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VALIDATION  OF REAL-TIME REVERSE TRANSCRIPTION 
POLYMERASE CHAIN REACTION FOR INDIRECT ASSESSMENT OF FMD VIRUS TITRE

ВАЛИДАЦИЯ  ОБРАТНО-ТРАНСКРИПТАЗНОЙ ПЦР В РЕЖИМЕ 
РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ ДЛЯ ОПОСРЕДОВАННОЙ ОЦЕНКИ ТИТРА ВИРУСА ЯЩУРА 

SUMMARY
Procedure for validation of the method for indirect assessment of cultural FMD virus titre (TFMDV) in raw materials used for vaccine 
production with real time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCRrt) based on determined amplification threshold 
cycle value (Ct) using linear regression model, TFMDV = –0.2956Ct + 11.4650, is described in the paper. Testing results for 390 samples 
of cultural FMD virus were analyzed and basic validation characteristics of the proposed method: specificity, accuracy, precision, 
limit of detection and limit of quantification, application scope and linearity, were defined. Validation results for the method for 
indirect assessment of FMD virus titre with RT-PCRrt met the acceptance criteria.

Key words: foot-and-mouth disease (FMD), virus infectivity titre, validation, RT-PCRrt, amplification threshold cycle.

РЕЗЮМЕ
В статье описан процесс валидации методики для опосредованной оценки титра культурального вируса ящура (Твя) в сырье 
для вакцины методом полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией в режиме реального времени на осно-
вании установленной величины порогового цикла амплификации (Ct) с применением линейной регрессионной модели 
Твя = –0,2956Ct + 11,4650. Проведен анализ полученных результатов исследования 390 проб культурального вируса ящура 
и определены основные валидационные характеристики предложенной методики: специфичность, правильность, преци-
зионность, предел обнаружения и количественного определения, диапазон применения и линейность. Результаты вали-
дации методики для опосредованной оценки титра вируса ящура в ОТ-ПЦР-РВ удовлетворяли критериям приемлемости.

Ключевые слова: ящур, титр инфекционной активности вируса, валидация, ОТ-ПЦР-РВ, пороговый цикл амплификации.
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ВВЕДЕНИЕ
Производство вакцин для ветеринарного приме-

нения должно полностью гарантировать соответствие 
выпускаемой продукции своему назначению и предъ-
являемым к нему требованиям. Для достижения этих 
целей на предприятиях функционирует система обес-
печения качества промежуточного сырья и готовой 
продукции, которая включает в себя проведение де-
тального контроля всех этапов изготовления вакцины.

В процессе производства противоящурных вакцин 
важную роль играет аналитический контроль сырья, 
в частности, определение титра инфекционной актив-
ности вируса ящура, репродуцированного в суспензи-
онной перевиваемой культуре клеток из почки ново-
рожденного сирийского хомячка (ВНК-21/2-17). Одним 
из методов опосредованной оценки титра вируса ящу-
ра в сырье для вакцины является полимеразная цепная 
реакция с обратной транскрипцией в режиме реально-
го времени (ОТ-ПЦР-РВ) [9, 10], позволяющая опреде-
лять количество копий генома и полных инфекционных 
частиц вируса, которые вызывают появление призна-
ков цитопатического действия (ЦПД) в чувствительных 
культурах клеток [1, 6, 8, 9]. Результаты исследований 
Ж. А. Шажко (1980), А. П. Пономарева, М. В. Котовой и со-
авт. (1983) подтверждают, что за инфекционную актив-
ность ответственны преимущественно полные частицы 
вируса ящура. Известно, что в вирусных суспензиях на-
ряду с инфекционными присутствуют неинфекционные 
146S частицы, однако их количество незначительно 
и составляет примерно 1:10000 [6]. Данные научных 
публикаций T. R. Doel (1982), Н. С. Мамкова, В. Л. Узю-
мова и соавт. (1983), Р. Р. Рюкерта (1989) свидетельству-
ют о  наличии корреляции между количеством 146S 
частиц вируса ящура и степенью его цитопатогенного 
действия в зараженной культуре клеток [1, 6]. Изложен-
ные сведения доказывают возможность применения 
ОТ-ПЦР-РВ для опосредованного определения титра 
вируса ящура в сырье для вакцины [8].

Оценку пригодности количественного варианта  
ОТ-ПЦР-РВ с использованием ранее предложенной ли-
нейной регрессионной модели: Твя = –0,2956Ct + 11,4650, 
где Твя – титр вируса ящура; Ct – пороговый цикл ампли-
фикации [8], проводят на основе результатов валида-
ции, предполагающей определение специфичности, 
правильности, прецизионности, диапазона примене-
ния и линейности аналитической методики, а также 
предела обнаружения и количественного определения 
аналита [2–4, 9].

В отношении рассматриваемой методики  ОТ-ПЦР-РВ 
под специфичностью понимают способность однознач-
но количественно определять наличие инфекцион-
ных частиц вируса ящура, вызывающих развитие ЦПД 
в культуре клеток из почки свиньи (IB-RS-2) [4] при на-
личии в анализируемой пробе посторонних антиген-
ных компонентов.

Получение результатов с  высокой степенью до-
стоверности возможно исключительно при исполь-
зовании точной методики, с помощью которой итоги 
измерения близки к  эталонному значению величи-
ны [2]. Точность количественной методики раскрыва-
ют понятия правильности и прецизионности. Под пра-
вильностью в данном случае рассматривают близость 
среднего значения титра вируса ящура, полученного 
на основании большой серии экспериментов, к эталон-
ному значению. Под прецизионностью предложенной 
методики понимают степень разброса результатов из-

мерений пороговых циклов амплификации между се-
риями измерений, проведенных для множества проб, 
которые взяты из одного и того же образца в услови-
ях, регламентированных методикой [2, 7]. Для оценки 
уровня достижения необходимого качества результа-
тов проводят анализ повторяемости в условиях сходи-
мости и воспроизводимости, определяя абсолютные 
и относительные показатели вариации [2, 3, 7, 11, 12].

Пределом обнаружения рассматриваемой анали-
тической методики считают наименьшее количество 
инфекционных частиц вируса ящура в пробе, вызыва-
ющих развитие ЦПД, которое может быть обнаружено, 
но не обязательно определено количественно [5, 7]. 
Пределом количественного определения в  данном 
случае является наименьшее значение титра вируса 
ящура, которое можно количественно определить 
с соответствующей правильностью и прецизионностью 
методики [2].

Показателем того, что существует прямо пропор-
циональная зависимость значений порогового цик-
ла амплификации и  титра вируса ящура в  пределах 
аналитической области методики, является ее линей-
ность [2, 7, 11]. Диапазоном применения разработан-
ной методики считают интервал между наибольшим 
и наименьшим значениями титра вируса, в котором 
предложенный алгоритм определения аналита имеет 
приемлемый уровень прецизионности, правильности 
и линейности [2, 12].

Цель исследований – оценка пригодности методики 
опосредованной оценки титра инфекционной активно-
сти  культурального  вируса ящура в сырье для вакцины  
методом ОТ-ПЦР-РВ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследуемый материал. В  работе использовали 

культуральный вирус ящура вакцинных штаммов: 
А № 2187/Кути/2013, А № 2029/Турция/2006, А № 2171/
Кабардино-Балкарский/2013, О  №  2212/Примор-
ский/2014, О  №  2047/08/Саудовская Аравия 120/29, 
О1 № 1618/Чечено-Ингушский/66, Азия-1 № 2145/Тад-
жикистан/2011, Азия-1 № 1946/Шамир Израиль 3/89, 
САТ-2/Кения  183/74, САТ-2/Саудовская Аравия/2000, 
репродукцию которых осуществляли в суспензионной 
перевиваемой культуре клеток ВНК-21/2-17.

Обратно-транскриптазная полимеразная цепная 
реакция в режиме реального времени (ОТ-ПЦР-РВ). По-
становку анализа проводили, как описано А.  П.  По-
номаревым и  соавт.  [6]. Результаты ОТ-ПЦР-РВ пред-
ставляли в виде расчетных значений титра. Расчетным 
титром вируса считали значение, полученное при ана-
лизе порогового цикла амплификации для отобранных 
проб относительно калибровочных проб вируса ящура 
с известным титром. Для построения калибровочных 
графиков применяли функцию «Количественный ана-
лиз» программного обеспечения амплификатора Rotor-
Gene 6000 Series Software v. 1.8.17.5.

Титрование вируса ящура в  чувствительной кле-
точной линии. Для определения титра инфекционной 
активности (lg  ТЦД50/см3) вакцинных штаммов куль-
турального вируса ящура применяли перевиваемую 
монослойную культуру клеток IB-RS-2 [4].

Оценка специфичности методики. Специфичность 
методики оценивали по относительной погрешности 
(e) результатов, полученных одновременно с использо-
ванием валидируемой методики ОТ-ПЦР-РВ [6] и титро-

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | БИОТЕХНОЛОГИЯ ORIGINAL ARTICLES | BIOTECHNOLOGY



45ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ МАРТ №1 {28} 2019

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | БИОТЕХНОЛОГИЯ ORIGINAL ARTICLES | BIOTECHNOLOGY

Свободный член b находили при анализе 10 модель-
ных образцов с титрами вируса ящура: 1,00; 2,00; 3,00; 
4,00; 5,00; 6,00; 7,00; 7,50; 8,00; 9,00 lg ТЦД50/см3.

Вычисление предела количественного определения 
титра вируса ящура (ПКОТвя). Минимальное значение 
титра вируса ящура, определенное с  соответствую-
щей правильностью и  прецизионностью валидиру-
емой методики, рассчитывали, применяя формулу:  
ПКОТвя = 10 × Sb / k [7, 11]. Полученное значение ПКОТвя 
подтверждали прямым экспериментом при исследова-
нии 13 модельных суспензий культурального вируса 
с титрами, близкими к найденному значению преде-
ла количественного определения. Анализ проводили 
в 5 повторениях. Результаты исследования считали до-
стоверными при p < 0,005.

Определение диапазона применения методики. Для 
оценки аналитической области валидируемой методи-
ки исследовали 11 модельных образцов со следующи-
ми значениями титра вируса ящура: 0,50; 1,00; 2,00; 3,00; 
4,00; 5,00; 6,00; 7,00; 8,00; 9,00; 9,50 lg ТЦД50/см3 в 5 по-
вторениях.

Оценка линейности методики. Существование ли-
нейной зависимости порогового цикла амплификации 
и титра вируса ящура в пределах диапазона примене-
ния методики проверяли в ходе эксперимента, опреде-
ляя Ct для 40 проб с различными количествами аналита 
в 5 повторениях. Полученные данные обрабатывали 
методом наименьших квадратов с  использованием 
регрессии вида: Ct = k × Твя + b, где k – угловой коэффи-
циент; b – свободный член. Достоверность результатов 
анализа подтверждали, вычисляя коэффициент корре-
ляции (r), который по модулю должен быть ≥ 0,99 [5, 7].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
На начальном этапе работы проводили оценку 

специ фичности валидируемой методики для опосредо-
ванной оценки титра вируса ящура в сырье для вакци-
ны с помощью ОТ-ПЦР-РВ. Подготавливали 10 модель-
ных образцов, добавляя к суспензиям 146S компонент, 
определяющих инфекционную активность вируса [1, 9], 
смесь 75S, 12S и 3,8S компонентов для выявления воз-
можного их влияния на специфичность данной методи-
ки. Качественный и количественный состав модельных 
образцов, а также результаты определения относитель-
ной погрешности (e) при исследовании в ОТ-ПЦР-РВ от-
ражены в таблице 1.

Как следует из таблицы 1, относительная погреш-
ность опосредованного определения титра вируса ящу-
ра с помощью валидируемой методики при количестве 
инфекционных частиц 9,00–8,03; 8,03–7,02;  7,02–6,04; 
6,04–5,04; 5,04–4,00; 4,00–3,01; 3,01–2,05;  2,05–1,00; 
1,00–0,50 lg ТЦД50/см3 составляла 0,11–0,63; 0,12–0,57; 
0,14–0,83; 0,17–0,79; 0,20–1,00; 0,50–1,99;  0,66–3,41; 
0,49–5,00; 1,00–16,00% соответственно. То есть отмеча-
ли высокую специфичность методики для суспензий 
с титрами вируса ящура от 1,00 до 9,00 lg ТЦД50/см3, при 
исследовании которых относительная погрешность не 
превышала 5%.

На следующем этапе работы оценивали правиль-
ность валидируемой методики, тестируя в  ОТ-ПЦР-РВ 
390 проб культурального вируса ящура с титрами ин-
фекционной активности от  1,00 до  9,00  lg  ТЦД50/ см3 

(с шагом 0,25  lg  ТЦД50/см3). Значения титра, выхо-
дящие за указанный диапазон, не использовали 
в  анализе, поскольку в  процессе промышленного 

ванием вируса в культуре клеток IB-RS-2 [4]. Проводили 
исследование 10 модельных смесей культурального 
вируса ящура, которые содержали разное количество 
инфекционных частиц, вызывающих развитие ЦПД 
в клеточной линии IB-RS-2, в смеси с 75S, 12S и 3,8S ком-
понентами, которые не оказывают подобного эффекта 
на клетки [1, 4, 9]. Фракционирование культурального 
вируса ящура на компоненты осуществляли с  помо-
щью ультрацентрифугирования в  градиенте плотно-
сти сахарозы [9]. Анализ выполняли в 6 повторностях. 
Относительную погрешность находили по формуле: 
е = (Твяˡ – Твя)/Твя, где Твяˡ – титр вируса по результатам  
ОТ-ПЦР-РВ; Твя  – титр вируса по итогам титрования 
в культуре клеток IB-RS-2. 

Специфичность методики считали высокой при 
e ≤ 5% [7, 11].

Оценка правильности методики. Для определения 
правильности методики проводили анализ 390 проб 
культурального вируса ящура с известными значения-
ми титра, осуществляя постановку количественного ва-
рианта ОТ-ПЦР-РВ. Данные были представлены в виде 
уравнения линейной зависимости между эксперимен-
тально найденными в ОТ-ПЦР-РВ (у) и эталонными зна-
чениями титра вируса (x): y = k × x + b. Для полученной 
функции проверяли гипотезы о равенстве тангенса угла 
наклона (k) единице и равенстве свободного члена (b) 
нулю. При доказательстве верности указанных гипотез 
со степенью надежности, равной 0,05, использование 
валидируемой методики дает свободные от ошибки 
результаты [2, 5, 7, 12].

Анализ прецизионности методики. Для оценки пре-
цизионности предложенной методики ОТ-ПЦР-РВ в ус-
ловиях сходимости и воспроизводимости рассчитыва-
ли абсолютные и относительные показатели вариации.

Определение абсолютных показателей вариации. 
Размах вариации (R) определяли как разность между 
наибольшим и наименьшим значениями порогового 
цикла амплификации: R  =  Ctmax  –  Ctmin. Индивидуаль-
ное линейное отклонение (di) находили по формуле: 
di  =│Cti  –  Ctср│. Среднее линейное отклонение (dср) 
рассчитывали как среднее арифметическое из индиви-
дуальных линейных отклонений: dср = ∑│di│ / N, где di – 
индивидуальные линейные отклонения пороговых ци-
клов амплификации; N – объем совокупности. Оценку 
дисперсии (δ2) показателей проводили с использова-
нием формулы: δ2 = (∑di

2) / N. Для характеристики разме-
ров вариации Ct рассчитывали среднее квадратичное 
отклонение (δ), пользуясь формулой: δ = √(δ2) [2].

Определение относительных показателей вариа-
ции. Расчет коэффициента осцилляции (VR) проводили, 
пользуясь формулой: VR = R / Ctср × 100. Линейный ко-
эффициент вариации (Cd) рассчитывали по формуле: 
Сd = dср / Сtср × 100. Для оценки колеблемости индиви-
дуальных значений пороговых циклов амплификации 
определяли коэффициент вариации (Cδ) по формуле: 
Cδ =  δ  /  Ctср  ×  100  [2]. Метод считают надежным при 
Cδ < 2% в условиях сходимости и Cδ < 3% в условиях 
воспроизводимости [2, 7].

Расчет предела обнаружения титра вируса ящура 
(ПОТвя ). Наименьшее количество инфекционных частиц 
вируса ящура с использованием валидируемой мето-
дики находили по формуле: ПОТвя = 3,3 × Sb / k, где Sb – 
стандартное отклонение аналитического сигнала, кото-
рое соответствует стандартному отклонению свободного 
члена (b); k – тангенс угла наклона [5, 7]. 
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получения  суспензий вируса ящура титр инфекци-
онности преимущественно находится в  диапазоне 
от  6,0 до  8,5  lg  ТЦД50/ см3. Результаты исследования 
представлены на рисунке 1 в виде линейной функции 
y = 0,9985x + 0,0113, которая при степени достоверно-
сти (R2) 0,9995 подтверждает, что тангенс угла наклона 
(k) стремится к единице (k = 0,9985), а свободный член 
(b) – к нулю (b = 0,0113). Из анализа полученных данных 
следует, что использование валидируемой методики по-
зволяет получать достоверные результаты.

Проводили оценку прецизионности методики опос-
редованного определения титра инфекционной ак-
тивности вируса ящура в сырье для вакцины методом 
ОТ-ПЦР-РВ с расчетом абсолютных и относительных 
показателей вариации данных анализа.

Прецизионность в условиях сходимости оценива-
ли по вариабельности результатов ОТ-ПЦР-РВ внутри 
одного исследования 5 суспензий культурального ви-
руса ящура с титрами: 1,0; 5,0; 7,0; 8,0; 9,0 lg ТЦД50/см3, 
которые одновременно тестировал один оператор на 
одном приборе в 20 повторениях. Результаты статисти-
ческого анализа полученной совокупности пороговых 
циклов амплификации (Ctj) отражены в таблице 2 и на 
рисунке 2. Из данных таблицы 2 следует, что размах 
вариации составил 0,05–0,22; среднее линейное от-
клонение – 0,007–0,042, то есть уровень вариации Ctj 
в полученных выборках при указанных титрах вируса 
относительно средней величины признака был низ-
кий. Коэффициент дисперсии находился в диапазоне 
9,4 × 10-5–3,9 × 10-3, среднее квадратичное отклонение 
составило 0,010–0,056, что подтверждает незначитель-
ную степень отклонений индивидуальных значений Ctj 
от среднего арифметического (Ctср). Таким образом, по 

результатам анализа абсолютных показателей вариа-
ции колеблемость индивидуальных значений в выбор-
ках низкая, а значения пороговых циклов амплифика-
ции представляют собой надежную совокупность.

Для исследования колеблемости полученных значе-
ний Ctj внутри генеральной совокупности определяли 
относительные показатели вариации. Коэффициент ос-
цилляции составлял 0,427–0,662%, следовательно, от-
носительное изменение крайних значений Ctj по срав-
нению со средней величиной во всех выборках низкое. 
Линейный коэффициент вариации находился в диапа-
зоне 0,089–0,118%, следовательно, доля усредненного 
значения отклонений от Ctср в каждой совокупности не-
значительна. Коэффициент вариации индивидуальных 
значений пороговых циклов составил 0,116–0,158%, 
что соответствует общим требованиям, предъявляе-
мым к валидируемым методикам (Cδ < 2%) [2, 5].

Как следует из таблицы 2 и рисунка 2, при увеличе-
нии титра вируса от 1,00 до 9,00 lg ТЦД50/см3 отмечалось 
снижение вариации значений каждого из показателей 
внутри выборок, тем самым степень достоверности 
опосредованного количественного определения ана-
лита с помощью ОТ-ПЦР-РВ возрастала. Таким образом, 
при исследовании суспензий вируса ящура с титрами 
от 1,00 до 9,00 lg ТЦД50/см3 в 20 повторениях с помощью 
предложенной методики одним оператором получены 
однородные и надежные совокупности значений поро-
говых циклов, которые можно применять для опосре-
дованного выражения в виде титра вируса.

Следующий этап работы был посвящен исследо-
ванию прецизионности методики ОТ-ПЦР-РВ в  усло-
виях воспроизводимости. Для этого анализ суспен-
зий культурального вируса ящура проводили два 

Таблица 1
Оценка специфичности методики опосредованной оценки титра вируса ящура в сырье для вакцины с применением ОТ-ПЦР-РВ 
(n = 6, M ± m)

№ смеси

Соотношение компонентов смеси Титр вируса ящура, lg ТЦД50/см3

Относительная погрешность (e) 
при расчете титра вируса методом 

ОТ-ПЦР-РВ, %146S частицы 75S + 12S + 3,8S 
компоненты

в клетках линии  
IB-RS-2

результаты  
ОТ-ПЦР-РВ в виде 

расчетных 
значений титра

1 1 0 9,00 ± 0,09 8,98 ± 0,02 0,11–0,44

2 1 10 8,03 ± 0,08 8,02 ± 0,04 0,12–0,63

3 1 102 7,02 ± 0,13 7,00 ± 0,02 0,14–0,57

4 1 103 6,04 ± 0,18 6,02 ± 0,03 0,17–0,83

5 1 104 5,04 ± 0,15 5,02 ± 0,03 0,20–0,79

6 1 105 4,00 ± 0,14 3,99 ± 0,03 0,50–1,00

7 1 106 3,01 ± 0,18 3,05 ± 0,02 0,66–1,99

8 1 107 2,05 ± 0,14 2,01 ± 0,03 0,49–3,41

9 1 108 1,00* 0,98 ± 0,03 1,00–5,00

10 1 108,7 0,50* 0,53 ± 0,05 4,00–16,00

* значения титра получены с помощью теоретических расчетов, исходя из кратности разведений.

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | БИОТЕХНОЛОГИЯ ORIGINAL ARTICLES | BIOTECHNOLOGY



47ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ МАРТ №1 {28} 2019

Сравнительный анализ данных, полученных при 
оценке прецизионности методики, позволил доказать, 
что в условиях сходимости степень достоверности ре-
зультатов опосредованного определения титра вируса 
выше по сравнению с оценкой, проводимой в услови-
ях воспроизводимости, что соответствует общеприня-
тым статистическим ожиданиям [7]. При этом по всем 

оператора в  разное время в  20  повторениях (40  из-
мерений для каждой пробы). Полученные результа-
ты отражены в таблице 3, из которой видно, что для 
генеральной совокупности значений пороговых 
циклов амплификации размах вариации (R) соста-
вил 0,06–0,37, среднее линейное отклонение (dср)  – 
0,008–0,040, иными словами, степень колеблемости 
Cti в  полученных выборках относительно среднего 
уровня признака низкая. По итогам статистическо-
го анализа дисперсия (δ2) в совокупностях составила  
1,2 × 10-5–3,9 × 10-3, среднее квадратичное отклонение 
(δ) – 0,011–0,063, что подтверждает незначительную 
степень отклонений индивидуальных значений поро-
говых циклов амплификации от среднего арифметиче-
ского и высокий уровень достоверности результатов 
внутри каждой выборки.

При оценке относительных показателей вариации 
Cti определили, что коэффициент осцилляции (VR) 
составил 0,512–1,045%, линейный коэффициент ва-
риации (Сd)  – 0,095–0,114%, коэффициент вариации 
(Cδ) – 0,132–0,177%, что соответствует общепринятым 
нормам (Cδ < 3%) [2, 7]. Исходя из полученных резуль-
татов, относительное изменение крайних значений по-
роговых циклов амплификации и доля усредненного 
значения абсолютных отклонений в сравнении со сред-
ним внутри каждой совокупности незначительны. При 
этом вариация значений параметров валидации при 
исследовании суспензий вируса ящура с увеличением 
титра от 1,00 до 9,00 lg ТЦД50/см3 снижалась, а степень 
достоверности результатов возрастала.

Рис. 1. Исследование правильности методики опосредованной 
оценки  титра вируса ящура с помощью ОТ-ПЦР-РВ 

Таблица 2
Исследование прецизионности методики для опосредованной оценки титра вируса ящура с помощью ОТ-ПЦР-РВ

Валидационные показатели методики  
при оценке прецизионности

Значения показателей валидации при исследовании суспензий 
с разными титрами вируса ящура, lg ТЦД50/см3

условия сходимости условия воспроизводимости

1,0 5,0 7,0 8,0 9,0 1,0 5,0 7,0 8,0 9,0

Объем выборки пороговых циклов амплификации (N) 20 20 20 20 20 40 40 40 40 40

Среднее значение пороговых циклов амплификации (Ctср) 35,390 21,847 15,110 11,710 8,353 35,397 21,848 15,107 11,71 8,354

Суммарное значение индивидуального линейного 
отклонения по модулю (∑│di│) 0,833 0,471 0,304 0,232 0,148 1,612 1,002 0,652 0,490 0,316

Суммарное значение квадрата модуля индивидуального 
линейного отклонения (∑di

2) 0,063 0,021 0,009 0,004 0,002 0,158 0,051 0,018 0,010 0,005

Наибольшее значение порогового цикла (Ctmax) 35,50 21,94 15,16 11,74 8,37 35,58 21,94 15,17 11,74 8,39

Наименьшее значение порогового цикла (Ctmin) 35,28 21,80 15,06 11,69 8,32 35,21 21,78 15,06 11,68 8,33

Размах вариации (R) 0,22 0,14 0,10 0,05 0,05 0,37 0,16 0,11 0,06 0,06

Среднее линейное отклонение (dср) 0,042 0,024 0,015 0,012 0,007 0,040 0,025 0,016 0,012 0,008

Дисперсия (δ2) 3,0 × 10-3 1,0 × 10-3 4,0 × 10-4 2,0 × 10-4 9,4 × 10-5 3,9 × 10-3 1,2 × 10-3 4,5 × 10-4 2,5 × 10-4 1,2 × 10-5

Среднее квадратичное отклонение (δ) 0,056 0,032 0,021 0,014 0,010 0,063 0,035 0,021 0,016 0,011

Коэффициент осцилляции (VR), % 0,622 0,640 0,662 0,427 0,599 1,045 0,732 0,728 0,512 0,718

Линейный коэффициент вариации (Сd), % 0,118 0,108 0,100 0,097 0,089 0,114 0,112 0,108 0,105 0,095

Коэффициент вариации (Cδ), % 0,158 0,148 0,137 0,123 0,116 0,177 0,164 0,141 0,134 0,132
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 абсолютным и относительным показателям вариации 
валидируемая методика ОТ-ПЦР-РВ удовлетворяла кри-
териям приемлемости [2, 7, 11].

На следующем этапе исследования опосредованно 
методом ОТ-ПЦР-РВ определяли предел обнаружения 
(ПОТвя) и количественного определения (ПКОТвя) титра 

вируса ящура в сырье для вакцины. Проведя исследо-
вания в 10 повторениях, получили следующие значе-
ния свободного члена (b): 11,461; 11,465; 11,469; 11,470; 
11,465; 11,466; 11,465; 11,465; 11,452; 11,461. Учитывая, 
что стандартное отклонение свободного члена (Sb) со-
ставило 0,005, а тангенс угла наклона (k) был равен –3,38, 

Рис. 2. Изменение значений валидационных показателей при оценке правильности методики 
опосредованного определения титра вируса ящура с помощью ОТ-ПЦР-РВ  
в условиях сходимости (А) и воспроизводимости (Б) 

Таблица 3
Выявление предела количественного опосредованного определения титра вируса ящура 
с помощью валидируемой методики ОТ-ПЦР-РВ (n = 5, M ± m) 

№ 
суспензии 

вируса 
ящура

Титр вируса ящура Исследование суспензии в  
ОТ-ПЦР-РВ Факт экспериментального 

подтверждения:   
ПОТвя = 0,00 lg ТЦД50/см3;
ПКОТвя = 0,48 lg ТЦД50/см3ТЦД50/см3 lg ТЦД50/см3 пороговый цикл

результаты в виде расчетных 
значений титра вируса, 

lg ТЦД50/см3

1 0,63 –0,2 39,31 ± 0,45 
(p > 0,01) н/о подтверждено

2 0,79 –0,1 39,15 ± 0,41
(p > 0,01) н/о подтверждено

3 1,00 0,0 38,79 ± 0,69 
(p > 0,01) н/о подтверждено

4 1,26 0,1 38,49 ± 0,52
(p > 0,01) н/о подтверждено

5 1,58 0,2 38,15 ± 0,66
(p > 0,01) н/о подтверждено

6 2,00 0,3 37,79 ± 0,42
(p > 0,01) н/о подтверждено

7 2,51 0,4 37,47 ± 0,48
(p > 0,01) н/о подтверждено

8 3,16 0,5 37,09 ± 0,09
(p < 0,005) 0,50 ± 0,02 подтверждено

9 4,00 0,6 36,76 ± 0,06
(p < 0,005) 0,60 ± 0,02 подтверждено

10 5,00 0,7 36,42 ± 0,06
(p < 0,005) 0,70 ± 0,02 подтверждено

11 6,31 0,8 36,08 ± 0,05
(p < 0,005) 0,79 ± 0,01 подтверждено

12 7,94 0,9 35,74 ± 0,05
(p < 0,005) 0,90 ± 0,01 подтверждено

13 10,00 1,0 35,40 ± 0,05
(p < 0,005) 1,01 ± 0,02 подтверждено

н/о – титр вируса достоверно не определен.
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Таблица 4
Оценка параметров валидации методики опосредованного определения титра вируса ящура в сырье для вакцины методом ОТ-ПЦР-РВ

Параметр валидации 
методики

Валидационный 
показатель

Значения показателей валидации методики 
при исследовании вируса ящура с разными титрами, lg ТЦД50/см3

0,5 1,0 5,0 7,0 8,0 9,0

Специфичность относительная погрешность (e), % 4–16 1–5 0,2–0,79 0,14–0,57 0,12–0,63 0,11–0,44

Сходимость
среднее квадратичное отклонение (δ), % н/и 0,056 0,032 0,021 0,014 0,010

коэффициент вариации (Cδ), % н/и 0,158 0,148 0,137 0,123 0,116

Воспроизводимость
среднее квадратичное отклонение (δ), % н/и 0,063 0,035 0,021 0,016 0,011

коэффициент вариации (Cδ), % н/и 0,177 0,164 0,141 0,134 0,132

Линейность коэффициент корреляции (r) н/и 0,9997

Правильность

степень достоверности (R2) н/и 0,9995

тангенс угла наклона (k) н/и 0,9985

свободный член (b) н/и 0,0113

Аналитическая  
область

диапазон опосредованного количественного 
определения титра вируса ящура, lg ТЦД50/см3 0,50–9,00

н/и – не исследовали.

провели расчеты и определили, что ПОТвя данной мето-
дикой составил 1 ТЦД50/см3 (или 0 lg ТЦД50/ см3), а ПКОТвя – 
3 ТЦД50/см3 (или 0,48 lg ТЦД50/см3).

Выявленное значение ПКОТвя подтверждали экс-
периментально при исследовании 13  модельных 
образцов культурального вируса ящура с  титрами 
от –0,2 до 1,0 lg ТЦД50/см3 в 5 повторениях. Результаты 
анализа представлены в таблице 3.

Как следует из данных таблицы 3, эксперименталь-
ным путем подтвердили, что минимальный ПКОТвя вали-
дируемой методикой составляет 0,50 lg ТЦД50/см3.

При исследовании 11  модельных образцов с  тит-
рами вируса ящура от 0,50 до 9,50 lg ТЦД50/см3 опре-
делили, что аналитическая область опосредованной 
оценки титра инфекционности с помощью ОТ-ПЦР-РВ 
находилась в диапазоне 0,50–9,00 lg ТЦД50/см3 при зна-
чениях пороговых циклов от 37,08 ± 0,09 до 8,34 ± 0,03 
(n = 5, p < 0,005). По всей видимости, при титрах более 
9,00 lg ТЦД50/см3 предложенная регрессионная модель 
не позволяла проводить достоверный опосредован-
ный количественный анализ по причине высокого со-
держания полных вирусных частиц (n = 5, p > 0,01).

Следующий этап работы был посвящен проверке 
линейной зависимости порогового цикла амплифика-
ции и титра вируса в пределах аналитической области 
методики. Для этого исследовали 40 вируссодержащих 
суспензий с титрами от 1,00 до 9,00 мкг/ см3 в 5 повторе-
ниях. Суспензии с титрами вируса менее 1,0 lg ТЦД50/см3 
для анализа не использовали, поскольку в производ-
ственной работе они не применяются. В результате ана-
лиза получена регрессия вида Твя = –0,2956Сt + 11,465 
с коэффициентом корреляции (r), равным 0,9997, что 
позволяет судить о достоверности результатов стати-
стического анализа.

По итогам проведенных исследований осущест-
влена оценка основных параметров валидации ме-
тодики опосредованного определения титра вируса 

ящура в  сырье для вакцины с  помощью ОТ-ПЦР-РВ. 
Итоговые результаты анализа приведены в  табли-
це  4, из которой видно, что диапазон применения 
ОТ-ПЦР-РВ составил 0,50–9,00  lg  ТЦД50/см3. При те-
стировании вируссодержащего материала с титрами 
от  1,00 до  9,00  lg  ТЦД50/ см3 валидируемая методика 
характеризуется высокой специфичностью (e состав-
ляет 0,11–5,00%), а также высокой прецизионностью 
в  условиях сходимости (δ находилось в  диапазоне 
0,010–0,056%, δ < 2%, Cδ – 0,116–0,156%, Cδ < 2%) и вос-
производимости (δ составило 0,011–0,063%, δ < 3%, 
Cδ – 0,132–0,177%, Cδ < 3%). При оценке линейности 
и правильности доказано, что валидируемая методика 
дает свободные от ошибки результаты с высоким ко-
эффициентом корреляции (r = 0,995, r→1) и степенью 
достоверности (R2 = 0,991, R2→1).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведена оценка основных валидационных 

характеристик методики опосредованного опре-
деления титра вируса ящура в  сырье для вакцины 
методом ОТ-ПЦР-РВ с  применением регрессионной 
модели Твя = –0,2956Ct + 11,4650. Определено, что ана-
литическая область методики находится в диапазоне 
 0,50–9,00  lg  ТЦД50/см3. Доказана высокая специфич-
ность ОТ-ПЦР-РВ при исследовании суспензий вируса 
ящура с титрами от 1,00 до 9,00 lg ТЦД50/см3. Разрабо-
танная методика характеризуется высокой прецизион-
ностью в условиях сходимости и воспроизводимости 
и соответствует общепризнанным требованиям отно-
сительно линейности и правильности [2, 7, 11, 12].

Результаты валидации ОТ-ПЦР-РВ удовлетворя-
ют всем критериям приемлемости. Исходя из это-
го, предложенная методика является достоверной 
и  может быть использована для опосредованной 
 количественной оценки титра вируса ящура в сырье 
для вакцины.
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