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Изу че ние спект ра реак тив нос-
ти мо нок ло наль ных ан ти тел к 

ка за хс танс ким изо ля там ви ру-
са грип па А(H1N1)

Предс тав ле ны ре зуль та ты изу че ния им му но ло ги чес кой ха рак те
рис ти ки мо нок ло наль ных ан ти тел (МКА 5С3, 4F2, 3G4 и 2H6), по лу
чен ных к ви ру сам грип па А/Ал ма ты/5/98 (H1N1) и А/Ал ма ты/373/09 
(H1N1). Установ ле но, что МКА имеют ши ро кий спектр реаги ро ва ния 
и в реак ции ге ма гг лю ти на ции в вы со ких тит рах (1:160 – 1:10240) по
дав ля ли ге ма гг лю ти ни рующую ак тив ность го мо ло гич ных и родст
вен ных эта лон ных и ка за хс танс ких ви ру сов грип па и не реаги ро ва ли 
с ге те ро ло гич ны ми ви ру са ми А(H3N2) и ти па В. В реак ции мик ро
нейт ра ли за ции МКА нейт ра ли зо ва ли ви ру сы грип па А(H1N1) и не 
реаги ро ва ли с ви ру са ми грип па  А(Н3N2) и ти па В. Сход ные спект
ры реак тив нос ти МКА по от но ше нию к ви ру сам А/H1N1 сви де тель
ст вуют о на ли чии в сос та ве НА всех исс ле до ван ных ви ру сов об щих 
ан ти ген ных де тер ми нант, что поз во ляет ре ко мен до вать по лу чен ные 
МКА для диф фе рен циации ви ру сов А(H1N1) от се зон ных штам мов 
А(H3N2) и ти па В.

Клю че вые сло ва: ви рус грип па, мо нок ло наль ные ан ти те ла, ге ма
гг лю ти нин, реак ция тор мо же ния ге ма гг лю ти на ции, реак ция мик ро
нейт ра ли за ции.
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Study of the spectrum of 
reactivity of monoclonal 

antibodies to Kazakhstan isolates 
of influenza A virus (H1N1)

Results of the study immunological characteristics of monoclonal an
tibodies (mAb 5S3, 4F2, 3G4 and 2H6), received by influenza viruses A/
Almaty/5/98 (H1N1) and A/Almaty/373/09 (H1N1) are presented.  It was 
found that the MCA have a wide range of responses and reactions of hem
agglutination in high titers (1: 160  1: 10240) inhibited the hemaggluti
nating activity of homologous and related reference and Kazakh influenza 
viruses and did not react with heterologous virus A (H3N2) and type B. 
reaction microneutralization ICA neutralize the virus influenza A (H1N1) 
and did not react with influenza A (H3N2) and Btype similar spectrum 
of ICA reactivity with respect to virus A/H1N1 indicate the presence in 
the lineup for all the studied viruses antigenic determinants, which allows 
recommend obtained by ICA to differentiate virus A (H1N1) strains of sea
sonal A (H3N2) and type B.

Key words: Keywords: monoclonal antibody, influenza virus, hemag
glutinin, enzyme immunoassay, hemagglutination inhibition, reaction of 
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Мо нок ло наль ді анит де не лер дің 
спект ра реак тив ті лі гін  

ка зақ стан дық А(H1N1) тұ мау 
ви рус изо лят та ры на зерт теу.

А/Ал ма ты/5/98 (H1N1) жә не А/Ал ма ты/373/09 (H1N1) тұ мау ви
рус та ры на алын ған мо нок ло нал ды ан ти де не лер дің (МКА 5С3, 4F2, 
3G4 и 2H6) им му но ло гиялық си пат та ма сын зерт теу жұ мыс та ры ның 
нә ти же ле рі көр се тіл ген. МКА тұ мау ви ру сы ның А(H1N1) тү рі мен кең 
спек тор лы әсер ете ті ні бай қал ған, сон дық тан МКА тұ мау ви ру сы ның 
А(H1N1)  тү рін, мау сым дық А(H3N2) штам да ры мен В ти пі нен диф фе
рен циация лау ға мүм кін дік бе ре ді.

А /Ал ма ты/5/98 (H1N1) жә не А /Ал ма ты/373/09 (H1N1) тұ мау ви
рус та ры нан алын ған, мо нок ло нал дық ан ти де не нің им му но ло гиялық 
мі нез де ме сі нің нә ти же ле рі (МКА 5С3, 4F26 3G4 жә не 2H6). Мо нок
ло нал дық ан ти де не нің кең спект рі ге ма гг лю ти на ция реак циясын да 
жо ға ры титр лер де (1:160 – 1:10240) эта лон дық жә не қа зақ стан дық 
ге ма гг лю ти на цияға бел сен ді  го мо ло гия лық тұ мау ви ру сы на жа қын 
ге те ро ло гиялық емес ви рус тар А/(H3N2) жә не В. А/(H3N2) жә не В тұ
мау ви рус та рын сыз МКАнің ша ғын бейтарап тан ды ру реак циясын да 
(H1N1) тұ мау ви ру сын бейтарап тан дыр ды. МКА спект рлі қа лып та суы 
А /H1N1 ви ру сы ның құ ра мын да ор тақ ге ма гг лю ти нин дік ан ти де не нің 
де тер ми нан тын зерт теу МКА  А(H1N1) ви ру сы ның диф фе рен циясы 
үшін мау сым дық штам дар дан алын ған  А/(H3N2)  жә не В ти пін ұсы ну.

Тү йін сөз дер: тұ мау ви ру сы, мо нок ло наль ді ан ти де не, им мун но
фер мент ті тал дау, ге ма гг лю ти нин, ге ма гг лю ти на ция те жеуі нің реак
циясы, ша ғын бейтарап тан ды ру реак циясы.
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Введение 

Во всех ст ра нах ми ра ос нов ной эко но ми чес кий ущерб от 
ин фек цион ных за бо ле ва ний на но сят ост рые рес пи ра тор ные ви-
рус ные ин фек ции и грипп. В Рос сии на их до лю при хо дит ся 
при мер но 90% всей ин фек цион ной за бо ле вае мос ти. По дан ным 
офи ци аль ной ста тис ти ки в РФ еже год но ре ги ст ри рует ся от 900 
ты сяч до 3,5 млн. слу чаев грип па, при этом уми рает от 20 до 53 
ты сяч че ло век в год [1]. В Ка за х стане еже год но ре ги ст ри рует ся 
до мил лиона слу чаев ост рых рес пи ра тор ных за бо ле ва ний [2].

Спектр эпи де ми чес ких штам мов ви ру сов грип па и их ха рак-
те рис ти ка варь ируют в за ви си мос ти от се зо нов го да. В пос лед-
ние го ды наб лю дает ся со цир ку ля ция ви ру сов грип па под ти пов 
A(H1N1), A(H3N2) и ро да В в раз лич ных со че та ниях. Необы-
чай ная слож ность эпи де ми чес кой си ту ации свя за на с появ ле-
нием реас сор тант ных ви ру сов [3, 4]. В свя зи с этим воз рас тает 
зна че ние ран ней диф фе рен циаль ной диаг нос ти ки пер вых слу-
чаев эпи де ми чес ких вс пы шек с при ме не нием спе ци фич ных и 
чувс тви тель ных ме то дов. Боль шой прог ресс в диаг нос ти ке ви-
рус ных ин фек ций дос тиг нут за счет раз ра бот ки сис те мы по лу-
че ния мо нок ло наль ных ан ти тел (МКА). Тем са мым рез ко по-
вы си лись спе ци фич ность и чувс тви тель ность диаг нос ти чес ких 
ме то дов оп ре де ле ния ви рус ных ан ти ге нов [5].

Целью нас тояще го исс ле до ва ния яв ля лось по лу че ние МКА 
к эпи де ми чес ким ви ру сам грип па А/Ал ма ты/5/98 (H1N1) и А/
Ал ма ты/373/09 (H1N1) и изу че ние их спект ра реак тив нос ти по 
от но ше нию к штам мам ви ру сов грип па под ти па А(H1N1).

Ма те ри алы и ме то ды исс ле до ва ния

Ви ру сы. В ра бо те ис поль зо ва ли эта лон ные и эпи де ми чес кие 
штам мы ви ру сов грип па А и В: A/свинья/Айова/15/30 (H1N1), 
А/Ал ма ты/5/98 (H1N1), А/Ал ма ты/32/98 (H1N1), A/Со ло мо-
но вы ост ро ва/03/06 (H1N1), А/Ка ли фор ния/04/09 (H1N1)v, А/
Ал ма ты/347/09 (H1N1) v, А/Ал ма ты/352/09 (H1N1)v, А/Ал ма-
ты/373/09 (H1N1), А/Аты рау/890/13 (H1N1), А/Бал хаш/911/13 
(H1N1), A/Вис кон син/67/05 (H3N2), B/Шань дун/07/97 (Яма га-
та) и В/Брис бен/60/08 (Вик то рия). 

ИЗУ ЧЕ НИЕ СПЕКТ РА 
РЕАК ТИВ НОС ТИ  

МО НОК ЛО НАЛЬ НЫХ 
АН ТИ ТЕЛ  

К КА ЗА ХС ТАНС КИМ 
ИЗО ЛЯ ТАМ ВИ РУ СА 

ГРИП ПА А(H1N1)
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Изу че ние спект ра реак тив нос ти мо нок ло наль ных ан ти тел к ка за хс танс ким изо ля там ви ру са грип па А(H1N1)

Очист ка и кон цент ра ция ви ру сов. Ви ру сы 
куль ти ви ро ва ли в ал лан тоис ной по лос ти 9-днев-
ных ку ри ных эмб рио нов, за тем кон цент ри ро-
ва ли, очи ща ли и инак ти ви ро ва ли, как опи са но 
ра нее [6]. Пре па ра ты по ве рх ност ных гли коп ро-
теидов по лу ча ли из очи щен ных кон цент ри ро-
ван ных сус пен зий ви ру сов пу тем об ра бот ки 5% 
де тер ген том МЭСК. Ге ма гг лю ти нин (НА) и ней-
ра ми ни да зу (NA) от де ля ли цент ри фу ги ро ва нием 
на цент ри фу ге Avanti J-30I (Beckman Coulter, 
США) при 29000 об/мин в те че ние 2ч [7].

Им му ни за ция жи вот ных. Для им му ни за ции 
ис поль зо ва ли мы шей ли нии BALB/c 7-8 не дель-
но го воз рас та, ве сом 15 – 20 г. Пред ва ри тель но 
жи вот ных вы дер жи ва ли в ка ран ти не в те че ние 
15 дней. Пер вую им му ни за цию про во ди ли внут-
риб рю шин но вве де нием очи щен но го и кон цент-
ри ро ван но го ви ру са (50-100 мкг/мышь) в сме-
си с пол ным адъю ван том Фрей нда (Sigma, G), 
пов тор ную – с не пол ным адъю ван том Фрей нда. 
Бус тер-им му ни за цию осу ще ст вля ли пу тем внут-
ри вен но го вве де ния ви ру са грип па в до зе 30 мкг/
мышь за 3 дня до вы де ле ния кле ток се ле зен ки и 
про ве де ния про це ду ры слия ния.

По лу че ние МКА. Слия ние кле ток се ле зен ки 
ги пе рим мун ных жи вот ных и пе ре ви вае мой ли-
нии мы ши ной миело мы Х63Аg8.653 про во ди ли 
по ме то ду, опи сан но му в ра бо те [8]. От бор спе-
ци фи чес ких гиб ри дов осу ще ст вля ли с по мощью 
твер до фаз но го им му но фер мент но го ана ли за 
(ИФА) и в реак ции тор мо же ния ге ма гг лю ти на-
ции (РТГА). По ло жи тель ные гиб рид ные клет ки 
кло ни ро ва ли ме то дом пре дель ных раз ве де ний.

ИФА вы пол ня ли на па не лях «NUNC», (Да-
ния), лун ки ко то рых сен си би ли зи ро ва ли ви ру-
са ми А/Ал ма ты/5/98 (HINl) и А/Ал ма ты/373/09 
(H1N1) в кон цент ра ции 2 мкг/лун ка и ин ку би-
ро ва ли с МКА в се рий ных раз ве де ниях. Да лее 
реак цию вы пол ня ли, как опи са но ра нее [6].

РТГА про во ди ли с ис поль зо ва нием 0,75% 
вз ве сей эрит ро ци тов че ло ве ка груп пы 1(0) или 
кур по стан дарт ной ме то ди ке [9]. При по станов-
ке РТГА ис поль зо ва лись МКА в кон цент ра циях 
8-10 мг/мл.

Реак цию мик ро нейт ра ли за ции (РМН) про во-
ди ли на 96-лу ноч ных план ше тах фир мы Sarstadt 
(Гер ма ния) при 37°С в СО2-тер мос та те СВ150 
«Binder» (Гер ма ния). 

Де ся тик рат ные раз ве де ния пре па ра тов МКА 
соеди ня ли с рав ны ми объема ми 100 ТЦД50 ви-
ру сов грип па А в сре де Иг ла МЭМ без сы во рот-
ки с до бав ле нием 0,126 мг/мл ар ги ни на, 2 мгк/

мл ТРСК-трип си на (Sigma), и ин ку би ро ва ли 1 ч 
при 37оС. 100 мкл сме си ви рус – МКА на но си-
ли на от мы тые ФСБ лун ки с мо нос лоем кле ток 
MDCK. План ше ты вы дер жи ва ли трое су ток в 
СО2-тер мос та те до раз ви тия ЦПД в конт роль-
ных лун ках. Пос ле уда ле ния сре ды клет ки фик-
си ро ва ли 20 мин 80% хо лод ным аце то ном. В 
лун ки вно си ли по 100 мкл кон ъюга та МКА с пе-
рок си да зой хре на и ин ку би ро ва ли 1 ч при 37оС. 
Ра бо чее раз ве де ние кон ъюга та на 0,01М ФСБ с 
5% обез жи рен ным мо ло ком сос тав ля ло 1:5000. 
Пос ле от мы ва ния ФСБ в лун ки до бав ля ли 100 
мкл субст рат-хро мо ген ной сме си, со дер жа щей 
0,05% Н2О2 и 0,1 мг/мл 3,3’, 5,5’ – тет ра ме тил-
бен зи ди на на 0,1М аце тат-цит рат ном бу фе ре (рН 
5,0). Реак цию останав ли ва ли 2NH2SO4. Оп ти чес-
кую плот ность при дли не вол ны 450нм (ОП450) 
оп ре де ля ли на фо то мет ре Аnthos (Авст рия). Тит-
ром ан ти тел счи та ли пос лед нее раз ве де ние сы-
во рот ки, при ко то ром наб лю да лось двук рат ное 
сни же ние ОП450 нм по срав не нию с конт ро лем ви-
ру са.

Все экс пе ри мен ты про во ди ли в трехк рат ной 
пов тор нос ти и про во ди ли ста тис ти чес кую об ра-
бот ку по лу чен ных ре зуль та тов.

Ре зуль та ты и об суж де ние

При слия нии кле ток се ле зен ки ги пе рим мун-
ных жи вот ных и пе ре ви вае мой ли нии мы ши ной 
миело мы отоб ра ны че ты ре спе ци фи чес кие гиб-
ри до мы, про ду ци рующие МКА к ви ру сам грип-
па А/Ал ма ты/5/98 (H1N1) и А/Ал ма ты/373/09 
(H1N1). Спе ци фи чес кую ак тив ность по лу чен-
ных пре па ра тов оп ре де ля ли в РТГА и РМН, ис-
поль зуя в ка че ст ве ан ти ге нов ви ру сы грип па А 
че ло ве ка и сви ней под ти пов H1N1, H3N2 и ви-
ру сы грип па ро да В.

В таб ли це 1 предс тав ле ны ре зуль та ты изу-
че ния спе ци фи чес кой ак тив нос ти МКА в РТГА. 
Как вид но из таб ли цы 1, МКА 5С3 и 4F2 к ви ру су 
А/Ал ма ты/5/98 (H1N1) в вы со ких тит рах (1:2560 
– 1:10240) по дав ля ли ге ма гг лю ти ни рующую 
ак тив ность го мо ло гич но го ви ру са и ви ру сов 
А/Бал хаш/911/13, А/Аты рау/890/13 и А/Со ло-
мо но вы ост ро ва/03/06, в тит рах 1:160–1:1280 
– штам мов А/Ал ма ты/32/98, А/Ал ма ты/373/09, 
А/Ал ма ты/347/09, А/Ал ма ты/352/09, А/свинья/
Айова/15/30 и А/Ка ли фор ния/04/09 и не реаги-
ро ва ли с ви ру са ми А/Вис кон син/67/05 (Н3N2), 
B/Шань дун/07/07 (Яма га та), В/Брис бен/60/2008 
(Вик то рия).
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Гле бо ва Т.И. и др.

Таб ли ца 1 – Реак тив ность МКА к ви ру сам грип па А/Ал ма ты/5/98 (H1N1) и А/Ал ма ты/373/09 (H1N1) в РТГА

Ви рус
 Титр МКА 

А/Ал ма ты/5/98 А/Ал ма ты/373/09
5С3 4F2 3G4 2H6

А/Ал ма ты/347/09 (H1N1)v 320 160 320 320
А/Ал ма ты/352/09 (H1N1)v 160 320 160 320
А/Ал ма ты/373/09 (H1N1) 320 320 5120 10240
А/Ал ма ты/32/98 (H1N1) 640 640 1280  5120
А/Ал ма ты/5/98 (H1N1) 5120 10240 320 320
А/Аты рау/890/13 (H1N1) 1280 2560 320 320
А/Бал хаш/911/13 (H1N1) 2560 5120 160 320
A/Со ло мо но вы ост ро ва/03/06 (H1N1) 2560 5120 160 320
А/свинья/Айова/15/30 (H1N1) 1280 640 1280 2560
А/Ка ли фор ния/04/09 (H1N1v) 160 160 160 320
А/Вис кон син/67/05 (Н3N2) <10 <10 <10 <10
B/ Шань дун/07/97 (Яма га та) <10 <10 <10 <10
В/Брис бен/60/08 (Вик то рия) <10 <10 <10 <10
Конт роль – не за ра жен ная ал лан тоис ная 
жид кость <10 <10 <10 <10

При ме ча ние – при ве де ны об рат ные ве ли чи ны тит ров спе ци фи чес ких ан ти ге ма гг лю ти ни нов

Сход ные спект ры реак тив нос ти прояв ля-
ли МКА 3G4 и 2H6 к ви ру су А/Ал ма ты/373/09 
(H1N1), ко то рые в тит рах 1:160-1:5120 ин ги-
би ро ва ли ге ма гг лю ти на цию штам мов ви ру сов 
грип па под ти па А(H1N1). По лу чен ные дан ные 

сви де тель ст вуют о на ли чии в сос та ве НА всех 
исс ле до ван ных ви ру сов об щих ан ти ген ных де-
тер ми нант.

В таб ли це 2 при ве де ны ре зуль та ты изу че ния 
реак тив нос ти МКА в РМН. 

Таб ли ца 2 – Реак тив ность МКА к ви ру сам грип па А/Ал ма ты/5/98 (H1N1) и А/Ал ма ты/373/09 (H1N1) в реак ции мик ро-
нейт ра ли за ции

Ви рус  Титр МКА 
А/Ал ма ты/5/98 А/Ал ма ты/373/09

5С3 4F2 3G4 2H6

А/Ал ма ты/5/98 (H1N1) 5120 10240 80 160
А/Аты рау/890/13 (H1N1) 1280  5120 160 160
А/Бал хаш/911/13 (H1N1) 1280  5120 80 160
А/Ал ма ты/32/98 (H1N1) 160 320 1280 2560
А/Ал ма ты/373/09 (H1N1) 320 320 2560  5120
А/Ал ма ты/347/09 (H1N1v) 320  640 160 320
A/Со ло мо но вы ост ро ва/03/06 (H1N1) 1280  5120 80 160
А/свинья/Айова/15/30 (H1N1) 320 640 1280 2560
А/Ка ли фор ния/04/09 (H1N1)v 160 640 160 160
А/Вис кон син/67/05 (H3N2) 0 0 0 0
B/Шань дун/07/97 0 0 0 0
В/Брис бен/60/08 0 0 0 0
При ме ча ние – при ве де ны об рат ные ве ли чи ны тит ров МКА
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Изу че ние спект ра реак тив нос ти мо нок ло наль ных ан ти тел к ка за хс танс ким изо ля там ви ру са грип па А(H1N1)

Из таб ли цы 2 вид но, что МКА 5С3 и 4F2 к ви-
ру су А/Ал ма ты/5/98 (H1N1) и 3G4 и 2H6 к ви ру су 
А/Ал ма ты/373/09 (H1N1) в тит рах 1:80 – 1:5120 
нейт ра ли зо ва ли те же штам мы ви ру сов, ге ма гг-
лю ти ни рующая ак тив ность ко то рых по дав ля-
лась в РТГА, но не ока зы ва ли нейт ра ли зующе го 
дей ст вия на ви ру сы А/Вис кон син/67/05 (Н3N2), 
B/Шань дун/07/07 (Яма га та) и В/Брис бен/60/2008 
(Вик то рия).

Та ким об ра зом, по лу чен ные МКА яв ляют-
ся вы со кос пе ци фич ны ми и чувс тви тель ны ми 
по от но ше нию к НА ви ру сов грип па под ти па 
А(H1N1) и диф фе рен ци руют их от се зон ных 
штам мов ви ру сов грип па А(H3N2) и ти па В.

Из ве ст но, что су ще ст вен ную роль в вы бо-
ре так ти ки ле че ния и про фи лак ти ке ви рус ных 
ин фек ций иг рает ран няя и точ ная ла бо ра тор-
ная диаг нос ти ка. Од ной из ос нов ных сос тав-
ляющих в оп ре де ле нии этиоло гии ви рус ной 
ин фек ции ос тает ся се ро ло ги чес кий ана лиз. 
МКА поз во ляют рез ко по вы сить спе ци фич-
ность и чувс тви тель ность диаг нос ти чес ких 
ме то дов оп ре де ле ния ви рус ных ан ти ге нов 
[10]. Мо нок ло ны, по лу чен ные к ка за хс танс-
ким ви ру сам грип па перс пек тив ны для соз да-
ния тест-сис тем для быст рой диф фе рен циаль-
ной диаг нос ти ки цир ку ли рующих ви ру сов 
грип па А(H1N1). 
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