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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Создание вакцин на основе вирусоподобных частиц (virus-like particles, VLP), 
состоящих из рекомбинантных белков ротавируса типа А человека, имитирующих струк-
туру нативного вируса, но не обладающих инфекционной активностью, является перспек-
тивным направлением для вакцинопрофилактики. Для оценки специфической активно-
сти таких вакцин оптимальным представляется применение метода иммуноферментного 
анализа (ИФА) для определения титра специфических IgG-антител к белкам ротавируса 
А в образцах сыворотки крови иммунизированных животных.
ЦЕЛЬ. Разработка и валидация методики оценки специфической активности ротавирус-
ной вакцины на основе VLP с использованием метода ИФА для определения уровня ан-
тител к белкам VP2/6 ротавируса А в образцах сыворотки крови иммунизированных мор-
ских свинок.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Оценку специфической активности ротавирусной вакцины 
на основе VLP проводили in vivo с использованием трех видов экспериментальных живот-
ных: мышей линии BALB/c, морских свинок породы агути и новорожденных карликовых 
свиней. Вакцину в дозе 30 мкг вводили животным трехкратно внутримышечно. Оценива-
ли уровни специфических иммуноглобулинов класса G (IgG) к белкам VP2/6 ротавируса 
А и вируснейтрализующих антител (ВНА) в образцах сыворотки крови животных методом 
непрямого ИФА и в реакции нейтрализации соответственно. Определяли среднее гео-
метрическое значение титров (СГТ) антител. Валидацию методики оценки специфической 
активности проводили на двух сериях вакцины с использованием стандартных методов 
статистического анализа.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Проведено сравнение уровней специфических IgG-антител к белкам VP2/6 
и ВНА к ротавирусу типа A через 14 сут после первой, второй и третьей иммунизаций. 
Значительное увеличение титра антител и статистически значимые различия (p<0,05) 
между группами наблюдались уже после второй иммунизации. Двукратная иммунизация 
вакциной приводила к образованию IgG-антител и ВНА у новорожденных карликовых 
свиней (СГТ антител  — 200,0 и 108,9 соответственно) и морских свинок (СГТ антител  — 
12800 и 2600 соответственно). У иммунизированных мышей наблюдался значительный 
рост уровня специфических IgG-антител (СГТ — 572440). В качестве релевантной модели 
для валидации методики ИФА для определения специфической активности были выбраны 
морские свинки при использовании двукратной схемы иммунизации. По результатам ва-
лидационных испытаний двух серий вакцины установлено, что метод ИФА удовлетворял 
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критериям приемлемости по характеристикам: специфичность, повторяемость (коэффици-
ент вариации не более 15% — для 1 и 2 серий вакцины 12,4 и 7,7%) и промежуточная пре-
цизионность (коэффициент вариации не более 15% — для 1 и 2 серий вакцины 6,9 и 10,2%).
ВЫВОДЫ. Разработана и валидирована методика оценки специфической активности ро-
тавирусной вакцины на основе VLP с использованием ИФА. Метод ИФА может быть ис-
пользован для контроля показателя качества «Специфическая активность» ротавирусной 
вакцины на основе VLP.

Ключевые слова: 	 ротавирус типа А человека; вирусоподобные частицы; VLP; ротавирусная вакцина; 
специфическая активность; иммуноферментный анализ; реакция нейтрализации; 
валидация; in vivo
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. Rotavirus vaccines based on virus-like particles (VLPs), non-infectious recom-
binant proteins of human rotavirus A that mimic the structure of the native virus, show prom-
ise for preventive vaccination. Presumably, the optimal method to determine the potency of 
VLP-based rotavirus vaccines is the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method used 
to measure the titre of specific IgG antibodies to rotavirus A proteins in serum samples from 
vaccinated animals.
AIM. This study aimed at assessing the potency of a VLP-based rotavirus vaccine by developing 
and validating an analytical procedure using ELISA to determine the levels of antibodies to the 
VP2 and VP6 proteins of rotavirus A in serum samples from vaccinated guinea pigs.
MATERIALS AND METHODS. The potency of the VLP-based rotavirus vaccine was determined 
in vivo in three types of experimental animals, including BALB/c mice, agouti guinea pigs, and 
newborn minipigs. The animals received three intramuscular injections of the vaccine at a 
dose of 30 µg. This study used the indirect ELISA method to quantify VP2- and VP6-specific 
immunoglobulin G (IgG) antibodies and the virus-neutralisation test to measure neutralising 
antibodies (nAbs) to rotavirus A in animal serum samples. The study involved calculating the 
geometric mean titres (GMTs) of antibodies. The authors validated the analytical procedure 
for potency assessment on two batches of the vaccine using standard statistical analysis 
methods.

V. Enzyme-linked immunosorbent assay to determine the potency of a rotavirus vaccine based on 
virus-like particles: analytical procedure development and validation. Biologic
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RESULTS. The study compared VP2- and VP6-specific IgG and nAb levels 14 days after the 
first, second, and third vaccinations. The authors observed a significant increase in antibody 
titres and statistically significant (p<0.05) differences between groups as early as after the 
second vaccination. Double vaccination induced rotavirus-specific IgGs and nAbs in newborn 
minipigs (GMTs of 200.0 and 108.9, respectively) and guinea pigs (GMTs of 12,800 and 2,600, re-
spectively). Vaccinated mice demonstrated a significant increase in rotavirus-specific IgG levels 
(GMT of 572,440). Guinea pigs were selected as a relevant model for validating the ELISA-based 
potency assessment procedure. The validation study used a double vaccination scheme. The 
validation using two batches of the VLP-based rotavirus vaccine indicated that the ELISA-based 
analytical procedure met the acceptance criteria for specificity, repeatability, and intermediate 
precision. The repeatability assessment resulted in a coefficient of variation (CV) of 12.4% for 
batch 1 and a CV of 7.7% for batch 2, whereas the intermediate precision assessment showed a 
CV of 6.9% for batch 1 and a CV of 10.2% for batch 2, which were within the acceptance criteria 
for both validation parameters (CV≤15%).
CONCLUSIONS. The authors developed and validated an ELISA-based analytical procedure 
for assessing the potency of VLP-based preventive rotavirus vaccines. According to the study 
results, ELISA is applicable to the control of the potency of VLP-based preventive rotavirus 
vaccines.
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ВВЕДЕНИЕ
Ротавирусная инфекция (РВИ) человека 

представляет собой распространенное забо-
левание, вызванное ротавирусами типов A, 
B и С [1]. Наиболее частой причиной диареи 
у детей первых лет жизни являются ротавирусы 
типа А. Ежегодно в мире регистрируется около 
1,8 млн случаев госпитализации детей с РВИ [2], 
из которых почти 130 тыс. заканчиваются ле-
тальным исходом [3]. На территории Российской 
Федерации в 2022 г. 49% случаев острых кишеч-
ных инфекций пришлось на РВИ. На 100 тыс. на-
селения заболеваемость составила около 62 че-
ловек. Наиболее подверженными заболеванию 
оказались дети в возрасте до двух лет1.

В настоящее время единственным эффек-
тивным методом борьбы с заболеваемостью 
РВИ является вакцинопрофилактика. На тер-
ритории Российской Федерации одобрены две 
вакцины для профилактики ротавирусной ин-
фекции, пентавалентные, живые. Ротавирусные 
вакцины российского производства отсутствуют. 
Следует отметить, что использование живых 

ротавирусных вакцин первого поколения может 
быть ограничено, поскольку при широком охва-
те вакцинацией выявлены случаи таких нежела-
тельных явлений, как инвагинация кишечника 
[4]. Перспективным направлением разработки 
вакцин представляется создание препарата 
на основе вирусоподобных частиц (virus-like 
particles, VLP). VLP, сформированные реком-
бинантными белками, имитируют структуру 
нативного ротавируса и обладают высокой им-
муногенностью. Небольшой размер (60–80 нм) 
позволяет им проникать в лимфу через поры сте-
нок лимфатических сосудов и далее во вторич-
ные лимфоидные органы с последующей акти-
вацией Т- и В-клеток [5, 6]. VLP могут содержать 
поверхностные эпитопы различных генотипов 
вируса, что способствует выработке антител 
широкого спектра действия и формированию 
устойчивого гуморального или клеточного им-
мунного ответа в организме хозяина. Вакцины 
на основе VLP стимулируют В- и Т-лимфоциты 
по механизму, похожему на действие вируса, по-
павшего в организм хозяина [7, 8]. VLP свободны 
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от инфекционной вирусной РНК и не могут 
реплицироваться в клетках, что имеет важное 
значение, учитывая риск возникновения виру-
лентных ревертантов в случае применения жи-
вых аттенуированных вакцин [9]. Кроме того, 
защитный эффект VLP наблюдается при более 
низких дозах, что позволяет значительно сни-
зить затраты на производство вакцины [8].

Согласно регуляторным требованиям 
к иммунобиологическим лекарственным пре-
паратам, в том числе вакцинам, их качество 
должно соответствовать комплексу показа-
телей на всех этапах производства препа-
рата2. Одним из основных показателей каче-
ства является специфическая активность [10]. 
Для оценки этого показателя используют в том 
числе методы in vivo, основанные на определе-
нии иммунологического ответа у эксперимен-
тальных животных, привитых исследуемыми 
препаратами. В качестве модельных исполь-
зуют виды животных, максимально воспри-
имчивых к изучаемому вирусу, у которых па-
тогенез инфекционного процесса наиболее 
сходен с человеком3. Выбор для оценки имму-
ногенности VP2/6 был обоснован тем, что бе-
лок VP6 является основным высококонсерва-
тивным группоспецифическим белком вириона, 
а использование в качестве антигена в ИФА 
смеси белков VP2 и VP6 увеличивает чувстви-
тельность тест-системы на 15–30% [11].

Одной из наиболее релевантных моделей яв-
ляются новорожденные поросята карликовых 
свиней, использование которых показало эф-
фективность при оценке иммуногенности и про-
тективной активности ротавирусных вакцин, 
что обусловлено значительным сходством в фи-
зиологическом развитии, анатомических аспек-
тах и механизмах формирования системного 
и местного иммунитета младенцев и новоро-
жденных поросят [12]. Однако их использование 
в качестве модели для контроля специфической 
активности вакцин при их серийном произ-
водстве является дорогостоящим и трудоем-
ким процессом. В связи с этим представляется 
актуальной разработка метода определения 
данного показателя с использованием доступ-
ных видов лабораторных животных, в частности 
морских свинок.

Цель работы  — разработка и валидация ме-
тодики оценки специфической активности ро-
тавирусной вакцины на основе VLP с использо-
ванием метода ИФА для определения уровня 

антител к белкам VP2/6 ротавируса А в образцах 
сыворотки крови иммунизированных морских 
свинок.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы

В работе использовали разработанную в ФГБУ 
«Национальный исследовательский центр эпи-
демиологии и микробиологии имени почетно-
го академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России 
(ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава 
России) кандидатную вакцину против ротави-
руса человека типа А на основе вирусоподоб-
ных частиц, включающих рекомбинантные 
белки VP2, VP4, VP6, VP7 генотипов G1, G2, G4, 
G9, P4, P8, синтезированные в бакуловирусной 
системе экспрессии, с адъювантом на осно-
ве сквалена [11]. Были использованы две се-
рии вакцины. Препараты представляли собой 
эмульсию для внутримышечного введения с со-
держанием антигена 30 мкг/доза, объем дозы 
0,5 мл. В качестве контроля применяли натрия 
хлорид-СОЛОфарм, раствор для инфузий 0,9% 
(ООО «Гротекс», Россия).

Экспериментальные животные
В исследовании использовали мышей линии 

BALB/с (самки массой 14–16 г); морских сви-
нок породы агути (самки массой 300–350 г).  
Животные получены из питомника ФГБУН 
«Научный центр биомедицинских технологий» 
ФМБА России, филиал «Столбовая». В работе 
использовали новорожденных поросят кар-
ликовых свиней (АО «НПО «ДОМ ФАРМАЦИИ», 
Россия) от свиноматок, не имеющих специфиче-
ских антител к ротавирусу А человека. Возраст 
поросят на момент первой иммунизации состав-
лял 4–5 сут. В течение периода исследования 
животные содержались в стандартных условиях 
вивария со свободным доступом к пище и воде.

Протокол исследования с использовани-
ем экспериментальных животных был одо-
брен биоэтической комиссией АО «НПО «ДОМ 
ФАРМАЦИИ» (№ БЭК 1.42/22 от 21.09.2022) 
и локальным комитетом по биомедицинской 
этике ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» 
Минздрава России (№ 05/2022 от 06.10.2022). 
Эксперименты с животными, в том числе 
процедуру эвтаназии, проводили в соответ-
ствии с требованиями Директивы 2010/63/
EU Европейского парламента и Совета 
Европейского союза по охране животных, 

2	 ОФС.1.7.1.0018.18 Иммунобиологические лекарственные препараты. Государственная фармакопея Российской Федера-
ции. XIV изд. Т. 4; 2018.

3	 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К.; 2012.
	 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 2. М.: Гриф и К.; 2012.
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используемых в научных целях4, а также в со-
ответствии с ГОСТ 33044-2014 «Принципы над-
лежащей лабораторной практики».

Методы
Иммунизация. Животных делили на опытные 

и контрольные группы по 5 особей в каждой. 
Мышам и морским свинкам в опытных группах 
вакцину в дозе 30 мкг вводили трехкратно вну-
тримышечно с интервалом 10–14 сут, новоро-
жденным карликовым свиньям — с интервалом 
9–10 сут. Животным контрольных групп вводили 
0,9% раствор натрия хлорида аналогичным спосо-
бом. Отбор крови проводили через 10–14 сут 
после каждой иммунизации в сухие чистые про-
бирки без антикоагулянта. Пробирки с кровью 
выдерживали в термостате при 37 °С в течение 
30 мин, отделяли образовавшийся сгусток кро-
ви, центрифугировали при 1100 об/мин в тече-
ние 10 мин (5430 G, Eppendorf, США) и аккуратно 
отбирали надосадочную жидкость в чистые про-
бирки. Гемолизированные образцы исключали 
из исследования.

Иммуноферментный анализ. Для определе-
ния титра специфических иммуноглобулинов 
IgG к белкам VP2/6 в сыворотке крови имму-
низированных животных использовали метод 
непрямого иммуноферментного анализа (ИФА). 
В лунки иммунологического 96-луночного план-
шета (Greiner, Германия) вносили 0,1 мл очи-
щенных белков VP2/6 (5 мкг/мл) в 0,1 М карбо-
натно-бикарбонатном буфере, рН 9,5. Планшет 
инкубировали 18 ч при 4 °C, после чего удаля-
ли избыток антигена четырехкратной отмыв-
кой фосфатно-солевым буфером, содержащим 
0,1% Твин-20, ФСБТ (pH 7,4). Блокирование сво-
бодных участков связывания проводили 1% же-
латином (GERBU Biotechnik, Германия) в ФСБТ 
в течение 1 ч при 37 °C, далее удаляли раствор 
и вносили в лунки по 0,1 мл исследуемых сыво-
роток в различных разведениях в ФСБТ с содер-
жанием 0,5% бычьего сывороточного альбумина 
(Sigma, США), ФСБТ-БСА. Планшет инкубирова-
ли 1 ч при 37  °C, промывали ФСБТ и добавля-
ли 0,1 мл меченых пероксидазой антител к IgG 
мыши, морской свинки или свиньи (Sigma, США) 
в ФСБТ-БСА. Через 1 ч инкубации при 37  °C 
планшет отмывали ФСБТ и вносили в лунки 
0,1 мл субстратного раствора 3,3’,5,5’-тетра-
метилбензидина (ООО «Хема», Россия), далее 
проводили инкубацию 15  мин при комнатной 
температуре и останавливали реакцию добав-
лением 0,05 мл 1М серной кислоты. Оптическую 

плотность определяли с использованием спек-
трофотометра Multiskan FC (Thermo Fisher 
Scientific, США) при длине волны 450 нм (ОП450) 
[11]. За титр антител принимали разведение, 
в котором значение ОП450 образца сыворотки 
в 2 раза превышало значение ОП450 отрицатель-
ного контроля (сыворотка крови неиммунизиро-
ванного животного).

Реакция нейтрализации. Определение уровня 
вируснейтрализующих антител (ВНА) к ротави-
русу типа А проводили в реакции нейтрализации 
in vitro классическим методом [13]. Для постанов-
ки реакции использовали перевиваемую культу-
ру клеток почки африканской зеленой мартышки 
MARC-145, полученную из коллекции культур кле-
ток ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава 
России. Клетки культивировали в 96-луночном 
планшете в среде DMEM («ПанЭко», Россия), со-
держащей 5% фетальной сыворотки при 37 °С 
в атмосфере 5% СО2. Исследуемые образцы 
сыворотки предварительно термически инак-
тивировали при 56 °C в течение 30 мин, затем 
готовили двукратные последовательные разве-
дения образцов (начальное разведение — 1:100) 
в среде DMEM с глутамином («ПанЭко», Россия). 
Ко всем разведениям сыворотки добавляли ат-
тенуированный штамм Wa G1P[8] ротавируса че-
ловека, любезно предоставленный профессором 
L.J. Saif (OARDC, FAHRP, университет штата Огайо, 
США) [12], титр которого по уровню показателя 
50% тканевой цитопатической дозы (ТЦД50) со-
ставлял 5,5 lg ТЦД50/0,1 мл (100 ТЦД50/лунку). 
Разведение вируса готовили в питательной среде, 
содержащей 10 мкг/мл трипсина («Самсон-Мед», 
Россия). Образцы с сывороткой крови и вирусом 
выдерживали при температуре 37 °С в течение 
1 ч, затем вносили к клеткам линии MARC-145, 
находящимся в состоянии 80–90% монослоя. 
Через 4–5 сут инкубации при 37 °С в атмосфере 
5% СО2 проводили учет результатов с использо-
ванием микроскопии (Olympus, CKX31SF, Япония) 
для определения цитопатического действия 
(ЦПД) в клетках [11, 14]. При учете результатов 
использовали следующие контроли: контроль 
клеток — лунки с клетками, не инфицированны-
ми вирусом (с полным сохранением клеточного 
монослоя); контроль инфицирующей дозы — лун-
ки с клетками, инфицированными рабочим тит-
ром вируса (с полной деградацией клеточного 
монослоя). Нейтрализующим титром сыворотки 
считали ее наибольшее разведение, при котором 
наблюдалась нейтрализация вируса с отсутстви-
ем ЦПД в культуре клеток [14].

4	 Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the Council of 22 September 2010 on the protection of animals used 
for scientific purposes.
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Статистическая обработка данных. 
Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием программного пакета 
OriginPro 2023 (США). Для полученных дан-
ных в ИФА и реакции вирусной нейтрализации 
определяли среднее геометрическое значение 
обратных титров (СГТ) антител с указанием 95% 
доверительного интервала (95% ДИ).

Программа валидации включала исследова-
ние специфичности, повторяемости, промежу-
точной прецизионности. Регрессионный анализ 
калибровочной зависимости, расчет коэффици-
ентов детерминации R2 и статистический анализ 
данных проводили с использованием програм-
мы Microsoft Office Excel 2010.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Выбор экспериментальной модели животных 
и схемы иммунизации

При выборе модели животных и схемы имму-
низации для оценки специфической активности 
ротавирусной вакцины на основе VLP наиболее 
значимыми параметрами являлись следующие: 
достоверное повышение титра специфических 
IgG-антител к белкам VP2/6 ротавируса типа  А 
в сыворотках иммунизированных животных 
с последующим его нарастанием; достоверное 
повышение титра ВНА, при котором не реги-
стрировали признаков ЦПД в культуре клеток 
в реакции нейтрализации.

Было проведено сравнение данных показа-
телей на трех моделях животных, иммунизиро-
ванных ротавирусной вакциной на основе VLP: 

мыши, морские свинки и новорожденные кар-
ликовые свиньи (рис. 1–3). Выявлено, что одно-
кратная иммунизация не вызывает образования 
специфических IgG-антител и ВНА у карли-
ковых свиней и морских свинок, однако при-
водит к значительной выработке IgG-антител 
у мышей  — значение СГТ антител составило 
128000.

После второй иммунизации наблюдалось 
статистически значимое повышение титра ан-
тител, а также были выявлены статистиче-
ски значимые различия между группами жи-
вотных. Двукратная иммунизация приводила 
к образованию специфических IgG-антител 
и ВНА у карликовых свиней (СГТ антител — 
200,0 и 108,9 соответственно) и морских свинок 
(СГТ антител  — 12800 и 2600 соответственно). 
У иммунизированных мышей наблюдался зна-
чительный рост уровня IgG-антител — значение 
СГТ антител составило 572440.

После третьей иммунизации наблюдался 
прирост специфических IgG-антител у всех трех 
видов модельных животных: у морских свинок 
уровень антител увеличился в 8 раз, у карли-
ковых свиней — в 18,4 раза, у мышей — в 4,5 раза. 
Значения СГТ специфических IgG-антител соста-
вили: у мышей  — 2457600, у морских свинок  — 
105733, у карликовых свиней — 3675,8. Эти дан-
ные коррелируют с результатами, полученными 
в реакции вирусной нейтрализации: уровень 
ВНА у морских свинок  — 4800, у карликовых 
свиней — 485. Реакция вирусной нейтрализации 
у мышей не проводилась.
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Уровень специфических IgG-антител к белкам VP2/6 (A) и вируснейтрализующих антител (B) у новорожденных кар-
ликовых свиней после трехкратной иммунизации ротавирусной вакциной на основе вирусоподобных частиц (30 мкг/доза). 
Ось X — номер иммунизации, ось Y — среднее геометрическое значений обратных титров антител. Данные представлены 
с указанием значений доверительного интервала (95% доверительный интервал). Различия между группой иммунизиро-
ванных животных (иммунизация 2 и 3) и контролем (введение физиологического раствора) статистически значимы (р<0,05).

Fig. 1. Levels of anti-VP2 and anti-VP6 IgG antibodies (A) and neutralising antibodies (B) to rotavirus after three vaccinations of 
newborn minipigs with a rotavirus vaccine based on virus-like particles (30 µg/dose). The X-axis represents the vaccination num-
ber, and the Y-axis shows the geometric means of reciprocal antibody titres. The data are presented with 95% confidence intervals. 
The differences between the vaccinated group (vaccinations 2 and 3) and the control group (normal saline administration) are 
statistically significant (p<0.05).
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Следует отметить, что у мышей в контрольной 
группе с введением физиологического раство-
ра были зарегистрированы фоновые значения 
уровня антител (СГТ антител 10667) после пер-
вого введения, а также отмечался дальнейший 
рост значений (СГТ антител 12533 и 217600 
для 2 и 3 иммунизации), чего не наблюдалось 

в образцах сыворотки морских свинок и кар-
ликовых свиней. Полученные данные можно 
объяснить тем, что в организме мышей имеет-
ся определенный уровень гуморальной защиты 
в отношении ротавируса за счет уже сформиро-
ванных собственных антител вне зависимости 
от вакцинации, вследствие чего их иммунная 
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Рис. 2. Уровень специфических IgG-антител к белкам VP2/6 (A) и вируснейтрализующих антител (B) у морских свинок после 
трехкратной иммунизации ротавирусной вакциной на основе вирусоподобных частиц (30 мкг/доза). Ось X — номер имму-
низации, ось Y — среднее геометрическое значений обратных титров антител. Данные представлены с указанием значений 
доверительного интервала (95% доверительный интервал). Различия между группой иммунизированных животных (имму-
низация 2 и 3) и контролем (введение физиологического раствора) статистически значимы (р<0,05).

Fig. 2. Levels of anti-VP2 and anti-VP6 IgG antibodies (A) and neutralising antibodies (B) to rotavirus after three vaccinations of 
guinea pigs with a rotavirus vaccine based on virus-like particles (30 µg/dose). The X-axis represents the vaccination number, and 
the Y-axis shows the geometric means of reciprocal antibody titres. The data are presented with 95% confidence intervals. The 
differences between the vaccinated group (vaccinations 2 and 3) and the control group (normal saline administration) are statist-
ically significant (p<0.05).

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 3. Уровень специфических IgG-антител к белкам VP2/6 после трехкратной иммунизации мышей линии BALB/c ротави-
русной вакциной на основе вирусоподобных частиц (30 мкг/доза) (А) и уровень IgG-антител в контрольной группе с введе-
нием физиологического раствора (В). Ось X — номер иммунизации, ось Y — среднее геометрическое значений обратных 
титров антител. Данные представлены с указанием значений доверительного интервала (95% доверительный интервал). 
Различия между группой иммунизированных животных и контролем (введение физиологического раствора) статистически 
значимы (р<0,05).

Fig. 3. Levels of anti-VP2 and anti-VP6 IgG antibodies after three vaccinations of BALB/c mice with a rotavirus vaccine based 
on virus-like particles (30 µg/dose) (A) and levels of IgG antibodies in the control group receiving normal saline (B). The X-axis 
represents the vaccination number, and the Y-axis shows the geometric means of reciprocal antibody titres. The data are presented 
with 95% confidence intervals. The differences between the vaccinated group and the control group (normal saline) are statistically 
significant (p<0.05).
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5	 ОФС.1.1.0012 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд. Т. 1; 2023. 
6	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2024-24-4-389-402-fig4

система адаптирована для борьбы с этим виру-
сом [15]. Так как получение достоверных данных 
об эффекте исследуемой вакцины на мышах 
оказалось затруднительным, в связи с этим было 
принято решение об отказе от дальнейшего их 
использования в качестве модельных животных.

Результаты исследований показали, что кар-
ликовые свиньи являются подходящим модель-
ным объектом для оценки специфической ак-
тивности ротавирусных вакцин, однако это 
достаточно дорогостоящая модель для рутин-
ных исследований. Применение морских сви-
нок в качестве модельных животных облада-
ет рядом преимуществ. В контрольной группе 
морских свинок с введением физиологического 
раствора не наблюдалось фоновых значений 
СГТ антител, в то время как в опытной группе жи-
вотных, иммунизированных вакциной на основе 
VLP, выявлен выраженный иммунный ответ  — 
при трехкратной внутримышечной иммуниза-
ции показано достижение высоких уровней спе-
цифических IgG-антител и ВНА. Сопоставление 
результатов ИФА и реакции нейтрализации, 
полученных после второй иммунизации, сви-
детельствует о формировании иммунного отве-
та на достаточном уровне, в связи с чем схема 
с двукратной иммунизацией представляется 
наиболее оптимальной для снижения нагрузки 
на иммунную систему при сохранении эффек-
тивности вакцинации.

Применение реакции нейтрализации как стан-
дартной для определения уровня ВНА показало 
хорошие результаты в ходе исследования, одна-
ко данный метод является достаточно трудоем-
ким и требует специальной подготовки персо-
нала и оснащения помещений для обеспечения 
вирусной безопасности. Метод ИФА более про-
стой в выполнении, при этом обладает высокой 
чувствительностью, что позволяет выявлять спе-
цифические антитела даже при их минимальной 
концентрации. Вследствие согласованности ре-
зультатов методов ИФА и вирусной нейтрали-
зации дальнейшие исследования по валидации 
метода определения специфической активно-
сти ротавирусной вакцины на основе VLP были 
проведены с использованием ИФА.

Валидация методики определения 
специфической активности

Валидация проводилась в соответствии 
с требованиями Государственной фармакопеи 
Российской Федерации XV изд. ОФС.1.1.00125  
с целью экспериментального подтверждения 

пригодности метода непрямого ИФА для опре-
деления антител, специфических к ротавиру-
су  А, в сыворотках крови иммунизированных 
морских свинок. Программа валидации включа-
ла исследование специфичности, повторяемо-
сти, промежуточной прецизионности.

Специфичность. В ходе исследования 
оценивали способность методики ИФА од-
нозначно определять антитела, специфич-
ные к белкам VP2/6 ротавируса А. Для под-
тверждения специфичности методики были 
подготовлены следующие образцы: поло-
жительный контрольный образец (К+)  — по-
ликлональная гипериммунная сыворотка мор-
ской свинки в разведении 1:100 в ФСБТ-БСА; 
отрицательный контрольный образец  (К-)  — 
образцы сыворотки трех неиммунизиро-
ванных морских свинок в разведениях 
от 1:100 до 1:12800 с шагом 2 в ФСБТ-БСА; мо-
дельные растворы № 1–3 — образцы гиперим-
мунной сыворотки морской свинки в разведе-
ниях от 1:100 до 1:12800 с шагом 2 в ФСБТ-БСА; 
контроль реагентов (КР) — ФСБТ-БСА.

Критерии приемлемости:
–– среднее значение оптической плотности 
(ОП450) в образцах, содержащих КР, не долж-
но превышать 0,1, что также подтверждает 
отсутствие влияния компонентов ФСБТ-БСА 
на результаты реакции;

–– среднее значение ОП450 в образце, содержа-
щем К+, должно превышать 0,6;

–– среднее значение ОП450 в образцах, содержа-
щих К-, не должно превышать 0,2;

–– ОП450 модельных растворов, содержащих ан-
титела, специфичные к белкам VP2/6 ротави
руса А, пропорциональна разведению мо-
дельных растворов.
Показано, что для полученных результатов 

соблюдены установленные критерии приемле-
мости (табл. 1).

Зависимость значений ОП450 модельных раст
воров от количественного содержания специ-
фических к ротавирусу А антител представлена 
на рисунке 4 (опубликован на сайте журнала6).

Таким образом, в ходе исследования специфич-
ности методики показана способность предло-
женной тест-системы селективно выявлять IgG 
к VP2/6 ротавируса А. Определены критерии 
работоспособности предложенной методики, 
при которых полученные результаты соответ-
ствуют критериям приемлемости, в частности, 
среднее значение ОП450 для образца К+ бо-
лее 0,6; среднее значение ОП450 для образцов 
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К- менее 0,2; значение ОП450 контроля реагентов 
менее 0,1. Таким образом, методика непрямо-
го ИФА обеспечивает высокую селективность 
определения специфических IgG-антител к ро-
тавирусу А в образцах сыворотки крови морских 
свинок, иммунизированных вакциной.

Повторяемость. В ходе исследования оцени-
вали степень близости друг к другу результатов 
измерений, получаемых в пределах коротко-
го промежутка времени, при использовании 
одних и тех же реактивов и одного и того же 
оборудования. Для оценки повторяемости в ка-
честве образцов были использованы образцы 
сыворотки крови морских свинок, иммунизи-
рованных ротавирусной вакциной на основе 
VLP (30 мкг/доза), и сыворотки контрольных 
(неиммунизированных) морских свинок. Был 
произведен расчет среднего значения обрат-

ной величины титра IgG к VP 2/6 ротавируса А, 
стандартного отклонения (SD) и коэффициента 
вариации (CV, %).

Критерий приемлемости. Коэффициент вари-
ации результатов, полученных в условиях по-
вторяемости, не должен быть более 15%.

Показано, что результаты оценки повторя-
емости соответствуют критериям приемлемо-
сти (табл. 2). Значения CV для вакцины серии 
01 (12,4%), и для серии 02 (7,7%) не превыша-
ли 15%, что свидетельствует о повторяемости 
методики.

Промежуточная прецизионность. В ходе 
исследования оценивали степень близости 
друг к другу результатов измерений, получа-
емых разными сотрудниками в разные дни 
при использовании одних и тех же реактивов 
и одного и того же оборудования. Для оценки 

Таблица 1. Результаты оценки специфичности методики иммуноферментного анализа
Table 1. Specificity validation results for the enzyme-linked immunosorbent assay

Наименование образца
Sample name

Значения оптической плотности (ОП450) при разведениях
Absorbance (А450) for the following dilutions

1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400 1:12800

Сыворотка крови неиммунизированного 
животного № 1, К-
Serum of non-vaccinated animal 1, К-

0,136 0,105 0,079 0,068 0,055 0,048 0,046 0,046

Сыворотка крови неиммунизированного 
животного № 2, К-
Serum of non-vaccinated animal 2, К-

0,129 0,101 0,074 0,066 0,053 0,049 0,046 0,045

Сыворотка крови неиммунизированного 
животного № 3, К-
Serum of non-vaccinated animal 3, К-

0,135 0,106 0,077 0,065 0,055 0,048 0,046 0,046

Стандартное отклонение, SD
Standard deviation, SD 0,004 0,003 0,003 0,002 0,001 0,001 0,000 0,001

Среднее значение К- в каждом разведении
Mean K- for each dilution 0,133 0,104 0,077 0,066 0,054 0,048 0,046 0,046

Среднее значение К-
Mean K- 0,072

Коэффициент вариации, CV (%)
Coefficient of variation, CV (%) 2,8 2,5 3,3 2,3 2,1 1,2 0 1,3

Модельный раствор № 1
Model solution 1 0,643 0,539 0,480 0,462 0,407 0,392 0,302 0,243

Модельный раствор № 2
Model solution 2 0,618 0,546 0,506 0,470 0,396 0,396 0,294 0,246

Модельный раствор № 3
Model solution 3 0,684 0,627 0,534 0,508 0,427 0,349 0,333 0,267

Поликлональная гипериммунная сыворотка 
морской свинки (1:100), К+
Polyclonal hyperimmune guinea pig serum (1:100), К+

0,697 0,695 – – – – – –

Контроль реагентов
Reagent control 0,049 0,046 – – – – – –

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

Примечание. К-, отрицательный контрольный образец; К+, положительный контрольный образец; «–» — не применимо.
Note. K-, negative control sample; K+, positive control sample; –, not applicable.



398
БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2024, Т. 24, № 4

Филатов И.Е., Силаенкова М.М., Цибезов В.В., Баландина М.В., Норкина С.Н.,  
Латышев О.Е., Елисеева О.В., Черепушкин С.А., Гребенникова Т.В.
Определение специфической активности ротавирусной вакцины на основе вирусоподобных частиц с использованием...

промежуточной прецизионности анализ тех 
же образцов сывороток морских свинок, 
что и при оценке повторяемости, проводили 
на следующий день.

Критерий приемлемости. Сравнивали ре-
зультаты оценки повторяемости и промежу-
точной прецизионности. Достоверность ре-
зультатов (Р=95%) определяли по t-критерию 
Стьюдента. Рассчитанное значение критерия 
Стъюдента (tрас) должно быть меньше табличного 
(tтабл=2,45 при f=6).

Показано, что результаты оценки промежуточ-
ной прецизионности соответствуют критериям 
приемлемости (табл. 3). Значения CV для вакцины 
серии 01 (6,9%) и серии 02 (10,2%) не превышали 
15%, что подтверждает внутрилабораторную пре-
цизионность методики. Рассчитанное значение 
критерия Стъюдента (tрас=0) меньше табличного 
значения (tтабл=2,45), что свидетельствует об от-
сутствии существенных различий в результатах 
измерений, полученных при исследовании по-
вторяемости и промежуточной прецизионности.

Таблица 2. Результаты оценки повторяемости методики иммуноферментного анализа
Table 2. Repeatability validation results for the enzyme-linked immunosorbent assay

№ серии 
вакцины

Vaccine batch 
No.

Обратная величина титра IgG к VP2/6 ротавируса А  
(индивидуальные и средние значения в измерениях)

Reciprocal titres of IgGs to rotavirus A VP2 and VP6 (individual and mean values)
Среднее 
значение

Mean
SD CV, %

Измерение 1
Measurement 1

Измерение 2
Measurement 2

Измерение 3
Measurement 3

Измерение 4
Measurement 4

01

25600

22400

25600

28800

25600

25600

25600

22400 24800 3063,8 12,4
12800 12800 25600 12800

25600 51200 25600 25600

25600 25600 25600 25600

02

25600

25600

25600

22400

25600

25600

25600

22400 24000 1847,5 7,7
25600 12800 25600 12800

25600 25600 25600 25600

25600 25600 25600 25600

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

Примечание. SD — стандартное отклонение; CV — коэффициент вариации.
Note. IgG, immunoglobulin G; VP, virus protein; SD, standard deviation; CV, coefficient of variation.

Таблица 3. Результаты оценки повторяемости методики иммуноферментного анализа в условиях промежуточной преци-
зионности
Table 3. Intermediate precision validation results for the enzyme-linked immunosorbent assay 

№ серии 
вакцины

Vaccine batch 
No.

Обратная величина титра IgG к VP2/6 ротавируса А  
(индивидуальные и средние значения в измерениях)

Reciprocal titres of IgGs to rotavirus A VP2 and VP6 (individual and mean values)
Среднее 
значение

Mean
SD CV, %

Измерение 1
Measurement 1

Измерение 2
Measurement 2

Измерение 3
Measurement 3

Измерение 4
Measurement 4

01

25600

25600

25600

22400

25600

22400

25600

22400 23200 1600 6,9
25600 12800 12800 12800

25600 25600 25600 25600

25600 25600 25600 25600

02

25600

25600

25600

22400

25600

25600

25600

28800 25600 1600 10,2
25600 12800 25600 12800

25600 25600 25600 51200

25600 25600 25600 25600

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

Примечание. SD — стандартное отклонение; CV — коэффициент вариации.
Note. IgG, immunoglobulin G; VP, virus protein; SD, standard deviation; CV, coefficient of variation.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Оценка специфической активности вакцин 

проводится в том числе по степени активации 
гуморального иммунного ответа у иммунизиро-
ванных животных, используемых в качестве экс-
периментальной модели. Учитывая сложность 
и специфику иммунобиологических лекарствен-
ных препаратов, выбор подходящей модели жи-
вотных для исследований крайне важен.

Способ и кратность введения вакцины также 
играют существенную роль при проведении ис-
следований, так как от этого зависит выражен-
ность иммунного ответа. Эти параметры должны 
быть аналогичны используемым в клинической 
практике. Внутримышечное введение вакцины 
является предпочтительным из-за оптимальных 
показателей всасывания, иммуногенности, ско-
рости формирования поствакцинального имму-
нитета и требуемой точности вводимой дозы. 
Кроме того, этот путь введения соответствует 
способу, наиболее часто используемому в кли-
нической практике.

Для ротавирусных вакцин в настоящее время 
отсутствует определенная модель для оценки 
эффективности вакцин, что является существен-
ной проблемой [16]. Для изучения формиро-
вания иммунитета против РВИ используются 
разные модели животных (мыши, крысы, кро-
лики, свиньи и др.)7. Каждая из этих моделей 
имеет свои преимущества и недостатки, вклю-
чая восприимчивость к инфекции, влияние ми-
кробиоты на проявление РВИ и др. Наиболее 
часто применяются модели мышей и свиней [16]. 
В данной работе были рассмотрены три модели 
животных: мыши, морские свинки и карликовые 
свиньи.

Использование мышей в качестве модельных 
животных имеет ряд преимуществ. Мыши яв-
ляются наиболее изученными животными, в том 
числе для исследования инфекций, включая 
ротавирус. Применение мышей экономически 
целесообразно при проведении экспериментов, 
так как они имеют относительно короткий срок 
жизни и быстро размножаются. Мыши, как и че-
ловек, восприимчивы к РВИ, что позволяет изу-
чать развитие инфекции и эффективность вак-
цин на этих животных. Кроме того, в организме 
мышей регистрируется высокий уровень анти-
тел против ротавируса, что позволяет иссле-
довать иммунные механизмы защиты от РВИ. 
На результат исследований при использова-
нии этой модели влияет выбор линии мышей. 
Уровень иммунной защиты, сформированный 
у инбредных мышей, как правило, выше, чем 

у беспородных мышей. В экспериментах чаще 
всего используются мыши линии BALB/c [17].

Применение морских свинок в качестве мо-
дельных животных широко распространено 
из-за их восприимчивости к РВИ и высоко-
го уровня выработки антител против вируса. 
Чувствительность морских свинок к ротавиру-
су подтверждается серологическими данными. 
Кроме того, важное значение имеет доступность 
и экономичность этой модели.

Использование в качестве модели новорож
денных карликовых свиней обусловлено под-
верженностью данных животных инфекции, 
вызванной ротавирусом человека. Этот вид 
животных является универсальной моделью 
для оценки качества ротавирусных вакцин, 
что объясняется значительным сходством фи-
зиологии, анатомических особенностей и ме-
ханизмов формирования системного и местно-
го иммунитета у человека и свиньи, а также 
возможностью воспроизведения клинических 
проявлений заболевания [12]. Результаты ис-
следований по сравнению эффективности ро-
тавирусных вакцин при заражении ротавирусом 
свиней показали, что применение данной мо-
дели позволяет проводить более объективную 
оценку потенциала вакцины в сопоставлении 
с моделью мышей [18]. Недостатком мышей 
в качестве модели является то, что они подвер-
жены ротавирусной диарее только в возрасте 
до 2–3 нед. Это усложняет изучение формиро-
вания иммунного ответа к РВИ у мышей. В то же 
время поросята чувствительны к заражению ро-
тавирусом по меньшей мере до возраста 8 нед., 
что достаточно для изучения поствакцинально-
го иммунитета [12, 19, 20].

В ходе данного исследования было проде-
монстрировано формирование выраженного 
иммунного ответа при вакцинации ротавирус-
ной вакциной на основе VLP на модели морских 
свинок, а также отсутствие фоновых значений 
СГТ антител в контрольной группе у морских 
свинок с введением физиологического раствора. 
Полученные результаты свидетельствуют о ре-
левантности модели морских свинок в рамках 
нашего исследования.

Выбор вирусного антигена имеет важное зна-
чение при изучении антигенных и иммуногенных 
свойств ротавирусных вакцин. Белок ротавируса 
VP6 обладает как антигенными, так и иммуно-
генными свойствами и способен инициировать 
выработку специфических IgG и IgA слизистой 
оболочки [21]. Благодаря своей высокой имму-
ногенности, консервативным характеристикам 

7	 Морозова ОВ. Генотиповое разнообразие и филодинамика циркулирующих на территории России ротавирусов, сравне-
ние с вакцинными штаммами: автореф. дисс. ... канд. биол. наук. М.; 2021.
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белок VP6 рассматривается как основа для раз-
работки кандидатных нереплицирующихся вак-
цин против РВИ, способный индуцировать гете-
рологичный перекрестный защитный иммунитет 
к РВИ на животных моделях [22, 23]. Ранее была 
продемонстрирована способность белка 
VP6 формировать устойчивый, длительный 
и специфический IgG-опосредованный иммун-
ный ответ против различных штаммов ротави-
руса типа А.

При оценке специфической активности рота-
вирусной вакцины на основе VLP при помощи 
ИФА для увеличения чувствительности метода 
была использована комбинация рекомбинант-
ных белков VP2/6. Была показана взаимосвязь 
между титрами специфических IgG-антител 
и ВНА после иммунизации животных. Валидация 
разработанной методики ИФА для определения 
специфической активности ротавирусной вак-
цины на основе VLP на модели морских свинок 
показала ее специфичность, повторяемость 
и промежуточную прецизионность при соблю-
дении критериев приемлемости.

ВЫВОДЫ
1.	 Разработан подход для оценки специфической 

активности ротавирусной вакцины на осно-

ве вирусоподобных частиц для определения 
титра специфических IgG-антител к белкам 
VP2/6 ротавируса А в образцах сыворотки кро-
ви иммунизированных животных с использо-
ванием двух методов  — иммуноферментного 
анализа и реакции нейтрализации.

2.	 Установлено, что для изучения иммунно-
го ответа после иммунизации ротавирусной 
вакциной оптимальной моделью являются 
морские свинки. Двукратная схема иммуни-
зации вакциной в дозе 30 мкг/доза достаточ-
на для обеспечения выраженного поствакци-
нального иммунитета.

3.	 В ходе валидационных испытаний установ-
лено, что методика ИФА для определения 
титра специфических иммуноглобулинов 
класса G к VP2/6 ротавируса А в образцах 
сыворотки крови вакцинированных морских 
свинок удовлетворяет критериям приемле-
мости по таким характеристикам, как специ-
фичность, повторяемость и промежуточная 
прецизионность, что обеспечивает получение 
достоверных результатов анализа.

4.	 Метод ИФА может быть использован 
для контроля показателя качества «Специ-
фическая активность» ротавирусной вакцины 
на основе вирусоподобных частиц.
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Дополнительная информация. На сайте журнала 
«БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лече-
ние» размещен рисунок 4.
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2024-24-4-389-402-fig4

Additional information. Figure 4 is published on the 
website of Biological Products. Prevention, Diagnosis, 
Treatment.
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2024-24-4-389-402-fig4
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