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Резюме 
Введение. Вирусы кори, эпидемического паротита (ЭП) и краснухи являются высококонтагиозными виру-
сами, которые могут вызывать серьезные клинические исходы, осложнения и смерть. Нейтрализующие ан-
титела против вирусов кори, ЭП и краснухи являются хорошим показателем клинической защиты от данных 
инфекций, однако трудно поддаются измерению.
Цель. Разработать серологические тесты на основе реакции пассивной гемагглютинации с использова-
нием вирусных гликопротеинов (gpРПГА) для определения нейтрализующих антител к вирусам кори, ЭП 
и краснухи.
Материалы и методы. Использовали клеточные культуры человека и животных коллекции НИИВС им. 
И.И. Мечникова; вакцинные штаммы вирусов кори, ЭП и краснухи; моноклональные антитела к гликопроте-
инам вируса кори и краснухи, иммунные сыворотки человека и животных; формалинизированные бараньи 
эритроциты, сенсибилизированные вирусными гликопротеинами; реакцию нейтрализации (РН), gpРПГА и 
имуноферментный анализ с использованием вирусных гликопротеинов (gpИФА). 
Результаты. Вирусные гликопротеины кори, ЭП и краснухи извлечены из инфицированных клеточных куль-
тур. Проведены сравнительные титрования иммунных сывороток человека и животных к вирусам кори, ЭП 
и краснухи в РН, gpРПГА и gpИФА. Установлены однозначные титры нейтрализующих антител. В gpРПГА 
проведено титрование гомологичных и гетерологичных иммунных сывороток к трем вирусам. Установле-
но отсутствие перекрестной иммунореактивности к другим вирусным агентам. В серологических тест-си-
стемах gpРПГА определены титры иммунных сывороток пациентов, переболевших коревой, паротитной 
и краснушной инфекциями. Установлены идентичные титры нейтрализующих антител в обоих серологиче-
ских тестах.
Заключение. Разработаны серологические тесты gpРПГА для оценки нейтрализующих вирусспецифиче-
ских антител к кори, ЭП и краснухе у пациентов.
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Abstract 
Introduction. Measles, mumps and rubella viruses are highly contagious viruses that can cause serious clinical 
outcomes, complications and death. Neutralizing antibodies against measles, mumps and rubella viruses are a 
good indicator of clinical protection against these infections, but they are difficult to measure.
The aim. To develop a serological glycoprotein-based passive hemagglutination reaction (gpPHAR) tests for the 
detection of neutralizing antibodies to measles, mumps and rubella viruses.
Materials and methods. Human and animal cell cultures from the collection of the I.I. Mechnikov Research Institute 
of Vaccines and Sera were used; vaccine strains of measles, mumps and rubella viruses; monoclonal antibodies 
to measles and rubella virus glycoproteins, human and animal immune sera; formalized sheep erythrocytes 
sensitized with viral glycoproteins; virus neuralization test (VNT), gpPHAR and gpELISA.
Results. Viral glycoproteins of measles, mumps, and rubella were extracted from infected cell cultures. Comparative 
titrations of human and animal immune sera to measles, mumps, and rubella viruses in VNT, gpPHAR, and 
gpELISA have been performed. Unambiguous titers of neutralizing antibodies have been established. Titration 
of homologous and heterologous immune sera to three viruses was performed in the gpPHAR. The absence of 
cross-immunoreactivity to other viral agents has been established. The titers of the immune sera of patients with 
measles, mumps, and rubella infections were determined in the gpPHAR and gpELISA assays. Identical titers of 
neutralizing antibodies were found in both serological tests.
Conclusion. The gpPHAR serological tests has been developed to evaluate neutralizing virus-specific antibodies 
to measles, mumps and rubella in patients.
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Введение
Вирусы кори, эпидемического паротита (ЭП) 

и краснухи являются высококонтагиозными вируса-
ми, которые могут вызывать серьезные клинические 
исходы, осложнения и смерть. Корь, ЭП и краснуха 
остаются эндемичными заболеваниями во многих 
частях мира, а завезенные случаи кори приводят 

к крупным вспышкам в сообществах с низким охва-
том вакцинацией [1]. До разработки вакцин от этих 
заболеваний во всем мире ежегодно регистрировали 
около 30 млн случаев заболеваний корью и 2,6 млн 
смертей от нее; заболеваемость ЭП составляла 100–
1000 случаев на 100 тыс. человек; а распространен-
ность синдрома врожденной краснухи (СВК) состав-
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ляла примерно 0,1–0,2 случая на 1000 новорожден-
ных, причем число случаев увеличивалось до 0,8–4,0 
на 1000 новорожденных во время эпидемий, которые 
исторически происходили каждые 5–9 лет [2].

Вирус кори и ЭП являются РНК-вирусами семей-
ства Paramyxoviridae подсемейства Paramyxoviridae; 
корь относится к роду Morbillivirus, а вирус ЭП  – 
к роду Rubulavirus. Вирус краснухи также является 
РНК-вирусом, но входит в семейство Matonaviridae, 
род Rubivirus. Эти три вируса, несмотря на различия 
в их семействах и родах, часто рассматриваются вме-
сте, поскольку эпидемиология инфекций, которые 
они вызывают у людей, и профилактические меры, 
применяемые против них, схожи [3].

К осложнениям кори относят слепоту, сильную ди-
арею, судороги, отит и пневмонию [4]. В редких слу-
чаях могут развиться осложнения, связанные с ЦНС. 
Так, острый рассеянный энцефаломиелит встречает-
ся примерно в 1 случае на 1000 заболевших корью; 
подострый склерозирующий панэнцефалит (ПСПЭ) 
встречается крайне редко (около 1 случая на 10 000–
100 000 переболевших корью) [5].

Осложнения ЭП включают менингоэнцефалит, 
а также орхит и оофорит у лиц постпубертатного воз-
раста. ЭП остается распространенным заболеванием 
во многих частях мира, несмотря на наличие эффек-
тивной вакцины. 

К редким осложнениям краснухи относят тромбоци-
топеническую пурпуру [6], артритоподобные заболе-
вания [7], энцефалит и менингоэнцефалит [8]. Вирус 
краснухи обладает сильным тератогенным действием: 
беременные непривитые женщины, заразившиеся крас-
нухой в I триместре, имеют 90% вероятность рождения 
ребенка с СВК [9]. Наиболее распространенными про-
явлениями СВК являются глухота, катаракта, слепота, 
врожденные пороки сердца, эндокринопатии, микроце-
фалия, энцефалопатия и задержка развития. Заражение 
краснухой в I триместре может привести к мертворо-
ждению или стать причиной выкидыша [10].

Исторически диагностику кори, ЭП и краснухи на-
дежно проводили клинически и во многих случаях 
без необходимости лабораторного тестирования, по-
скольку большинство врачей были знакомы с прояв-
лениями этих заболеваний [11].

Геном вируса кори представлен одноцепочечной 
несегментированной РНК размером 15 894 нуклео-
тидов. В геноме содержатся 6 генов, которые коди-
руют 8 вирусных белков (6 структурных и 2 неструк-
турных). Структурный белок гемагглютинин явля-
ется основной антигенной детерминантой и имеет 
высококонсервативный эпитоп. Гемагглютинин 
связывается с клеточными рецепторами и отвечает 
за адсорбцию вируса к клеткам. Другим оболочеч-
ным белком является белок слияния (F), обеспечива-
ющий слияние вирусной оболочки с плазматической 
мембраной клетки-хозяина, тем самым позволяя ри-
бонуклеопротеиновому комплексу (РНП) проникать 
в цитоплазму [12].

ЭП ассоциирован с высококонтагиозным парамик-
совирусом, который является эндемичным в большин-

стве регионов мира и продолжает вызывать вспышки 
даже среди населения с высокой степенью иммуниза-
ции. Вспышки ЭП в странах с высоким уровнем охва-
та вакцинацией против этой инфекции объясняются 
ослаблением иммунитета и антигенными различиями 
между вакцинными штаммами и циркулирующими 
вирусами дикого типа [13].

Вирус ЭП – это оболочечный РНК-вирус с отри-
цательной цепью, состоящий из 15 384 нуклеотидов, 
кодирующих 7 генов. Два поверхностных гликопро-
теина (ГП) – белок НА-нейраминидаза (HN) и бе-
лок  F  – ответственны за адсорбцию вируса и слия-
ние мембраны вириона с мембраной клетки-хозяина 
соответственно, но для слияния от клетки к клетке 
требуется и то и другое. К этим белкам образуются 
вируснейтрализующие антитела, а вирусспецифиче-
ские антитела, образующиеся к другим 5 белкам ви-
руса, расположенным внутри вириона, протективной 
активностью не обладают [14].

Используемые в настоящее время вакцинные штам-
мы возникли в середине XX века и филогенетически 
далеки от циркулирующих в настоящее время виру-
сов [15].

На основе разнообразия последовательностей ма-
лого гидрофобного белка (SH) вирус паротита класси-
фицирован на 12 генотипов, обозначенных как А–N. 
HN является основной мишенью гуморального имму-
нитета при заражении вирусом паротита. Постепен-
ная эволюция вирусов паротита, а не принадлежность 
к определенному генотипу приводит к антигенному 
расхождению с вакцинными штаммами, что снижает 
нейтрализующую способность вакцин-индуцирован-
ных антител [16].

Геном вируса краснухи представлен одноцепочеч-
ной несегментированной (+)РНК. Основными ГП 
оболочечного вируса краснухи являются структурные 
белки Е1 и Е2. Белок Е1 отвечает за слияние вирусной 
оболочки с мембраной клетки, а белок Е2 – за присо-
единение вируса к клеточным рецепторам. Белок Е1 
является основной антигенной детерминантой и со-
держит эпитопы, которые ассоциированы с гемагглю-
тинацией и образованием нейтрализующих антител 
[17–19].

Значительный рост заболеваемости как корью, так 
и в меньшей степени краснухой ставит под угрозу 
прогресс, достигнутый в отношении цели элимина-
ции этих инфекций. Диагностика кори и краснухи 
только на основании клинических признаков являет-
ся ненадежной в связи с неспецифическим характе-
ром симптомов, наличием легких форм заболеваний 
и возможностью бессимптомного течения. Низкая 
распространенность инфекций привела к снижению 
уровня осведомленности о них, а также к росту числа 
медицинских работников, не имеющих опыта в диа-
гностике краснухи и кори. В таких условиях лабора-
торные тесты становятся незаменимым инструмен-
том для постановки верного диагноза и оперативного 
реагирования на возникновения очагов инфекций. 

Несмотря на внедрение вакцин против кори, ЭП 
и краснухи, случаи заболеваний по-прежнему фикси-
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руются, что указывает на необходимость надежных 
диагностических инструментов для своевременно-
го выявления и контроля распространения вирусов. 
Традиционные методы диагностики, такие как серо-
логические тесты, часто сталкиваются с проблемами 
специфичности и чувствительности. Это приводит 
к возможным ложноположительным, ложноотрица-
тельным результатам и обуславливает наличие пе-
рекрестной иммуноспецифичности, что, в свою оче-
редь, затрудняет эпидемиологический мониторинг 
и лечение.

«Золотым стандартом» для выявления нейтрализу-
ющих антител к вирусам кори, ЭП и краснухи явля-
ются реакция нейтрализации (РН) на чувствительных 
к вирусам клеточных культурах, реакция ингибиции 
бляшкообразования и реакция флуоресцирующих 
антител к мембранным ГП вирусов (ФАМА). Одна-
ко указанные тесты имеют технические сложности 
проведения, финансово затратны и выполняются 
достаточно долго. Наиболее часто для определения 
антител класса IgG к вирусам кори, ЭП и краснухи 
используют коммерческие тест-системы на основе 
иммуноферментного анализа (ИФА). К сожалению, 
они не позволяют выявить основные защитные ан-
титела – нейтрализующие. Кроме того, многими ис-
следователями установлено наличие перекрестной 
иммуноспецифичности большинства коммерческих 
ИФА-тест-систем [20].

Реакция пассивной гемагглютинации (РПГА) – это 
очень простая и недоростоящая серологическая ре-
акция, используемая для обнаружения нейтрализую-
щих антител к вирусам кори, ЭП и краснухи. РПГА 
основана на взаимодействии антител с их гомологич-
ными вирусными антигенами, приводящем к неспо-
собности эритроцитов оседать. Таким образом, эту 
реакцию можно использовать для обнаружения как 
антител, так и антигенов. РПГА, в которой в качестве 
вирусных антигенов применяют вирусные ГП, инду-
цирующие нейтрализующие антитела, носит назва-
ние gpРПГА, и ее можно успешно использовать для 
определения иммуногенности к кори, ЭП и краснухе 
при выявлении нейтрализующих антител у вакцини-
рованных и у переболевших детей и взрослых.

Цель работы – разработать серологические тесты 
gpРПГА для определения нейтрализующих антител 
к вирусам кори, ЭП и краснухи.

Материалы и методы
Культуры клеток. Использовали клеточные куль-

туры коллекции НИИВС им. И.И. Мечникова:  
ЛЭЧ-3 – штамм диплоидных клеток легких эмбри-
она человека; Vero CCL-81 – линию перевиваемых 
клеток почки зеленой мартышки; Vero Е-6 – клоно-
вый вариант линии клеток Vero; Vero ECC – клетки 
Vero из европейской коллекции клеточных культур; 
А549 – линию перевиваемых клеток аденокарциномы 
легких человека; ОКК/А-431 – линию перевиваемых 
клеток дерматокарциномы человека; MeWo – линию 
перевиваемых клеток меланомы человека; ВНК-F – 
перевиваемую клеточную культуру почки сирийского 

хомячка (Франция); ПТП – линию перевиваемых кле-
ток тестикул поросенка; МСК-16 – вариант мезенхи-
мальных стволовых клеток человека. Культуры кле-
ток выращивали на питательной среде DMEM/F-12 
с 10 мМ HEPES, с добавлением 5 или 10% сыворотки 
крупного рогатого скота (ООО НПП «БИОХИМСЕР-
ВИС», Владимир, Россия) и гентамицина 40 мкг/мл.

Вирусы. Применяли холодоадаптированные штам-
мы к репликации в диплоидных клетках ЛЭЧ-3 при 
низкой температуре (30 °С): Ленинград-16-ХА (Л-16-
ХА) – отечественный вакцинный штамм вируса кори; 
ЭП-6-ХА – отечественный вакцинный штамм виру-
са ЭП; RA 27/3-ХА – зарубежный вакцинный штамм 
вируса краснухи; vRub-Ant-ХА – отечественный вак-
цинный штамм вируса краснухи. 

Холодоадаптированные вакцинные штаммы вируса 
кори, ЭП и краснухи были созданы в ФГБНУ НИИВС 
им. И.И. Мечникова (Способ получения четырех-
компонентной культуральной живой вакцины про-
тив кори, ветряной оспы, эпидемического паротита, 
краснухи. Патент на изобретение № 2693440, прио-
ритет 21 февраля 2019, авторы: Зверев В.В., Нагие-
ва Ф.Г., Баркова Е.П., Осокина О.В.).

Иммунные сыворотки и моноклональные антитела 
(МКА). Иммунные сыворотки человека и животных 
к вирусам кори, ЭП, краснухи и к другим вирусам бы-
ли получены из коллекций лаборатории диагностики 
вирусных инфекций ФГБНУ НИИВС им. И.И. Меч-
никова и Московского научно-практического центра 
лабораторных исследований Департамента здравоох-
ранения г. Москвы. МКА к НА штамма Л-16 вируса 
кори, к ГП Е1 штамма Chendehill (C-74) RV вируса 
краснухи были получены в лаборатории ФГБНУ  
НИИВС им. И.И. Мечникова с помощью гибридом-
ной технологии [21, 22].

Определение инфекционной активности вирусов. 
Инфекционную активность вирусов кори, ЭП и крас-
нухи определяли на клеточных культурах Vero CCL-81 
или Vero E-6, выращенных на 24-луночных планше-
тах (Корея). Посевная концентрация клеток состав-
ляла 1 × 105 клеток на лунку. Вируссодержащую жид-
кость (ВСЖ) в разведении от 10−1 до 10−10 вносили 
по 0,2 мл в лунки планшетов с клеточной тест-культу-
рой на 1,0–1,5 ч при температуре 36,5 °С. Затем во все 
лунки вносили по 0,8 мл поддерживающей среды  
DMEM с повышенным содержанием глюкозы без сы-
воротки. Планшеты инкубировали при 35 °С и 5% СО2. 
Результаты титрования вирусов ЭП и краснухи учиты-
вали на 7-е сутки с момента инфицирования в реакции 
гемадсорбции. За титр вируса принимали максималь-
ное разведение вируса, вызывающее гемадсорбцию 
в 50% лунок с инфицированными культурами клеток 
при отсутствии гемадсорбции в контрольных лунках. 
Титр вируса кори определяли по цитопатическому дей-
ствию (ЦПД50/0,2 мл) на инфицированные клетки, ре-
зультаты учитывали на 10-е сутки. 

Постановка реакции гемадсорбции. Готови-
ли 0,25% взвесь дефибринированных эритроцитов 
морских свинок, содержавшихся в растворе Аль-
севера, путем 3-кратного отмывания эритроци-
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тов 0,9% физиологическим раствором (ФР). По 0,3 
мл взвеси эритроцитов вносили в лунки планшета 
с инфицированными и неинфицированными кон-
трольными клетками, предварительно отмытыми 
фосфатно-буферным раствором (ФСБ). Клетки 
с эритроцитами выдерживали 30 мин при темпера-
туре 4 °С и дополнительно 30 мин при комнатной 
температуре. Затем лунки планшета трехкратно от-
мывали от эритроцитов 0,9% ФР и регистрировали 
наличие или отсутствие гемадсорбции в световом 
микроскопе.

Реакция нейтрализации. РН проводили на клеточ-
ной культуре Vero CCL-81 по ранее описанной мето-
дике [23].

Приготовление вирусспецифических гликопроте-
инов. Для приготовления вирусспецифических ГП 
из ВСЖ использовали следующие клеточные культу-
ры: для вируса кори – Vero CCL-81, Vero ECC, ЛЭЧ -3; 
для вирусов ЭП – Vero ССL-81, A549, OKK/A, MCK-16, 
ПТП; для вируса краснухи – Vero E6, BHK-F (Фран-
ция), A549, MCK-16.

Чувствительные культуры клеток выращива-
ли во флаконах площадью 175 см2. Далее их ин-
фицировали ВСЖ и выдерживали в термостате 
при 35 °С в течение 7–8 сут до 70–90% деструкции 
клеток. После этого клетки замораживали при −70 °С 
не менее суток, затем размораживали и центрифуги-
ровали 1500 об/мин в течение 20 мин. В надосадок 
добавляли сахарозно-желатиновый стабилизатор 
и хранили при −70 °С. Для выделения вирусных ГП 
смешивали ВСЖ, фитогемагглютинин (ФГА) в кон-
центрации 25 мкг/мл и 50% взвесь бараньих эритро-
цитов, дефибринированных и трижды отмытых 0,9% 
ФР в соотношении 1 : 10 по объему, соответственно. 
Инкубацию смеси проводили при температуре 4 °С 
в течение 20 ч с периодическим перемешиванием 
для эффективного связывания ГП с ФГА на поверх-
ности эритроцитов. Затем взвесь центрифугировали 
при 1500 об/мин в течение 20 мин. К образовавше-
муся осадку, состоящему из формалинизированных 
бараньих эритроцитов, нагруженных вирусными ГП, 
добавляли ФР. Элюирование вирусных ГП с поверх-
ности эритроцитов выполняли при температуре 37 ºC 

в течение 1 ч. Эритроциты из взвеси удаляли с по-
мощью центрифугирования при 1500 об/мин в тече-
ние 20 мин. Для повышения стабильности получен-
ных вирусных ГП добавляли бычий сывороточный 
альбумин (БСА) до достижения концентрации 1%. 

Определение диагностического титра вирусных 
гликопротеинов в реакции гемагглютинации (РГА). 
В лунки 96-луночного V-образного планшета вноси-
ли по 50 мкл ФСБ. Далее 50 мкл вирусных ГП до-
бавляли в 1-ю лунку и титровали двукратным шагом. 
Затем во все лунки вносили по 50 мкл 0,4% взвеси 
эритроцитов человека (группа крови 1 (0) резус+) 
или морской свинки. После оседания эритроцитов 
в контрольных лунках в виде «пуговки» на дне лунки 
проводили учет результатов. Титр вирусных ГП уста-
навливали по последнему разведению, где в лунке 
эритроциты располагаются в виде «зонтика» (по все-

му дну лунки) и выражали в гемагглютинирующих 
единицах (ГАЕ).

Получение эритроцитарных антигенных диагно-
стикумов на основе бараньих эритроцитов, сен-
сибилизированных вирусными гликопротеинами. 
Сенсибилизацию формалинизированных эритро-
цитов проводили с использованием ГП кори, ЭП 
и краснухи. Для этого эритроцитарную массу ресу-
спендировали в 10-кратном объеме охлажденного 
ФР. Осаждали центрифугированием при 1500 об/
мин в течение 20 мин и готовили взвесь эритроци-
тов с концентрацией 50% в ФР. Затем смешивали ее 
с раствором вирусных ГП, 0,33% хлористого хрома 
(CrCL3) и бидистиллированной водой в соотноше-
нии 1  :  1  :  1  :  10. Полученную смесь инкубировали 
в водяной бане при температуре 42 °С в течение 1 ч. 
Далее добавляли равный объем ФР и центрифугиро-
вали при 1500 об/мин в течение 5 мин. Полученный 
осадок, состоящий из сенсибилизированных эритро-
цитов, ресуспендировали в ФР, обогащенном 1% БСА, 
и дважды промывали этим же раствором. Для прове-
дения gpРПГА готовили 2,5% взвесь сенсибилизи-
рованных формалинизированных эритроцитов в ФР 
с 1% БСА.

Иммуноферментный анализ проводили общепри-
нятым методом. На первом этапе вносили раствор 
антигена (ГП (gp ИФА) или ВСЖ (ИФА)) по 50 мкл 
в лунку, выдерживали ночь при температуре 4 °С, за-
тем лунки планшета блокировали казеиново-сахароз-
ным раствором 90 мин и высушивали планшеты 2 ч 
в термостате при температуре 37 °С с открытой двер-
цей. Для проведения ИФА в лунку вносили по 50 мкл 
разведений образцов иммунных сывороток крови 
человека, мыши или морской свинки в ФСБ с тви-
ном (ФСБ-Т) с двукратным шагом, начиная с разве-
дения 1  : 100, инкубировали 90 мин при температу-
ре 37 °С; планшет промывали 3 раза ФСБ-Т; вносили 
по 50 мкл раствора антивидового конъюгата (BioRad) 
в ФСБ-Т + 1% БСА, инкубировали планшеты 60 мин 
при температуре 37 °С; планшет промывали 3 раза 
ФСБ-Т; вносили раствор тетраметилбензидина, инку-
бировали 15 мин в темном месте; реакцию останав-
ливали серной кислотой, результаты регистрировали 
на спектрофотометре при длине волн 450 нм (длина 
волны сравнения 630 нм). 

Серологический метод постановки gpРПГА для 
определения нейтрализующих антител в иммунных 
сыворотках к вирусам кори, ЭП и краснухи. Тест-си-
стемы gpРПГА для обнаружения нейтрализующих 
антител к вирусам кори, ЭП и краснухи в сыворотках 
человека и животных приготовлены на основе фор-
малинизированных дефибринированных бараньих 
эритроцитов, сенсибилизированных ГП вирусов ко-
ри, ЭП и краснухи. Метод подробно описан для вы-
явления нейтрализующих антител в иммунных сы-
воротках к вирусам ветряной оспы и опоясывающего 
герпеса [23].

Статистические методы. Для статистической об-
работки результатов использовали пакеты программ 
GraphPad Prism 10. 
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Результаты

Для получения ГП вакцинных штаммов вирусов 
кори, ЭП и краснухи использовали клеточные куль-
туры ЛЭЧ-3, Vero CCL-81, Vero E-6, А549, ОКК/А-431, 
MeWo, ВНК-F, МСК-16, ПТП. Данные клеточные 
культуры заражали вакцинными штаммами кори, 
ЭП и краснухи с множественностью инфицирова-
ния 0,01  moi. Инфекционные титры ВСЖ после за-
вершения репликации вирусов в клеточных культурах 
определяли титрованием методом предельного разве-
дения на двух клеточных культурах: ЛЭЧ-3 (вирус 
кори и ЭП) и Vero CCL-81 (вирус кори, ЭП и крас-
нухи). В табл. 1 представлены результаты титрова-
ния по гемадсорбирующей активности вирусов с ис-
пользованием 0,25% взвеси эритроцитов человека 1-й 
группы крови, резус (+) и по ЦПД (вирус кори).

Результаты титрования ВСЖ на клеточных куль-
турах Vero CCL-81 и ЛЭЧ-3, оцененные по реакции 
гемадсорбции, показывают, что штамм Л-16-ХА ви-
руса кори, штамм ЭП-6-ХА вируса паротита и штамм 
RA 27/3-ХА вируса краснухи эффективно репродуци-
руются во всех использованных клеточных культурах 
за исключением клеточной культуры ПТП. При этом 
вирусы кори и краснухи не имеют мембранных вирус-
ных рецепторов к клеткам ПТП, а вирус паротита сла-
бо репродуцируется в клетках ПТП. Также необходимо 
отметить, что вирус кори слабо выявляется при титро-
вании на клетках Vero CCL-81 по реакции гемадсорб-
ции с эритроцитами человека, поскольку известно, что 
гемагглютинин вируса кори наиболее эффективно свя-
зывается с эритроцитами обезьян макак-резус.

Для создания серологического теста gpРПГА с це-
лью выявления нейтрализующих антител в иммунных 
сыворотках человека и животных к вирусам кори, па-
ротита и краснухи необходимо определить титры их 
ГП. Титры ГП вакцинного штамма Л-16-ХА вируса 

кори, вакцинного штамм ЭП-6-ХА вируса ЭП и вак-
цинного штамм RA 27/3-ХА вируса краснухи устано-
вили по РГА с 0,4% взвесью человеческих эритроци-
тов. Для подтверждения воспроизводимости резуль-
татов титрование проводили в 3–4-кратных повторах, 
отклонение в показателях титрования отсутствовало. 
Результаты исследования представлены в табл. 2.

Для дальнейшей работы использовали коревой ГП, 
полученный из инфицированной клеточной культуры 
MeWo, для паротита – из инфицированной клеточ-
ной культуры А549, для краснушного диагностикума – 
из инфицированной клеточной культуры Vero E-6.

В табл. 3 представлены результаты сравнительного 
титрования иммунной сыворотки человека и иммун-
ной сыворотки морской свинки в РН и в gpРПГА. 

Данные результаты показали, что в РН с 1000 дозой 
вирусов кори, ЭП и краснухи и в gpРПГА с помощью 
антигенных диагностикумов на сенсибилизирован-
ных ГП формалинизированных бараньих эритроци-
тах титры не различаются и уровень выявленных ней-
трализующих антител в иммунных сыворотках нахо-
дится в прямой зависимости от титра вирусных ГП.

Основным недостатком коммерческих тест-систем, 
по данным зарубежных авторов, в частности, в серо-
логических реакциях ИФА, является наличие пере-
крестной иммунореактивности.

С целью выяснения наличия или отсутствия пере-
крестной иммунореактивности при использовании 
серологического теста gpРПГА были поставлены 
эксперименты с гомологичными и гетерологичными 
к вирусам сыворотками. 

На рис. 1 представлены титры в gpРПГА гомоло-
гичных к вакцинному штамму Л-16-ХА иммунных 
сывороток человека, морской свинки, лошади и мы-
шиных МКА-221 и МКА-96 к гемагглютинину штам-
ма Л-16 вируса кори. К гетерологичным к вакцинному 
штамму кори Л-16-ХА относятся иммунные сыворот-

Таблица 1. Титры в ГАДЕ50/0,2 мл и ЦПД50/0,2 мл ВСЖ, полученных из клеточных культур, инфицированных вакцинными штаммами кори, 
ЭП и краснухи и титрованных на клетках Vero CCL-81 и ЛЭЧ-3
Table 1. Titers in HAdU50/0.2 mL and CPE50/0.2 mL of virus-containing fluids obtained from cell cultures infected with vaccine strains of measles, 
mumps and rubella and titrated on Vero CCL-81 and HEL-3 cells 

ВСЖ из инфицированных 
клеток

Virus-containing fluid  
from infected cells

Титры вирусов в lg ГАДЕ50/0,2 мл и в ЦПД50/0,2 мл
Virus titers in log10 HAdU50/0.2 mL and in CPE50/0.2 mL

Л-16-ХА / L-16-CА ЭП-6-ХА / EP-6-CА RA 27/3-ХА / RA 27/3-CА

Vero CCL-81* ЛЭЧ-3 / HEL-3** Vero CCL-81* ЛЭЧ-3 / HEL-3* Vero CCL-81*

Vero CCL-81 3,50 ± 0 4,50 ± 0 10,0 ± 0 6,50 ± 0 7,50 ± 0

A549 4,0 ± 0 4,0 ± 0 8,0 ± 0 7,50 ± 0 6,50 ± 0

ОКК/А-431 / OCC/A-431 4,75 ± 0 4,25 ± 0 8,0 ± 0 8,0 ± 0 6,0 ± 0

ЛЭЧ-3 / HEL-3 4,50 ± 0 4,50 ± 0 8,50 ± 0 8,0 ± 0 6,0 ± 0

MeWo 5,50 ± 0 5,00 ± 0 Н.и. / N/A Н.и. / N/A Н.и. / N/A

МСК-16 / MSC-16 Н.и. / N/A Н.и. / N/A 8,0 ± 0 7,50 ± 0 7,50 ± 0

ПТП / PT 0 0 4,0 ± 0 4,0 ± 0 0

Примечание. * – титрование по реакции гемадсорбции (lg ГАДЕ50/0,2 мл); ** – титрование по цитопатическому действию (ЦПД50/0,2 мл);  
Н.и. – не исследовалось.
Note. * – titration by hemadsorption reaction (log10 HAdU50/0.2 mL); ** – titration by cytopathic effect (CPE50/0.2 mL); N/A – not assessed. 
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ки человека и морской свинки к вакцинным штаммам  
ЭП-6-ХА и RA 27/3-ХА соответственно, вируса паро-
тита и краснухи, а также иммунные сыворотки мор-
ской свинки к штамму А169 цитомегаловируса, иммун-
ная сыворотка морской свинки к вакцинному штамму 
vZelVax вируса опоясывающего герпеса.

Полученные результаты четко демонстрируют, что 
сконструированный gpРПГА не обладает спонтан-
ной гемагглютинацией, выявляет нейтрализующие 
защитные антитела человека и животных к вакцин-
ному штамму Л-16-ХА вируса кори и не обладает 
перекрестной иммунореактивностью с иммунными 
сыворотками к другим вирусным агентам. 

На рис. 2 представлены результаты титрования 
в gpРПГА гомологичных к вакцинному штамму ЭП-
6-ХА иммунных сывороток человека, морских сви-
нок и козы. К гетерологичным к вирусу паротита 
относятся иммунные сыворотки человека к вакцин-
ному штамму vZelVax вируса опоясывающего герпе-

са, сыворотка морской свинки к вакцинному штамму 
vZelVax вируса опоясывающего герпеса, сыворотка 
морской свинки к вакцинному штамму RA 27/3-ХА 
вируса краснухи, сыворотка к отечественному вак-
цинному штамму Rub-Ant вируса краснухи, сыворот-
ка морской свинки к вакцинному штамму Л-16-ХА 
вируса кори.

На представленном рисунке четко продемонстри-
ровано отсутствие перекрестной иммунореактив-
ности иммунных сывороток в серологическом тесте 
gpРПГА с созданным антигенным диагностикумом на 
основе ГП вируса ЭП.

На рис. 3 представлены результаты титрования 
в gpРПГА гомологичных иммунных сывороток че-
ловека, козы, морской свинки к вакцинному штам-
му RA 27/3-ХА вируса краснухи и мышиные МКА 
к ГП Е1 штамма Chendehill (C-74) RV вируса крас-
нухи. К гетерологичным иммунным сывороткам 
относятся сыворотки человека и морской свинки 

Таблица 2. Титры гликопротеинов вакцинных штаммов вирусов кори, эпидемического паротита и краснухи, установленных по РГА
Table 2. Titers of glycoproteins of vaccine strains of measles, mumps and rubella viruses established by hemagglutination assay (HA)

ВСЖ из культур клеток 
Virus-containing fluid from 

cell cultures

Титры гликопротеинов из вакцинных штаммов кори, паротита и краснухи, выделенных  
из инфицированных клеточных культур

Glycoprotein titers of measles, mumps and rubella vaccine strains isolated from infected cell cultures

Л-16-ХА / L-16-CА   ЭП-6-ХА / EP-6-CА RA 27/3-ХА / RA 27/3-CА

Vero CCL-81 1 : 8 ± 0 1 : 16 ± 0 1 : 16 ± 0

Vero E-6 Н.и. / N/A Н.и. / N/A 1 : 16 ± 0

А549 1 : 16 ± 0 1 : 64 ± 0 1 : 32 ± 0

OКК/А-431 / OCC/A-431 1 : 8 ± 0 1 : 64 ± 0 1 : 32 ± 0

МСК-16 / MSC-16 1 : 4 ± 0 1 : 8 ± 0 1 : 8 ± 0

MeWo 1 : 16 ± 0 Н.и. / N/A Н.и. / N/A

ПТП / PT Н.и. / N/A 1 : 16 ± 0 < 2 ± 0

Примечание. Н.и. – не исследовалось. 
Note. N/A – not assessed.

Таблица 3. Сравнительное титрование иммунных сывороток человека и морской свинки к вирусам кори, ЭП и краснухи в РН (титры  
в ГАДЕ50/0,2 мл и ЦПД50/0,2 мл) и в gpРПГА (титр в ГАЕ50/0,5 мл) 
Table 3. Comparative titration of human and guinea pig immune sera to measles, mumps and rubella viruses in VNT (titers in HAdU50/0.2 mL  
and CPE50/0.2 mL) and in gpPHAR (titer in HAU50/0.5 mL)

Иммунные cыворотки
Immune sera

Сравнительные титры иммунных сывороток в двух серологических реакциях
Comparative titers of immune sera in two serological reactions

РН в ГАДЕ50/0,2 мл
VNT in HAdU50/0.2 mL

gpРПГА в ГАЕ50/0,5 мл
gpPHAR in HA50/0.5 mL

Л-16-ХА  / 
L-16-CА*

ЭП-6-ХА /  
EP-6-CА

RA 27/3-ХА / 
RA 27/3-CА

Л-16-ХА  / 
L-16-CА

ЭП-6-ХА / 
EP-6-CА

RA 27/3-ХА 
/ RA 27/3-CА

Иммунная сыворотка человека 
Human immune serum 1 : 800 ± 0 1 : 3200 ± 0 1 : 800 ± 0 1 : 800 ± 0 1 : 3200 ± 0 1 : 800 ± 0

Иммунная сыворотка морской свинки
Guinea pig immune serum 1 : 1600 ± 0 1 : 3200 ± 0 1 : 1600 ± 0 1 : 1600 ± 0 1 : 3200 ± 0 1 :1 600 ± 0

Неиммунная сыворотка человека
Non-immune human serum immune human serum 0 0 0 < 2 < 2 < 2

Неиммунная сыворотка морской свинки
Non-immune guinea pig serum 0 0 0 < 2 < 2 < 2

Примечание. * – оценка титра в ЦПД50/0,2 мл.
Note. * – titer assessment in CPE50/0.2 mL.
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к вакцинным штаммам вирусов кори, паротита, 
опоясывающего герпеса, сыворотка морской свин-
ки к цитомегаловирусу.

Результаты титрования иммунных сывороток 
в gpРПГА позволяют утверждать, что сконструиро-
ванный антигенный диагностикум на основе ГП Е1 
вакцинного штамма RA 27/3-ХА вируса краснухи 
не вызывает спонтанной гемагглютинации и не обла-
дает перекрестной иммунореактивностью, что осо-
бенно важно для постановки правильного диагноза 
и оценки качества вакцинных препаратов по титрам 
индуцированных нейтрализующих антител.

Известно, что высокой чувствительностью к виру-
су кори обладают клеточные культуры Vero CCL-81 
и Vero ECC. Из инфицированных вакцинным штам-
мом Л-16-ХА вируса кори клеточных культур были 
извлечены ГП с помощью лектина ФГА. На основе 
выделенных ГП приготовлены антигенные диагно-
стикумы на формалинизированных бараньих эритро-
цитах для титрования в gpРПГА 14 иммунных сыво-
роток детей, переболевших коревой инфекцией. Было 
показано, что титры нейтрализующих антител у де-
тей, переболевших коревой инфекцией, выявленные 
в gpРПГА двумя антигенными диагностиками, отли-
чаются только на один двукратный шаг.

Далее обследовали образцы сывороток крови 11 па-
циентов с подозрением на ЭП в трех серологических 
тестах в gpРПГА, gpИФА и в ИФА.

Анализ результатов, представленных в табл. 4, по-
казывает, что все 11 исследованных иммунных сы-
вороток были положительными на паротит во всех 
в трех серологических тестах. Результаты демонстри-
руют высокую чувствительность gpРПГА: в боль-
шинстве случаев титры образцов в gpРПГА оказались 
выше, чем в gpИФА и в ИФА.

На рис. 4 представлены результаты титрования 
в ГАЕ50/0,5 мл в gpРПГА и gpИФА иммунных сыво-
роток детей, переболевших краснухой до 2000 г., чьи 
сыворотки хранились при −20 °С.

Анализ результатов титрования показывает, что 
преимущественно иммунные сыворотки имеют оди-
наковые показатели титров, иногда отличаясь на один 
шаг титра. При этом в большинстве случаев титры 
в gpИФА оказались ниже титров, чем в gpРПГА, что 
подтверждает высокую чувствительность разрабо-
танной тест-системы.

Обсуждение
Серологический надзор за коревой, паротитной 

и краснушной инфекциями, т.е. измерение серопре-

Рис. 1. Титры в gpРПГА гомологичных и гетерологичных 
иммунных сывороток и моноклональных антител к вакцинному 

штамму Л-16-ХА вируса кори.
1 – сыворотка человека к вирусу кори; 2 – сыворотка морской свинки  
к вирусу кори; 3 – сыворотка лошади к вирусу кори; 4 – МКА-221 к ге-
магглютинину вируса кори; 5 – МКА-96 к гемагглютинину вируса кори;  
6 – сыворотка человека к вирусу эпидемического паротита; 7 – сыворот-
ка человека к вирусу краснухи; 8 – сыворотка морской свинки к цитоме-
галовирусу; 9 – сыворотка человека к вирусу опоясывающего герпеса;  

10 – контроль диагностикума.
Fig. 1. Titers in gpPHAR of homologous and heterologous immune 

sera and monoclonal antibodies to the measles vaccine strain L-16-CA.
1 – human serum to measles virus; 2 – guinea pig serum to measles virus; 
3 – horse serum to measles virus; 4 – mouse mAb-221 to hemagglutinin 
of measles virus; 5 – mouse mAb-96 to hemagglutinin of measles virus;  
6 – human serum to mumps virus; 7 – human serum to rubella virus;  
8 – guinea pig serum to cytomegalovirus; 9 – human serum to herpes zoster 

virus; 10 – diagnostic control.

Рис. 2. Титры в gpРПГА гомологичных и гетерологичных 
сывороток к вакцинному штамму ЭП-6-ХА вируса 

эпидемического паротита.
1 – сыворотка человека к вирусу эпидемического паротита; 2 – сыворот-
ка морской свинки к вирусу эпидемического паротита; 3 – сыворотка ко-
зы к вирусу эпидемического паротита; 4 – сыворотка человека к вирусу 
опоясывающего герпеса человека; 5 – сыворотка морской свинки к ви-
русу опоясывающего герпеса; 6 – сыворотка морской свинки к штамму 
RA 27/3-ХА вируса краснухи; 7 – сыворотка морской свинки к штамму 
Rub-Ant вируса краснухи; 8 – сыворотка морской свинки к вирусу кори; 

9 – контроль диагностикума.
Fig. 2. Titers in gpPHAR of homologous and heterologous immune 

sera to the vaccine strain EP-6-CA of the mumps virus.
1 – human serum to mumps virus; 2 – guinea pig serum to mumps virus;  
3 – goat serum to mumps virus; 4 – human serum to human herpes zoster 
virus; 5 – guinea pig serum to herpes zoster virus; 6 – guinea pig serum to 
the rubella virus strain RA 27/3-CА; 7 – guinea pig serum to the rubella virus 
strain Rub-Ant; 8 – guinea pig serum to measles virus; 9 – diagnostic control.
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валентности антител к данным инфекциям, является 
важным инструментом для мониторинга комплексно-
го иммунитета, охвата вакцинацией и долгосрочного 
иммунитета, вызванного вакцинами, который позво-
ляет выявить пробелы в иммунитете и тем самым по-
мочь в более быстром управлении вспышками коре-
вой, паротитной и краснушной инфекциями.

Для оценки комплексного иммунитета и содействия 
оперативным действием по сдерживанию инфекци-
онных вспышек необходимы высокопроизводитель-
ные, эффективные и точные методы.

Нейтрализующие антитела против коревой, паро-
титной и краснушной инфекций являются хорошим 
показателем клинической защиты от данных инфек-
ций, однако их трудно измерить [24].

В связи с этим целью настоящей работы было со-
здание высокочувствительного, специфичного и про-
стого серологического теста, не обладающего пере-
крестной иммунноспецифичностью с иммунными 
сыворотками к другим вирусным агентам.

Ранее мы показали, что эти требования полностью 
соответствуют серологическому тесту gpРПГА при 
определении нейтрализующих антител в иммунных 
сыворотках к вирусу ветряной оспы и опоясывающе-
го герпеса [23].

В данной работе мы описали создание трех сероло-
гических тест-систем gpРПГА, использованных для 
оценки нейтрализующих антител в иммунных сыво-
ротках к вирусам кори, ЭП и краснухи.

Были определены высокочувствительные клеточные 
культуры к трем вирусам, позволяющие извлечь вирус-
ные ГП в титрах, достаточных для создания антиген-
ных диагностикумов и сенсибилизации их на форма-
линизированных бараньих эритроцитах. Антигенные 
диагностикумы сохраняют свою эффективность при 
хранении при температуре −70 °С до использования.

Рис. 3. Титры в gpРПГА гомологичных и гетерологичных 
иммунных сывороток к штамму RA 27/3-ХА вируса краснухи.

1 – сыворотка человека к вирусу краснухи; 2 – сыворотка козы к вирусу 
краснухи; 3 – МКА-257 к гликопротеину Е1 вируса краснухи; 4 – сыво-
ротка человека к штамму Л-16-ХА вируса кори; 5 – сыворотка морской 
свинки к штамму Л-16-ХА вируса кори; 6 – сыворотка  человека к штам-
му ЭП-6-ХА вируса паротита; 7 – сыворотка морской свинки к штамму 
ЭП-6-ХА вируса паротита; 8 – сыворотка морской свинки к цитомегало-
вирусу; 9 – сыворотка морской свинки к вирусу опоясывающего герпеса; 

10 – контроль диагностикума
Fig. 3. Titers in gpPHAR of homologous and heterologous immune 

sera to the rubella virus strain RA 27/3-CA
1 – human serum to rubella virus; 2 – goat serum to rubella virus; 3 – murine 
mAb-257 to rubella virus glycoprotein E1; 4 – human serum to the strain 
L-16-CA of measles virus; 5 – guinea pig serum to the strain L-16-CA of 
measles virus; 6 – human serum to the EP-6-CA strain of mumps virus;  
7 – guinea pig serum to the EP-6-CA strain of mumps virus; 8 – guinea pig 
serum to cytomegalovirus; 9 – guinea pig serum to herpes zoster virus; 10 – 

diagnostic control.

Рис. 4. Определение титров иммунных сывороток в gpРПГА  
и gpИФА на основе гликопротеинов штамма RA 27/3-ХА 

вируса краснухи.
Fig. 4. Determination of titers of immune sera in gpPHAR  
and gpELISA based on glycoproteins of the RA 27/3-CA  

strain rubella virus.

Таблица 4. Сравнительные титры сывороток пациентов с подозре-
нием на паротитную инфекцию, поставленную в 3 серологических 
тестах
Table 4. Comparative serum titers of patients with suspected mumps 
infection, determined in 3 serological tests

Иммунные 
cыворотки

Immune sera

Титры сывороток  
в различных серологических тестах
Serum titers in various serological tests

gpРПГА 
gpPHAR

gpИФА 
gpELISA

ИФА 
ELISA

№ 1 1 : 3200 1 : 200 1 : 800

№ 2 1 : 3200 1 : 3200 1 : 6400

№ 3 1 : 6400 1 : 200 1 : 400

№ 4 1 : 800 1 : 3200 1 : 400

№ 5 1 : 3200 1 : 3200 1 : 800

№ 6 1 : 6400 1 : 400 1 : 200

№ 7 1 : 3200 1 : 3200 1 : 800

№ 8 1 : 3200 1 : 200 1 : 800

№ 9 1 : 3200 1 : 3200 1 : 400

№ 10 1 : 1600 1 : 1600 1 : 1600

№ 11 1 : 6400 1 : 1600 1 : 400
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Было проведено сравнительное титрование иммун-
ных сывороток человека и морских свинок к вакцинным 
штаммам Л-16-ХА вируса кори, ЭП-6-ХА вируса паро-
тита и RA 27/3-ХА вируса краснухи в двух серологиче-
ских реакциях: РН и gpРПГА. Установлена 100% кор-
реляция титров нейтрализующих антител в иммунных 
сыворотках к кори, паротиту и краснухе (табл. 3).

В сконструированных серологических тестах 
gpРПГА, созданных на ГП вирусов кори, паротита 
и краснухи, сенсибилизированных на формалинизи-
рованных бараньих эритроцитах для выявления ней-
трализующих антител, четко установлено отсутствие 
перекрестной иммуноспецифичности (рис. 1–3).

С использованием трех серологических тест-систем 
gpРПГА, gpИФА, ИФА поставлено сравнительное ти-
трование иммунных сыворотках переболевших паро-
титом пациентов (табл. 4). Гомологичные результаты, 
положительные на паротит, установлены во всех трех 
серологических тестах: gpРПГА, gpИФА и в ИФА.

Заключение
Важным компонентом иммунного ответа являет-

ся гуморальный иммунитет, который обеспечивают 
нейтрализующие антитела. Преимуществом gpРПГА 
является определение исключительно защитных ней-
трализующих антител, индуцируемых вирусами как 
в организме человека, так и животных; gpРПГА не об-
ладает перекрестной иммунореактивностью, в отли-
чие от иммуноферментных тест-систем; gpРПГА об-
ладает высокой чувствительностью и специфично-
стью; gpРПГА – 100% воспроизводимая тест-система 
и может быть легко воспроизведена в любой клини-
ческой лаборатории.
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