a re-
verse-transcription polymerase chain reaction assay coupled with restriction fragment length 
polymorphism analysis (RT-PCR-RFLP) to confirm the identity of the vaccine virus strain.
MATERIALS AND METHODS. This study used RNA of CHIKV genotypes (three strains of each of 
the four CHIKV genotypes, including Asian, West African (WAf), and East/Central/South African 
(ECSA) genotypes, and the Indian Ocean Lineage of the ECSA genotype (ECSA-IOL), which were 
identified by sequencing prior to analysis). Additionally, the study used the Nika21 CHIKV strain 
(ECSA genotype), the Nika21 CHIKV strain inactivated with β-propiolactone, and the Nika21 
CHIKV strain antigen adsorbed on aluminium hydroxide. The methods used included real-time 
qPCR, RT-PCR-RFLP, and virus neutralisation.
RESULTS. The study identified a 218 bp fragment of the nsP1 gene (positions 789 to 1006) with 
restriction endonuclease recognition sites. These sites were present or absent in combinations 
specific to each of the four CHIKV genotypes. The authors selected primers for amplification of 
the specified gene region and tested the conditions for real-time qPCR and RT-PCR-RFLP. The 
study demonstrated the possibility of using the ICC-qPCR method to confirm the completeness 
of virus inactivation and the RT-PCR-RFLP method to identify the vaccine strain.
CONCLUSIONS. The study showed the advantages of using the ICC-qPCR method to confirm 
the completeness of antigen inactivation and the RT-PCR-RFLP method to identify the vaccine 
strain. These methods are more sensitive and faster than traditional culture methods. ICC-qPCR 
and RT-PCR-RFLP can be used at any stage of the production process for inactivated vaccines.

Keywords:  reverse transcription polymerase chain reaction; restriction fragment length polymorphism 
method; integrated cell culture quantitative PCR; Chikungunya virus
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ВВЕДЕНИЕ
При разработке и производстве инакти-

вированных вакцин важными критериями 
безопас ности и качества препарата являются 
полнота инактивации вируса и подлинность 
вакцинного штамма. В соответствии с требова-
ниями Государственной фармакопеи Российской 
Федерации (ГФ РФ)1 (ОФС.1.7.1.0004.15) произ-
водителям инактивированных вакцин необхо-
димо контролировать «специфическую безопас-
ность», что подразумевает необходимость 

оценить «методами in vivo и/или in vitro полноту 
инактивации». С этой целью для различных вак-
цин применяют разные подходы: так, например, 
для вакцины лептоспирозной концентрирован-
ной инактивированной (ФС.3.3.1.0014.152) ис-
пользуют чувствительных лабораторных живот-
ных; для вакцины гриппозной инактивированной 
(ФС.3.3.1.0028.203) и вакцины оспенной инакти-
вированной (ФС.3.3.1.0034.154)  — куриные эм-
брионы; для вакцины антирабической инактиви-
рованной (ФС.3.3.1.0025.155)  — чувствительные 

1 ОФС.1.7.1.0004.15 Вакцины и анатоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
2 ФС.3.3.1.0014.15 Вакцина лептоспирозная концентрированная инактивированная жидкая, суспензия для подкожного 

введения. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.
3 ФС.3.3.1.0028.20 Вакцина гриппозная инактивированная. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 

(введена приказом Министерства Здравоохранения Российской Федерации № 751 от 28.07.2200).
4 ФС.3.3.1.0034.15 Вакцина оспенная инактивированная. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 

Т. 4; 2018.
5 ФС.3.3.1.0025.15 Вакцина антирабическая культуральная концентрированная очищенная инактивированная. Государ-

ственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.
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культуры клеток. Методы in vivo, то есть с при-
менением лабораторных животных, являются 
достаточно трудоемкими и затратными по вре-
мени. К недостаткам метода in vitro с исполь-
зованием монослоя культуры чувствительных 
клеток можно отнести определенную степень 
субъективности из-за отсутствия практического 
стандарта для оценки данных, а также возмож-
ность получения сомнительных/неоднознач-
ных результатов из-за неспецифических про-
цессов деградации монослоя культуры клеток. 
В последнее десятилетие для контроля качества 
вакцин все чаще применяется метод количе-
ственной полимеразной цепной реакции (кПЦР) 
благодаря его специфичности, чувствительно-
сти и быстроты. Однако данный метод не поз-
воляет различать инфекционные и неинфек-
ционные вирусы, что делает невозможным его 
прямое использование для исследования пол-
ноты инактивации вируса. В работах B.L. Correia 
Moreira с соавт. [1, 2] была предложена комбина-
ция кПЦР в реальном времени с методом культи-
вирования на чувствительных линиях клеток 
для контроля качества вакцин для профилак-
тики бешенства, в том числе ветеринарных. 
Описанный подход также применялся в случае 
вакцин для профилактики гепатита А [3] и ин-
фекции, вызванной SARS-CoV-2 [4]. Данная ком-
бинация как единый метод уже используется 
для оценки эффективности химических и физи-
ческих способов инактивации патогенных виру-
сов в окружающей среде, например для таких, 
как ротавирус, реовирус, энтеровирус, вирус 
Эбола и вирус полиомиелита [5–11]. Этот метод 
получил название «интегрированная с культу-
ральным методом кПЦР в режиме реального 
времени» (ИКМ-кПЦР-РВ, integrated cell culture 
quantitative polymerase chain reaction, ICC–qPCR).

Для подтверждения подлинности произ-
водственного штамма вируса в препаратах инак-
тивированных вакцин чаще всего используются 
чувствительные лабораторные животные. Так, 
в соответствии с требованиями ГФ РФ метод 
in  vivo рекомендован для вакцины клещевого 
энцефалита (ФС.3.3.1.0031.15)6. Для вакцины 
оспенной инактивированной применяется метод 
in vitro —	реакция нейтрализации с использова-
нием вакцинного штамма и сыворотки иммунных 
животных (ФС.3.3.1.0034.15)7. Однако следует 

отметить, что эти методы могут подтвердить ис-
ключительно принадлежность производствен-
ного штамма вируса к определенному семейству 
и роду, а не к какому-то конкретному штамму 
[12, 13]. Более того, эти методы являются достаточ-
но трудоемкими. Молекулярно-биологические 
методы, в частности метод ПЦР с обратной 
транскрипцией с последующей оценкой поли-
морфизма длин рестрикционных фрагментов 
(ОТ-ПЦР-ПДРФ), могут стать существенным до-
полнением, а на определенном этапе полностью 
заменить биологический метод подтверждения 
подлинности производственного штамма ви-
руса. Метод ОТ-ПЦР-ПДРФ разработан и реко-
мендуется для дифференциальной диагностики 
вакцинного штамма от «диких» для ряда пре-
паратов, таких как вакцина для профилактики 
ветряной оспы [14], паротита [15], краснухи [12] 
и бешенства [16].

Указанные методы контроля полноты инакти-
вации вируса и подлинности вакцинного штам-
ма могут быть применены при разработке новых 
инактивированных вирусных вакцин, в частно-
сти для профилактики лихорадки, вызываемой 
вирусом Чикунгунья (ЧИКВ). В настоящее время 
инактивированные вакцины для профилактики 
ЧИКВ разрабатываются с использованием фор-
малина или β-пропиолактона [17–20], и одна 
из них находится на II/III фазе клинических ис-
следований8. Актуальность разработки подтвер-
ждает тот факт, что Управление по контролю 
за качеством продуктов питания и лекарствен-
ных средств США (Food and Drug Administration, 
FDA) и Европейское агентство по лекарствен-
ным средствам (European Medicines Agency, EMA) 
предоставили нескольким кандидатным вакци-
нам для профилактики заболевания, вызванно-
го ЧИКВ, статус ускоренного и приоритетного 
рассмотрения (Fast Track, Priority Review)9.

Цель работы — разработка методов кПЦР-РВ 
и ИКМ-кПЦР-РВ для оценки полноты инактива-
ции ЧИКВ, а также ОТ-ПЦР-ПДРФ для подтвер-
ждения подлинности штамма.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы

Вирусы. Для проведения исследования ис-
пользовали РНК вирусов, относящихся к се-
мействам Alphaviridae,	 Flaviviridaе,	 Bunyaviridae.	

6 ФС.3.3.1.0031.15 Вакцина клещевого энцефалита культуральная очищенная концентрированная инактивированная жид-
кая сорбированная или сухая в комплекте с растворителем алюминия гидроксида. Государственная фармакопея Россий-
ской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.

7 ФС.3.3.1.0034.15 Вакцина оспенная инактивированная. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 4; 2018.

8 https://clinicaltrials.gov/study/NCT04566484
9 Code of Federal Regulations. Title 21. Section 601.91. Approval based on evidence of effectiveness from studies in animals. 

Washington DC: FDA; 2020. 
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Вирусы семейства Alphaviridae: ЧИКВ (по 3 штам-
ма каждого из четырех генотипов, которые были 
предварительно определены секвенированием: 
Asian, ECSA, ECSA-IOL, WAF), вирус венесуэльско-
го энцефаломиелита лошадей (ВЭЛ) (2 штамма), 
вирус Синдбис (2 штамма); вирусы семейства 
Flaviviridae  —	 вирус желтой лихорадки (штамм 
17D), вирусы денге (1 тип — штамм Hawaii, 2 тип — 
New Guinea C (NGC), 3 тип — H-87, 4 тип — H241), 
вирус японского энцефалита, вирус клещевого 
энцефалита (штамм Софьин) и вирус Западного 
Нила (каждого — по одному штамму); вирусы се-
мейства Bunyaviridae —	один штамм вируса Конго-
Крымской геморрагической лихорадки. Вирусы 
были использованы для получения образцов 
РНК, которые применялись для подтверждения 
специфичности метода. Все указанные штаммы 
были получены из коллекций микроорганизмов 
следующих учреждений: ГУ «Республиканский 
научно-практический центр эпидемиологии 
и микробиологии» Республики Беларусь, ФГБНУ 
«Научно-исследовательский институт вак-
цин и сывороток им. И.И. Мечникова» (Россия) 
и филиала ФГУП «Санкт-Петербургский научно- 
исследовательский институт вакцин и сыворо-
ток и предприятие по производству бактерий-
ных препаратов» ФМБА России (Никарагуа).

Для изучения полноты инактивации ис-
пользовали штамм Nika21 (генотип ECSA). 
Нуклеотидная последовательность штамма 
Nika21 представлена в GenBank (OQ32049510).

Все работы проводили с соблюдением дей-
ствующих санитарных норм и правил.

РНК из образцов выделяли с использова-
нием набора реагентов «АмплиСенс® Магно-
Сорб» (ФБУН «Центральный научно-иссле-
довательский институт эпидемиологии» Рос - 
потребнадзора) согласно инструкции произво-
дителя. Экстракцию РНК осуществляли в 50 мкл 
элюирующего раствора и хранили при минус 
70 °С до дальнейшего использования.

Образцы сывороток. Использовали образцы 
сывороток крови людей, полученные в ходе 
клинических испытаний в Никарагуа, как описа-
но ранее [21], а также образцы сывороток лиц, 
привитых вакциной ВЭЛ, как описано ранее [22]. 
Предварительно скрининг образцов сыворо-
ток на наличие/отсутствие антител проводили 
методом иммуноферментного анализа (ИФА) 
с использованием доступных коммерческих 
наборов в соответствии с инструкциями произ-
водителей: наборы реагентов для определения 
антител (АТ) класса IgG к вирусу Чикунгунья 
и вирусу Синдбис  — «БиоСкрин-Чикунгунья 

(IgG)» и «БиоСкрин-Синдбис (IgG)» (АО БТК 
«Биосервис», Россия); наборы реагентов 
для определения АТ класса IgG к вирусу денге 
и вирусу Зика — «Anti-Dengue Virus ELISA (IgG)» 
и «Anti-Zika Virus ELISA (IgG)» (Euroimmun AG, 
Германия); набор реагентов для определе-
ния АТ класса IgG к вирусу желтой лихорадки 
«Qualitative Human Yellow Fever Virus Antibody 
IgG (YFV-IgG) ELISA Kit» (MyBioSource Inc., США).

Для экспериментов были отобраны следую-
щие образцы сывороток:

 – 5 образцов сывороток от лиц, переболевших 
лихорадкой Чикунгунья, содержащих только 
антитела к ЧИКВ (группа «ЧИКВ»);

 – 5 образцов сывороток от лиц, проживающих 
в странах Латинской Америки, содержащих 
только антитела к вирусу Синдбис (группа 
«Синдбис»);

 – 5 образцов сывороток от лиц, привитых вак-
циной ВЭЛ, имеющих антитела только к виру-
су ВЭЛ и не выезжавших в страны Латинской 
Америки или Юго-Восточной Азии (группа 
«ВЭЛ»);

 – 5 образцов сывороток, не содержащих анти-
тела к ЧИКВ, ВЭЛ и вирусу Синдбис, от лиц, 
не выезжавших в страны Латинской Америки 
или Юго-Восточной Азии. Данные образцы 
были использованы в качестве контрольных 
(группа «Контроль»).

Методы
Культивирование вируса. Вирус ЧИКВ (штамм 

Nika21, генотип ECSA) культивировали на клет-
ках линии Vero с использованием дозы, со-
ответствующей множественности заражения 
(multiplicity of infection, MOI), равной 0,00001, 
как описано ранее [23]. В качестве пита-
тельной среды применяли среду Игла МЕМ 
(ФГАНУ «Федеральный научный центр иссле-
дований и разработки иммунобиологических 
препаратов им. М.П.  Чумакова РАН», Россия) 
с 2% эмбриональной телячьей сывороткой (ЭТС) 
(ООО «БиолоТ», Россия).

Титрование вируса проводили на клетках ли-
нии Vero, как описано ранее [23]. Результат тит-
рования учитывали по выраженному цитопати-
ческому действию и рассчитывали показатель 
тканевой цитопатической дозы, вызывающей 
гибель 50% клеток (ТЦД50), по методу Кербера 
в модификации Ашмарина и выражали его 
в lg ТЦД50/мл [23].

Инактивация вируса. Штамм ЧИКВ Nika21 
был инактивирован β-пропиолактоном (при 
объемном соотношении β-пропиолактон: 

10 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ320495

http://bioservice.ru/eia_arboviruses.html
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вируссодержащая культуральная жидкость, рав-
ном 1:1000). Инактивацию проводили в течение 
48 ч при температуре 4 °С [24]. Через 48 ч обра-
ботанная β-пропиолактоном вируссодержащая 
культуральная жидкость в течение 2 ч выдержи-
валась при температуре 37 °С.

Сорбцию инактивированного ЧИКВ на гид-
роокись алюминия проводили, как описано ра-
нее [24]. Десорбцию осуществляли как описано 
ранее [25].

Образцы для исследований. Для оценки метода 
ОТ-ПЦР-ПДРФ при подтверждении подлинности 
штамма вируса и метода ИКМ-кПЦР-РВ для ана-
лиза полноты инактивации штамма ЧИКВ Nika21 
отбирали образцы вируссодержащей жидкости 
до и после инактивации, а также до и после 
сорбции на гидроокись алюминия (табл.	1).

Полимеразная цепная реакция с обратной 
транскрипцией

Обратная транскрипция (ОТ). Для получения 
кДНК проводили реакцию ОТ с использованием 
праймера pNS1CHVrev2-3 и набора реагентов 
для обратной транскрипции («Синтол», Россия) 
на матрице вирусной РНК. На первом этапе 
в отдельные пробирки, содержащие по 2 мкл 
обратного праймера pNS1CHVrev2-3 в концен-
трации 3 пмоль/мкл, добавляли по 3 мкл выде-
ленной РНК, а затем прогревали смеси в тече-
ние 5 мин при 95 °С. Далее пробирки охлаждали 
до комнатной температуры и добавляли 
в каждую по 10  мкл смеси для ОТ, состоящей 
из 2,5-кратного буфера для ОТ («Синтол», Россия) 
и 25 ед. MMLV-ревертазы («Синтол», Россия). 
Смесь инкубировали при 42 °С в течение 30 мин. 

Таблица 1. Описание образцов и методы их исследования
Table 1. Description of samples and testing methods

Номер 
образца
Sample 
number

Наименование образца
Sample name

Метод для подтверждения 
подлинности штамма ЧИКВ Nika21

Nika21 CHIKV strain identification 
method

Метод для оценки полноты 
инактивации вируса

Virus inactivation assessment 
method

1 Вируссодержащая культуральная жидкость 
до инактивации β-пропиолактоном
Virus-containing	culture	fluid	before	
β-propiolactone	inactivation

ОТ-ПЦР-ПДРФ
RT-PCR-RFLP

ИКМ-кПЦР-РВ  
(в качестве 
положительного контроля)
ICC-qPCR
(positive	control)

2 Вируссодержащая культуральная жидкость 
после инактивации β-пропиолактоном
Virus-containing	culture	fluid	after	
β-propiolactone	inactivation

ОТ-ПЦР-ПДРФ
RT-PCR-RFLP

ИКМ-кПЦР-РВ
ICC-qPCR

3 Вируссодержащая культуральная жидкость 
после первого пассажа образца № 2 
на клетках Vero
Virus-containing	culture	fluid	after	Passage	1	of	
Sample	2	in	Vero	cells

ОТ-ПЦР-ПДРФ
RT-PCR-RFLP

ИКМ-кПЦР-РВ
ICC-qPCR

4 Вируссодержащая культуральная жидкость 
после второго пассажа образца № 2 
на клетках Vero
Virus-containing	culture	fluid	after	Passage	2	of	
Sample	2	in	Vero	cells

ОТ-ПЦР-ПДРФ
RT-PCR-RFLP

ИКМ-кПЦР-РВ
ICC-qPCR

5 Супернатант (надосадочная жидкость) 
после десорбции инактивированного ЧИКВ
Supernatant	after	inactivated	CHIKV	desorption

ОТ-ПЦР-ПДРФ
RT-PCR-RFLP

ИКМ-кПЦР-РВ
ICC-qPCR

6 Десорбированный инактивированный 
ЧИКВ
Desorbed inactivated CHIKV

ОТ-ПЦР-ПДРФ
RT-PCR-RFLP

ИКМ-кПЦР-РВ
ICC-qPCR

7 Суспензия клеток Vero
Vero	cell	suspension

– ИКМ-кПЦР-РВ  
(в качестве отрицательного 
контроля)
ICC-qPCR
(negative	control)

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

Примечание.	ЧИКВ  — вирус Чикунгунья; ОТ-ПЦР-ПДРФ  — метод полимеразной цепной реакции (ПЦР) с обратной транс-
крипцией с последующей оценкой полиморфизма длин рестрикционных фрагментов; ИКМ-кПЦР-РВ — интегрированная с 
культуральным методом количественная ПЦР в режиме реального времени.
Note.	CHIKV, Chikungunya virus; RT-PCR-RFLP, reverse-transcription polymerase chain reaction assay coupled with restriction frag-
ment length polymorphism analysis; ICC-qPCR, integrated cell culture real-time quantitative polymerase chain reaction.
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Для инактивации ревертазы после инкубации 
смесь прогревали в течение 5 мин при 95 °С.

Контрольная плазмида. При проведении 
ПЦР в качестве калибратора и положительно-
го контроля использовали плазмидную ДНК, 
содержащую последовательность гена белка 
nsP1 ЧИКВ (D-1621, АО БТК «Биосервис», Россия).

Полимеразная цепная реакция. ПЦР на кДНК, 
полученной после ОТ, проводили в объеме 
25  мкл с использованием оригинальных прай-
меров и зондов для выявления гена белка 
nsP1 ЧИКВ. Для подбора праймеров осуще-
ствляли множественное выравнивание нуклео-
тидных последовательностей 40 полноразмер-
ных геномов ЧИКВ, представленных в GenBank11 
и включающих все четыре генотипа, с помощью 
программы AlignX (Vector NTI 11.0, Invitrogen, 
США). Неструктурные белки ЧИКВ, как и дру-
гих альфа-вирусов, кодируются в 5'-области 
генома вирусной РНК с положительной цепью 
и транслируются непосредственно после попа-
дания РНК в цитоплазму. Из всех генов nsP1 от-
вечает за кэпирование геномной и субгеном-
ной РНК ЧИКВ и удерживает репликативные 
комплексы на цитоплазматической поверхно-
сти мембраны клетки. Следовательно, можно 
предположить, что активность гена данного 
белка определяет скорость размножения и ин-
фекционность ЧИКВ [26]. По результатам ана-
лиза к консервативным областям гена белка 
nsP1 вируса ЧИКВ были подобраны праймеры 
и зонд. Последовательности и характеристики 
подобранных олигонуклеотидов представлены 
в таблице	2	(опубликована на сайте журнала12).

ПЦР-смесь состояла из 10 мкл 2,5-кратной ре-
акционной смеси («Синтол», Россия), по 3 пмоль 
каждого праймера, 2,5 пмоль флуоресцентно-
меченного зонда и 5 мкл кДНК или ДНК калибра-
тора. Реакцию проводили с использованием ам-
плификатора ДТпрайм 5М1 («ДНК-Технология», 
Россия) по следующей программе: 1 цикл  — 
95 °С — 90 с; 40 циклов — 95 °С — 15 с, 55 °С — 
30 c; хранение  — 10  °С. Расчетная длина фраг-
мента 218 п.о.

Анализ полиморфизма длин рестрикционных 
фрагментов (ПДРФ). Выбирая участок гена бел-
ка nsP1 ЧИКВ, руководствовались критерием 
наличия сайтов рестрикции внутри получаемого 
ПЦР-продукта. Также учитывали, что фрагмен-
ты, образующиеся при гидролизе ПЦР-продукта 
рестриктазой, должны иметь значительно отли-
чающиеся друг от друга размеры. В выбранном 

фрагменте гена белка nsP1 имелись несколько 
сайтов рестрикции, характерных для каждого 
отдельного генотипа ЧИКВ (табл.	3,	опубликова-
на на сайте журнала13).

У штаммов ЧИКВ генотипов ECSA и ECSA-IOL 
имеется сайт рестрикции DraI, расщепление, 
по которому дает 2 фрагмента с размерами 
133 и 85 п.о. Генотипы Asian и WAF такого сайта 
не имеют, что позволяет дифференцировать 
штаммы ECSA и ECSA-IOL от других генотипов 
ЧИКВ. У штаммов ЧИКВ генотипа WAF по сайту 
рестрикции HindIII образуются два фрагмен-
та 45 и 173 п.о., а по сайту SmaI — 169 и 49 п.о. 
Для штаммов ЧИКВ генотипа Asian по сайту 
рестрикции HindIII образуются два фрагмента 
с размерами 125 и 93 п.о. Таким образом, штам-
мы ЧИКВ генотипа WAF можно дифференци-
ровать путем проведения ПДРФ с использова-
нием эндонуклеазы рестрикции SmaI и HindIII, 
а штаммы ЧИКВ генотипа Asian  — с помощью 
эндонуклеазы рестрикции HindIII.

Для рестрикционного анализа использо-
вали эндонуклеазу рестрикции DraI (ООО 
«СибЭнзайм», Россия). К 25 мкл смеси ПЦР после 
амплификации добавляли 5 мкл буфера для ре-
стрикции ROSE (кат. № B021, ООО «СибЭнзайм», 
Россия) и 20 мкл воды, затем делили на две 
аликвоты по 25 мкл и к одной из них добавляли 
20 ед. эндонуклеазы рестрикции. После инку-
бации пробы в течение 1 ч при 37 °С продукты 
гидролиза разделяли с помощью электрофореза 
в 2% агарозном геле с добавлением бромистого 
этидия и визуализировали в трансиллюминато-
ре в ультрафиолетовом свете.

Количественная ПЦР с обратной транс-
крипцией (ОТ-кПЦР). Содержание РНК ЧИКВ 
оценивали c использованием метода ПЦР 
в режиме реального времени по показателю 
порогового цикла флуоресценции (Ct). Расчет 
пороговых циклов проводили с использовани-
ем программного обеспечения к амплифика-
тору ДТпрайм 5М1 («ДНК-Технология», Россия). 
Для определения количества копий геном- 
эквивалентов (ГЭ) был использован калибратор, 
представляющий собой контрольную плазмиду 
с известной концентрацией, в полилинкере ко-
торой была клонирована последовательность 
nsP1 ЧИКВ. Расчетная концентрация ГЭ плазми-
ды составила 10,48×1013 ГЭ/мл. Данную плазми-
ду использовали для получения калибровочных 
образцов путем 10-кратных разведений, начи-
ная с концентрации 1010 ГЭ/мл до 10 ГЭ/мл.

11 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
12 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2024-24-3-279-293-table2
13 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2024-24-3-279-293-table3
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Интегрированная с культуральным методом 
количественная ПЦР в режиме реального време-
ни (ИКМ-кПЦР-РВ). Метод состоял из двух частей. 
Сначала в культуре клеток Vero проводили два 
последовательных пассажа ЧИКВ с минималь-
ной MOI, подобранной ранее. Использовали 
культуральные флаконы с площадью поверх-
ности 25 см2 со сформировавшимся монослоем 
клеток Vero (в трех повторах). Для адсорбции 
вируса на клетках флаконы переносили в тер-
мостат с температурой 37 °С и 5% СО2 на 1 ч, за-
тем во флаконы добавляли питательную среду 
Игла МЕМ с 2% ЭТС в объеме 4 мл. Далее фла-
коны продолжали инкубировать в термостате 
при 37 °С и 5% СО2. Наблюдение за клеточным 
монослоем проводили ежедневно с помощью 
микроскопа для оценки появления видимых 
морфологических изменений в структуре мо-
нослоя. На 5 сут все флаконы замораживали 
при минус 70  °С, после чего размораживали 
при комнатной температуре и собирали лизат 
для проведения второй части методики — кПЦР.

Реакцию нейтрализации (РН) проводили 
для определения вируснейтрализующих АТ 
по ранее описанной методике [24] с примене-
нием 96-луночных планшетов с использовани-
ем культуры клеток Vero и штаммов ЧИКВ, ВЭЛ 
и Синдбис. Для дальнейшей статистической обра-
ботки полученные результаты реакции выражали 
в виде значений логарифмов по основанию 2.

Статистический анализ данных проводили 
с использованием стандартного пакета программ 
Microsoft Office Excel 2016. Данные представля-
ли в виде среднего значения (М) и стандартного 
отклонения среднего (SD). Достоверность раз-
личий сравниваемых величин оценивали с по-
мощью непарного t-критерия Стьюдента с «дву-
мя хвостами» распределения (t-test). Различия 
считали статистически достоверными при уров-
не значимости р<0,05. Корреляцию между пока-
зателями оценивали по Спирмену.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ полноты инактивации вируса Чикунгунья 
по показателю титра вируса в культуре клеток 
линии Vero и по значениям пороговых циклов в кПЦР

Специфичность кПЦР. Для определения спе-
цифичности метода проводили кПЦР с подо-
бранными праймерами и зондом к гену белка 
nsP1 ЧИКВ и РНК штаммов вирусов семейств 
Flaviviridaе, Bunyaviridae и Alphaviridae, как описа-
но в разделе «Материалы и методы». При исполь-
зовании выбранных праймеров в кПЦР со штам-
мами вирусов семейств Flaviviridaе и Bunyaviridae 

амплификация не происходила, рост флуорес-
центного сигнала не регистрировался, так же 
как и для образца клеток Vero. Для представи-
телей семейства Alphaviridae  — штаммов виру-
сов Синдбис и ВЭЛ  — увеличения флуоресцен-
ции в ходе кПЦР также не регистрировалось. 
Напротив, при использовании РНК штаммов 
ЧИКВ, относящихся к разным генотипам, наблю-
дался рост флуоресцентного сигнала с регистра-
цией значений порогового цикла Ct≤36 в зависи-
мости от титра вируса. При электрофоретическом 
анализе реакционной смеси после ОТ-ПЦР-РВ 
наблюдали наличие ампликонов, длина которых 
соответствовала расчетным для ЧИКВ — 218 п.о. 
Данные результаты подтверждают специфич-
ность выбранных праймеров в отношении всех 
существующих генотипов ЧИКВ.

Чувствительность кПЦР. Раствор контроль-
ной плазмиды c расчетной концентрацией 
10,48×1013 ГЭ/мл использовали как стандарт, 
который разводили с 10-кратным шагом на-
чиная с концентрации 1010 ГЭ/мл до 10 ГЭ/мл. 
Известные концентрации данного стандарта со-
ответствовали определенным значениям поро-
гового цикла Ct. Введение этого типа контроля 
позволило построить калибровочный график, 
представленный на рисунке	 1	 (опубликован 
на сайте журнала14).

Полученный калибровочный график позволя-
ет определить концентрацию ГЭ/мл по значени-
ям полученных пороговых циклов (Ct). Однако 
детекция (Ct более 36) наблюдается и при более 
низких концентрациях ДНК (менее 104 ГЭ/мл), 
что свидетельствует о наличии ДНК в концен-
трации менее 50 молекул/25 мкл.

Оценка корреляционной зависимости между 
значением пороговых циклов РНК кПЦР и тит-
ром вируса Чикунгунья в культуре клеток Vero. 
Для анализа корреляции между значениями 
проводили исследование в динамике. На осно-
вании ранее опубликованных данных была 
выбрана доза ЧИКВ, которая вызывала полное 
разрушение монослоя клеток Vero в течение 
72 ч — 0,00001 MOI на клетку [29]. В ходе иссле-
дования проводили заражение вирусом ЧИКВ 
монослоя клеток Vero и дальнейший отбор об-
разов культуральной вируссодержащей жидко-
сти через 2, 4, 8, 12, 24, 32, 36 и 48 ч, в кото-
рых определяли содержание ЧИКВ титрованием 
на линии клеток Vero и количества РНК ЧИКВ 
методом кПЦР.

Через 12 ч после заражения было отмечено 
появление признаков цитопатического дей-
ствия ЧИКВ. Далее через 24 ч регистрировали 

14 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2024-24-3-279-293-fig1
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нарушение клеточного монослоя до 25%, 
через 36 ч — до 50%, а через 48 ч монослой был 
разрушен более чем на 75%, в связи с чем даль-
нейшие наблюдения не проводились. Результаты 
определения титра ЧИКВ на линии клеток Vero 
и количества РНК ЧИКВ методом кПЦР пред-
ставлены в таблице	4.

Инфекционный титр ЧИКВ в культуральной 
жидкости (табл.	4) достоверно увеличивался по-
сле 12 ч и достиг максимума через 32 ч с сохра-
нением на данном уровне до конца периода на-
блюдений. Отсутствие увеличения титра вируса 
после 32 ч может быть объяснено разрушением 
клеток Vero, то есть уменьшением субстрата 
для размножения ЧИКВ. Динамика показателя 
Ct имела сходную тенденцию — после 12 ч зна-
чения Сt уменьшились, что свидетельствовало 
об увеличении количества РНК ЧИКВ в исследу-
емых образцах.

Между значениями Ct, полученными мето-
дом кПЦР, и титром ЧИКВ в культуре клеток 
Vero установлена прямая сильная корреляция 
(r=0,987). Между значениями логарифма кон-
центрации РНК, выраженной в ГЭ/мл, и титром 
ЧИКВ в культуре клеток Vero выявлена прямая 
сильная корреляционная зависимость (r=0,991). 
Таким образом, метод кПЦР позволяет получать 
достоверную информацию о количестве РНК 

ЧИКВ, которое положительно и сильно коррели-
рует с титром ЧИКВ в культуре клеток.

Сравнение результатов анализа полноты 
инактивации вируса Чикунгунья в культуре 
клеток Vero и кПЦР. Для оценки чувствитель-
ности обоих методов проводили заражение 
монослоя клеток Vero разными дозами вируса 
ЧИКВ. Множественность заражения составля-
ла: MOI1  — 1:106 клеток; MOI2  — 1:107 клеток; 
MOI3  — 1:108 клеток. При заражении в дозах 
MOI1 и MOI2 через 48 ч отмечено нарушение мо-
нослоя >75% и наблюдение было остановлено 
(конец срока наблюдения). Собранные в конце 
этого срока образцы вируссодержащей культу-
ральной жидкости использовали для определе-
ния титра ЧИКВ в культуре клеток и количества 
РНК ЧИКВ методом кПЦР. В результате были 
получены данные, представленные в таблице	5. 
При отсутствии очевидной разницы при оцен-
ке цитопатического эффекта ad oculus титрова-
ние ЧИКВ в культуре клеток Vero выявило до-
стоверную разницу между содержанием ЧИКВ 
при заражении клеточного монослоя в дозах 
MOI1 и MOI2 (р<0,05). При использовании дозы 
MOI3 в двух последовательных пассажах в тече-
нии 5 сут цитопатического эффекта в моно-
слое клеток Vero не отмечали, и наблюдение 
было остановлено (конец срока наблюдения). 

Таблица 4. Динамика изменения количества РНК вируса Чикунгунья (ЧИКВ), определяемого методом ОТ-кПЦР, и титра ви-
руса, регистрируемого после заражения монослоя клеток линии Vero
Тable 4. Time course of changes in the amount of Chikungunya virus (CHIKV) RNA determined by RT-qPCR and the CHIKV titre 
determined in a monolayer of Vero cells after infection

Время, ч
Time, h

Результат ОТ-кПЦР ЧИКВ
CHIKV RT-qPCR results Титр ЧИКВ, lg TЦД50/мл

CHIKV titre, lоg10 TCID50/mLПороговый цикл флуоресценции, Сt
Fluorescence threshold cycle, Ct

Количество РНК, lg [ГЭ/мл]
Quantity of RNA, log10 [GE/mL]

0* 28,5±0,306 3,774±0,100 3,300±0,069

2 35,3±0,862 1,743±0,252 0,750±0,012

4 35,4±0,208 1,717±0,058 0,772±0,017

8 34,0±0,115 2,125±0,058 1,930±0,348

12 29,0±0,808# 3,626±0,252 4,156±0,089#

24 16,9±0,321# 7,174±0,058# 7,428±0,023#

32 12,9±0,153# 8,390±0,000# 8,504±0,067#

36 12,6±0,208# 8,478±0,058# 8,600±0,127#

48 11,8±0,200# 8,708±0,252# 8,350±0,144#

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

Примечание.	* — данные на 0 ч представляют собой инфекционный титр ЧИКВ (3,300±0,069 lg ТЦД50/мл), который был ис-
пользован для заражения монослоя клеток линии Vero; # — p≤0,05 относительно данных на 0 ч. ТЦД50 — тканевая цитопати-
ческая доза, вызывающая гибель 50% клеток; ГЭ — геном-эквивалент. Данные в таблице представлены в виде М±SD.
Note.	* The data at Hour 0 represent the infectious CHIKV titre (3.300±0.069 lоg10 TCID50/mL) used for infecting Vero cell monolayer 
cultures. # p≤0.05 (in comparison with the data at Hour 0). TCID50, tissue culture infective dose causing 50% cell death; GE, genome 
equivalent. Data are presented as M±SD.
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При титровании образца ЧИКВ, полученного по-
сле первого пассажа при использовании дозы 
MOI3, в первом разведении в одной из лунок 
под микроскопом отметили изменение кле-
ток без очевидного цитопатического эффекта. 
Данный результат оценили как сомнительный. 
При проведении второго пассажа нарушений 
монослоя не выявили, а при титровании образ-
ца на клетках Vero титр ЧИКВ не был определен 
и результат был расценен как отрицательный.

При сравнении соответствующих значений 
Ct в образцах, собранных после заражения кле-
точного монослоя дозами MOI1 и MOI2, разница 
также была достоверной, но более значимой 
(р<0,003), чем между соответствующими титра-
ми ЧИКВ. Данный факт позволил предположить, 
что метод кПЦР является более чувствительным. 
Падение содержания РНК ЧИКВ во 2 пассаже от-
носительно 1 пассажа при заражении монослоя 
дозой MOI3 можно объяснить разведением об-
разца. При этом разница в показателях Ct была 
статистически достоверна. При сравнении ко-
личества геном-эквивалентов (ГЭ/мл) образцов, 
собранных после заражения дозам MOI2 и MOI1, 
разница была достоверна (p<0,05). Для образца, 
полученного при дозе MOI3, количество геном-
эквивалентов в образцах 2 пассажа было досто-
верно ниже, чем в образце 1 пассажа (p<0,02). 
Таким образом, проведение двух пассажей ви-
руссодержащей культуральной жидкости с по-
следующим исследованием образцов методом 

кПЦР и их сравнением между собой позволило 
подтвердить отсутствие репликации ЧИКВ.

Далее в основном эксперименте исследо-
вали полноту инактивации ЧИКВ в образцах, 
указанных в таблице	 1. Наблюдение за моно-
слоем продолжали в течение 5 сут. Результаты 
исследования данных образцов вируссодер-
жащей культуральной жидкости представлены 
в таблице	6.

В образце вируссодержащей культуральной 
жидкости, полученном до инактивации β-про-
пиолактоном, выявлен цитопатический эффект, 
определен титр ЧИКВ, зарегистрированы по-
казатель Ct и количество геном-эквивалентов 
(табл. 6). В образцах, полученных после примене-
ния β-пропиолактона, при заражении монослоя 
клеток Vero как при первом, так и при втором 
пассаже цитопатического эффекта не выявлено. 
При этом показатель Ct увеличился, а количество 
геном-эквивалентов уменьшилось. Объяснить 
данный факт можно следующим образом. 
Инактивированный препарат в любом случае 
имеет вирусную РНК, однако при последователь-
ных пассажах происходит разведение образца, 
содержащего РНК ЧИКВ, и, соответственно, по-
роговые циклы регистрируются позже. Разница 
между показателем Ct до инактивации и после 
инактивации ЧИКВ статистически достовер-
на (p<0,0005). Количество геном-эквивалентов 
до инактивации и после инактивации также ста-
тистически достоверно уменьшается (p<0,0005).

Таблица 5. Kоличество РНК вируса Чикунгунья (ЧИКВ), определяемое методом ОТ-кПЦР, и титр ЧИКВ, регистрируемый в 
клетках линии Vero в вируссодержащих образцах после заражения монослоя клеток Vero разными дозами ЧИКВ
Table 5. Chikungunya virus (CHIKV) RNA measurements by RT-qPCR and the CHIKV titre in virus-containing samples determined 
after infection of Vero cell monolayer cultures with different doses of CHIKV 

Номер 
образца
Sample 
number

Характеристика образца (1 мл)
Sample description (1 mL)

Доза заражения#

Infectious dose#

Титр ЧИКВ,
lg ТЦД50/мл
CHIKV titre,

log10 ТCID50/mL

Результат ОТ-кПЦР ЧИКВ
CHIKV RT-qPCR results

Пороговый цикл флуоресценции, Сt
Fluorescence threshold cycle, Ct

Количество РНК, lg [ГЭ/мл]
Quantity of RNA, log10 [GE/mL]

1 MOI1 8,725±0,125 11,46±0,200 8,8±0,100

2 MOI2 7,975±0,067* 13,20±0,153** 8,3±0*

3

MOI3

1 пассаж
Passage	1

≤1 33,06±0,251 2,4±0

4 2 пассаж
Passage	2

Отсутствует
Not present

35,10±0,200*** 1,8±0,306****

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

Примечание.	MOI — множественность заражения; ТЦД50 — тканевая цитопатическая доза, вызывающая гибель 50% клеток; 
ГЭ — геном-эквивалент. # — MOI1 — 1:106 клеток; MOI2 — 1:107 клеток; MOI3 — 1:108 клеток. * — p<0,05 относительно образца 
MOI1; ** — p<0,003 относительно образца MOI1; *** — p<0,005 относительно образца MOI3 в 1 пассаже; **** — p<0,02 относи-
тельно образца MOI3 в 1 пассаже. Данные в таблице представлены в виде М±SD.
Note.	 MOI, multiplicity of infection; TCID50, tissue culture infective dose causing 50% cell death; GE, genome equivalent.  
# MOI1 = 1:106 cells, MOI2 = 1:107 cells, and MOI3 = 1:108 cells. * p<0.05 (in comparison with MOI1), ** p<0.003 (in comparison with MOI1), 
*** p<0.005 (in comparison with MOI3 at Passage 1), **** p<0.02 (in comparison with MOI3 at Passage 1). Data are presented as M±SD.
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В случае неполной инактивации β-пропи-
олактоном ЧИКВ происходило бы накопле-
ние вирусной РНК в течение 5 сут наблюдения 
за монослоем и, соответственно, флуоресцен-
ция появлялась бы раньше, при этом показатель 
Ct уменьшался, а количество геном-эквивален-
тов увеличивалось. Данных изменений в экспе-
рименте не отмечали.

Таким образом, при контроле полноты инак-
тивации в случае отрицательного или сомни-
тельного результата in vitro проведение кПЦР 
дает дополнительную информацию для под-
тверждения отсутствия инфекционного ви-
руса. Данный метод также исключает полу-
чение ложноположительных результатов, так 
как накопление РНК происходит только за счет 
инфекционного вируса. Применение метода 
ИКМ-кПЦР-РВ с проведением как минимум 
двух пассажей вируссодержащего образца 
в комбинации с кПЦР является убедительно 
информативным и специфичным, что особен-
но важно в случае неоднозначных результатов 
при использовании метода in vitro. Большинство 
исследователей отмечают, что длительность 
пассирования исследуемых образцов должна 

быть оптимальной, чтобы вирусные частицы, 
при их наличии, имели возможность достаточ-
но размножиться, чтобы тем самым повысить 
чувствительность метода [10, 27].

В качестве альтернативного традиционному 
культуральному методу данный метод предло-
жен для детекции инфекционного аденови-
руса после дезинфекции ультрафиолетовым 
облучением [28]. Безусловно, метод требует 
тщательной валидации для получения данных 
по показателям Ct, которые бы однозначно 
подтверждали отсутствие размножения вируса 
(после инактивации) в образах после пассажей 
на чувствительной линии клеток.

Подтверждение подлинности штамма вируса 
Чикунгунья Nika21 с использованием реакции 
нейтрализации и ОТ-ПЦР-ПДРФ

Реакция нейтрализации. РН рекомендована 
для подтверждения подлинности вакцинных 
штаммов. Специфичность РН оценивали на при-
мере штамма ЧИКВ Nika21 c использованием 
охарактеризованных образцов сывороток, в том 
числе специфических. Результаты проведения 
РН представлены в таблице	 7. Максимальные 

Таблица 6. Количество РНК вируса Чикунгунья (ЧИКВ), определяемого методом ОТ-кПЦР, и титр ЧИКВ, регистрируемый в клет-
ках линии Vero в образцах вируссодержащей культуральной жидкости (1 мл), собранных на разных технологических этапах
Table 6. Chikungunya virus (CHIKV) RNA measurements by RT-qPCR and CHIKV titre determined in Vero cells using virus-contain-
ing culture fluid samples (1 mL) collected at different stages of vaccine production

Номер 
образца
Sample 
number

Описание образца
Sample description 

Титр ЧИКВ,
lg ТЦД50/мл
CHIKV titre,

log10 ТCID50/mL

Результат ОТ-кПЦР ЧИКВ
CHIKV RT-qPCR results

Пороговый цикл 
флуоресценции, Сt

Fluorescence 
threshold cycle, Ct

Количество РНК, 
lg [ГЭ/мл]

Quantity of RNA, 
log10 [GE/mL]

1 Вируссодержащая культуральная жидкость 
до инактивации β-пропиолактоном
Virus-containing	culture	fluid	before	

β-propiolactone	inactivation

7,628±0,067 14,80±0,200 7,829±0,021

2 Вируссодержащая культуральная жидкость 
после инактивации β-пропиолактоном

Virus-containing	culture	fluid	after	β-propiolactone	
inactivation

Без нарушения 
монослоя

No	cell	monolayer	
disruption

21,10±0,320* 5,952±0,042*

3 Вируссодержащая культуральная жидкость 
после 1 пассажа образца № 2 на клетках Vero
Virus-containing	culture	fluid	after	Passage	1	of	

Sample	2	in	Vero	cells

Без нарушения 
монослоя

No	cell	monolayer	
disruption

26,10±0,610** 4,488±0,146**

4 Вируссодержащая культуральная жидкость 
после 2 пассажа образца № 2 на клетках Vero
Virus-containing	culture	fluid	after	Passage	2	of	

Sample	2	in	Vero	cells

Без нарушения 
монослоя

No	cell	monolayer	
disruption

30,50±0,208** 3,099±0,105**

5 Суспензия клеток Vero
Vero	cell	suspension

Не приемлемо
Not	applicable

≥40 Отсутствует
Not present

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

Примечание.	ТЦД50 — тканевая цитопатическая доза, вызывающая гибель 50% клеток; ГЭ — геном-эквивалент. * — p<0,0005 
относительно образца № 1; ** — p<0,005 относительно предыдущего образца. Данные в таблице представлены в виде М±SD.
Note.	TCID50, tissue culture infective dose causing 50% cell death; GE, genome equivalent. * p<0.0005 (in comparison with Sam-
ple 1), ** p<0.005 (in comparison with the previous sample). Data are presented as M±SD.
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показатели, ожидаемо, наблюдали в РН с образ-
цами специфических сывороток. Минимальные 
показатели отмечены в реакции с образцами 
сыворотки группы «Контроль».

Образцы специфических сывороток груп-
пы «ЧИКВ» оказывали вирус-нейтрализующее 
действие по отношению к каждому из исполь-
зованных в эксперименте вирусов семейства 
Alphaviridae, хотя титр антител к ЧИКВ достовер-
но (p<0,001) превосходил этот показатель в от-
ношении вирусов Синдбис и ВЭЛ. Аналогичная 
ситуация наблюдалась и для образцов сыво-
роток других групп. Таким образом, выявлено 
наличие разной степени серологического пере-
креста между использованными в эксперимен-
те вирусами Alphaviridae, то есть сыворотка, об-
ладающая вируснейтрализующей активностью 
в отношении одного альфа-вируса, проявляла 
перекрестную реакцию нейтрализации с дру-
гим альфа-вирусом. Данный факт ограничивает 
возможность применения РН для подтвержде-
ния подлинности штамма ЧИКВ в нашем экс-
перименте. Результатом проведенного анализа 
может быть только факт подтверждения при-
надлежности исследуемого вируса к семейству 
альфа-вирусов.

Полученные результаты не противоречат 
ранее опубликованным данным о наличии се-
рологического перекреста между представи-
телями альфа-вирусов: Чикунгунья-Синдбис, 
ВЭЛ-Синдбис, Чикунгунья-ВЭЛ [21, 29, 30]. 
Данный феномен не позволяет при применении 

РН подтвердить конкретный вирусный штамм, 
но подтверждает принадлежность конкретного 
штамма вируса к семейству. Ранее этот феномен 
был продемонстрирован для парамикcовирусов 
и матонавирусов [12, 13, 15].

Подтверждение подлинности штамма виру-
са Чикунгунья Nika21 методом ОТ-ПЦР-ПДРФ. 
Из всех отобранных образцов (табл.	1) выделяли 
РНК, проводили ОТ-ПЦР и полученный продукт 
«обрабатывали» рестриктазой DraI. Полученные 
результаты представлены на рисунке	2.

Все полученные в реакции ОТ-ПЦР продукты 
(расчетной длиной 218 п.о.) подверглись гидро-
лизу рестриктазой DraI с образованием ожидае-
мых фрагментов — 133 и 85 п.о. (рис.	2,	табл.	3). 
В образцах клеток Vero (отрицательный контроль) 
ни один фрагмент не был амплифицирован. Таким 
образом, подлинность штамма Nika21 (генотип 
ECSA) подтверждена на всех этапах получения 
готового адсорбированного антигена.

Генотипирование является единствен-
ным способом отличить вакцинные штаммы 
от вирусов дикого типа. Это становится осо-
бенно критичным во время вспышки вакцино-
управляемых инфекций, а также в случае рас-
следования поствакцинальных осложнений. 
Генотипирование можно проводить с примене-
нием метода ОТ-ПЦР-ПДРФ, который являет-
ся быстрым, эффективным и информативным. 
Метод ОТ-ПЦР-ПДРФ, разработанный для под-
тверждения подлинности вакцинного штамма, 
может быть эффективно использован с целью 

Таблица 7. Результаты реакции нейтрализации (РН) с использованием образцов сывороток и вирусов Чикунгунья (ЧИКВ), 
ВЭЛ и Синдбис
Table 7. Results of virus neutralisation (VN) assays using serum samples and Chikungunya (CHIKV), Venezuelan Equine Encephalitis 
(VEE), and Sindbis viruses

Вирус, использованный в РН
Viruses used in VN assays

Результаты РН, полученные при использовании образцов сывороток в группах#

VN assay results for the following groups of serum samples#

Образцы сывороток 
группы «ЧИКВ»

CHIKV group
n=5

Образцы сывороток
группы «ВЭЛ»

VEE group
n=5

Образцы сывороток 
группы «Синдбис»

Sindbis group
n=5

Образцы сывороток 
группы «Контроль»##

Control group##

n=5

ЧИКВ
CHIKV

6,40±0,18* 4,60±0,18 4,00±0,38 1,80±0,18*

ВЭЛ
VEE

3,80±0,38 5,20±0,38* 3,60±0,18 1,40±0,38*

Синдбис
Sindbis

3,20±0,18 2,80±0,18 4,60±0,18* 1,80±0,18*

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

Примечание.	n — количество образцов сывороток в группе; # — образцы сывороток, содержащих только антитела к ЧИКВ 
(группа «ЧИКВ»), антитела к вирусу ВЭЛ (группа «ВЭЛ»), антитела к вирусу Синдбис (группа «Синдбис»); ## — образцы сыво-
роток здоровых добровольцев, не содержащих антитела к ЧИКВ, ВЭЛ и вирусу Синдбис; * — p<0,05 относительно остальных 
групп сывороток. Данные в таблице представлены в виде значений log2 (M±m).
Note.	n, number of serum samples per group. The samples marked with # contained antibodies only to CHIKV (CHIKV group), VEE 
(VEE group), or Sindbis (Sindbis group), and the samples marked with ## were obtained from healthy volunteers and contained no 
IgG against CHIKV, VEE, or Sindbis viruses. * p<0.05 (in comparison with other groups of sera). Data are presented as log2 (M±m).
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дискриминации вакцинного штамма от дикого, 
как, например, было предложено для вируса 
паротита [15]. Этот же метод был успешно при-
менен для дискриминации вакцинного штамма 
ветеринарного препарата при расследовании 
эпидемии вируса птичьего ларинготрахеита [31].

Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что молекулярно-генетические методы, 
в частности ОТ-ПЦР в реальном времени и с элек-
трофоретической детекцией, и метод ПДРФ мо-
гут быть применены для контроля подлинности 
штамма на любых этапах производства инакти-
вированных вакцин. Комбинированный метод 
ОТ-ПЦР-ПДРФ позволяет отнести исследуемый 
вирус к конкретному штамму и таким образом 
подтвердить его принадлежность именно к вак-
цинному штамму. Указанный метод также позво-
ляет дополнительно оценить полноту сорбции 
антигена в вакцине.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При контроле качества технологических эта-

пов производства вакцин критично не только 
время проведения анализов, но и достоверность 
полученных результатов. В данном исследовании 
продемонстрированы возможности и преимуще-
ства применения интегрированной с культураль-
ным методом количественной ПЦР с детекцией 
в режиме реального времени для оценки пол-
ноты инактивации антигена вакцинного штамма, 
а также метода обратной транскрипции  — ПЦР 
с последующей оценкой полиморфизма длин ре-
стрикционных фрагментов для подтверждения 
подлинности штамма вируса. Использованные 
методы показали себя как более чувствительные 
и быстрые относительно культуральных методов, 
также продемонстрирована возможность их при-
менения на любых этапах технологического про-
цесса производства инактивированных вакцин.
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Fig. 2. Electrophoretic analysis of DraI-cleaved PCR products obtained by amplification of nucleic acids isolated from samples 
containing or not containing RNA of the Chikungunya virus (CHIKV) Nika21 strain. Electropherogram lanes: M, DNA marker of 
100 bp; 1 and 6, Vero cell lysate; 2, CHIKV amplicon before β-propiolactone inactivation; 3, DraI-cleaved CHIKV amplicon be-
fore β-propiolactone inactivation; 4, CHIKV amplicon after β-propiolactone inactivation; 5, DraI-cleaved CHIKV amplicon after 
β-propiolactone inactivation; 7, amplicon of inactivated CHIKV after Passage 1 in Vero cells; 8, DraI-cleaved amplicon of inacti-
vated CHIKV after Passage 1 in Vero cells; 9, amplicon of inactivated CHIKV after Passage 2 in Vero cells; 10, DraI-cleaved amplicon 
of inactivated CHIKV after Passage 2 in Vero cells; 11, amplicon of inactivated CHIKV before adsorption; 12, DraI-cleaved amplicon 
of inactivated CHIKV before adsorption; 13, amplicon obtained by desorption of inactivated CHIKV; 14, DraI-cleaved amplicon ob-
tained by desorption of inactivated CHIKV; 15, negative control for isolation; 16, positive control PCR (plasmid); 17, positive control 
PCR (DraI); 18, negative control sample.
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