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Вирус Крым-Конго геморрагической лихорад-
ки (ККГЛ) – возбудитель особо опасного трансмис-
сивного природно-очагового заболевания человека, 
входящего в перечень инфекционных (паразитар-
ных) болезней, требующих проведения мероприя-
тий по санитарной охране территории Российской 
Федерации [5, 10]. 

Границы ареала этой инфекции тесно связаны с 
регионами распространения клещей-переносчиков 
вируса ККГЛ. Возбудитель инфекции выявлен в 38 
странах Азии, Африки и Европы [11]. В России стой-

кий природный очаг Крымской геморрагической 
лихорадки сформировался на территории Северо-
Кавказского и Южного федеральных округов, где с 
1999 по 2012 год зарегистрировано 1575 случаев за-
болевания [1, 3].

Регламентированными иммунодиагностически-
ми методами обнаружения вируса ККГЛ являются 
сэндвич-вариант твердофазного иммуноферментно-
го анализа (ТИФМ) и метод флуоресцирующих анти-
тел (МФА) [6, 8, 9]

В настоящее время для практического исполь-
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зования доступен только набор на основе поликло-
нальных антител для иммуноферментного анализа 
(ИФА) «Вектор Крым-КГЛ-антиген» производства 
ЗАО «Вектор Бест». Ввиду отсутствия стандартных 
препаратов для контроля качества лабораторной диа-
гностики Крымской геморрагической лихорадки от-
носительная чувствительность и специфичность это-
го набора неизвестна.

В последние годы доля стандартизированных 
иммунодиагностических препаратов на основе мо-
ноклональных антител (МКА), отвечающих тре-
бованиям, предъявляемым к средствам экспресс-
обнаружения и идентификации микроорганизмов, 
становится все более весомой. Отечественными и 
зарубежными учеными были получены и апробиро-
ванны в лабораторных условиях экспериментальные 
образцы моноклональных препаратов [2, 13, 14, 15]. 
Однако данные о внедрении в практику таких пре-
паратов отсутствуют.

Реализация современного подхода к созданию 
иммунодиагностических средств обнаружения ви-
руса на основе МКА имеет ряд преимуществ, обу-
словленных возможностью работы с паспортизиро-
ванными производственными штаммами гибридом-
продуцентов целевого продукта с подтвержденными 
полезными свойствами, стабильно сохраняющими 
антителопродукцию в течение длительного периода 
времени при условии их хранения в криоконсерви-
рованном состоянии, что является существенным 
технологическим преимуществом по сравнению с 
работой с поликлональными антителами.

Целью настоящей работы явилось получение па-
нели моноклональных антител (МКА) к вирусу Крым-
Конго геморрагической лихорадки (ККГЛ), изучение 
их специфической активности в ИФА и МФА.

Материалы и методы

Антигены. Иммунизацию мышей для получе-
ния МКА проводили инактивированным антигеном 
вируса ККГЛ штамм 6757. Вирус получали интра-
церебральным заражением мышей-сосунков линии 
BALB/c. Концентрация белка по Бредфорду в препа-
рате составляла 1 мг/мл. 

В качестве антигена при проведении ИФА ис-
пользовали рекомбинантный белок, состоящий из 
N-концевого фрагмента β-галактозидазы E. coli 
(около 40 кДа) и полного N-белка вируса ККГЛ, экс-
прессируемого в составе модифицированного век-
тора pUBEX. Для создания рекомбинантных белков 
использовали генетический материал вируса ККГЛ 
штамм С68031 [15] и изолированный от больного 
штамм STV/HU29223.

Получение рекомбинантных белков вируса 
ККГЛ осуществляли в клетках E. coli RRI, транс-
формированных плазмидой, кодирующей полный 
N-белок вируса ККГЛ, путем активации термоинду-
цибельного промотора P(R) фага λ сдвигом темпера-
туры культивирования с 30 до 42 °С. 

Животные и схема иммунизации. Инбредных 
мышей линии BALB/c получали из питомника экс-
периментальных биомоделей ФКУЗ «Волгоградский 
научно-исследовательский противочумный инсти-
тут» Роспотребнадзора. Донорами иммунных спле-
ноцитов в опытах по гибридизации клеточных линий 
являлись особи 8-недельного возраста, массой 16–
18 г. В работе использовали схему дробного введения 
минимальных доз антигена в течение относительно 
короткого периода времени (5 недель). Суммарная 
нагрузка антигенного материала на каждую мышь 
линии ВАLB/c составляла 80 мкг белка антигена по 
Бредфорду.

Миеломная клеточная линия. Перевиваемая 
линия клеток мышиной миеломы Sp 2/0 была по-
лучена из Российской коллекции клеточных куль-
тур (Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург). 
Подготовку клеток миеломы начинали за 4 недели 
до опыта по гибридизации, соблюдая общепринятые 
требования [12].

Питательные среды и условия культивирования 
перевиваемых клеточных культур. Основной средой 
культивирования клеточных линий являлась среда 
RPMI-1640 производства ФГУП «Предприятие по 
производству бактерийных и вирусных препаратов 
института полиомиелита и вирусных энцефалитов 
им. М.П.Чумакова РАМН», дополненная необходи-
мыми ингредиентами, соответствующими каждому 
конкретному этапу технологии. Культивирование 
перевиваемых клеточных линий выполняли в усло-
виях CO2-инкубатора при 37 °С, 5–7 % CO2 и 70–
80 % влажности. Для выращивания клеток исполь-
зовали пластиковую посуду различного формата 
(«Costar», СШA). 

Метод скрининга МКА. Для скрининга МКА за-
данной специфичности в среде выращивания гибри-
дом применяли непрямой вариант ТИФМ. В работе 
использовали коммерческий антивидовой конъюгат: 
антитела диагностические против IgG (H+L) мыши, 
меченные пероксидазой хрена, сухие (производства 
ФГБУ «НИИЭМ им. Н.Ф.Гамалеи»). Оптимальная 
доза антигена для сорбции составила 7 мкг/мл бел-
ка антигена в карбонатно-бикарбонатном буфере, 
рН 9,5. Положительным контролем служили сыво-
ротки мышей, иммунизированных антигеном вируса 
ККГЛ, отрицательным – сыворотки интактных жи-
вотных. Все остальные условия выполнения ТИФМ 
соответствовали общепринятым требованиям [4].

Получение гибридом и выделение МКА. 
Гибридизацию клеточных линий производили через 
3 сут после бустирующей инъекции антигена [12]. 
В качестве конъюгирующего агента использовали 
PEG-4000 («Merck», Германия). Для селекции ги-
бридом клетки выращивали в НАТ-среде (две неде-
ли) и НТ-среде (одну неделю). Затем их переводили 
на полную питательную среду для культивирования 
клеточных линий. Гибридомы, продуцирующие спец-
ифические иммуноглобулины, клонировали методом 
предельных разведений. Тиражирование отобран-



БИОТЕХНОЛОГИЯ, ИММУНОЛОГИЯ

91

ных клонов-продуцентов МКА проводили in vitro и 
in vivo. Моноклональные иммуноглобулины из среды 
культивирования и асцитической жидкости осажда-
ли сульфатом аммония при 50 % его насыщения [12]. 
Специфическую активность целевого продукта оце-
нивали по результатам ТИФМ. Полученные образцы 
МКА ампулировали небольшими квотами и хранили 
при –20 °С до момента исследования.

Изготовление флуоресцирующих МКА. Для 
оценки перспектив использования МКА к антигенам 
вируса ККГЛ в прямом МФА были приготовлены 
экспериментальные образцы меченных флуорес-
цеинизотиоцианатом моноклональных иммуногло-
булинов. Очистку конъюгата от немеченого белка и 
не связавшегося красителя проводили на колонке с 
сефадексом G-25. При расчете показателей концен-
трации белка и молярного соотношения МФИТЦ/Мбелок 
использовали методику T.H.The и T.E.W.Feltkamp 
[12]. Готовые конъюгаты ампулировали и хранили 
при –20 °С. 

Результаты и обсуждение

В рабочую коллекцию из 9 продуцентов МКА к 
антигенам вируса ККГЛ вошли гибридомы с наибо-
лее высокими показателями продукции специфиче-
ских иммуноглобулинов. Продуктивность гибридом 
in vitro в среднем находилась в диапазоне концен-
траций от 0,51 до 0,64 мкг/мл, объем асцитической 
жидкости, как правило, соответствовал средним по-
казателям асцитообразования (3–4 мл), при этом про-
дуктивность in vivo составляла от 7 до 12 мг/мл им-
муноглобулинов.

Для оценки целесообразности использования 
полученных МКА при создании диагностической 
иммуноферментной тест-системы была изучена 
специфическая активность МКА 4G4/B6, 1E2//E5 и 
3H6/F2. В качестве референс-панели использованы 
слабые разведения трех образцов, содержащих ан-
тигены ККГЛ (1-й и 2-й образцы – разные изоляты 
рекомбинантного белка, 3-й образец – природный 
неочищенный вирус ККГЛ) и один образец, содер-
жащий антигены вируса ККГЛ (смесь лизатных бел-
ков перевиваемой линии клеток аденокарциномы 
надпочечников человека SV-13 и E. coli, вероятные 
примеси образцов № 1–3).

Диагностическая конструкция была построе-
на по схеме прямого твердофазного трехстадийного 
иммуноферментного анализа (ИФА) разновидно-
сти «сэндвич». Ее основу составили два компонен-
та: планшет-иммуносорбент с иммобилизованными 
на поверхности лунок МКА к белкам вируса ККГЛ 
и выявляющий образованные антителами с антиге-
нами вируса ККГЛ комплексы конъюгат МКА-фер
мент. Для увеличения чувствительности на разных 
стадиях использовали два конъюгата: биотинилиро-
ванные МКА и стрептавидин-полипероксидаза хре-
на – СПХ («STDGmbH», Германия). Визуализацию 
результатов анализа достигали добавлением к об-

разовавшимся иммунным комплексам раствора хро-
могена 3,3’,5,5’-тетраметиленбензидина («MossInc», 
США) с последующей фиксацией окраски раствором 
серной кислоты. Регистрацию результатов в едини-
цах оптической плотности (ОП) выполняли на план-
шетном фотометре. 

Для активации иммуносорбента (96-луночный 
планшет из модифицированного полистирола, меж-
дународная классификация «Maxisorp») наиболее 
эффективным оказалось использование карбонатно-
го буферного раствора с последующей блокировкой 
свободных участков пластика на поверхности лунок 
планшета раствором казеина и сахарозы. При по-
лучении коньюгата МКА-биотин применена рутин-
ная процедура биотинилирования [13]. Для подбора 
оптимальной концентрации МКА в иммуносорбенте 
и в биотинилированном конъюгате с целью выявле-
ния специфичного сигнала при низких концентраци-
ях антигена вируса ККГЛ для каждого из трех вари-
антов МКА 3H6/F2, 1E2//E5, 4G4/B6 были приготовле-
ны по четыре 10-кратных разведения.

На первой стадии ИФА исходные образцы 
референс-панели разводили в 100 раз раствором 
Трис-ЭДТА с добавлением Тритона Х-100 и инкуби-
ровали 1 ч при 37 °С. После пятикратной отмывки 
фосфатно-солевым буферным раствором с добавле-
нием Твин-20 в лунки планшета вносили биотини-
лированный конъюгат и инкубировали 1 ч при 37 °С. 
Затем после аналогичной отмывки в лунки планшета 
вносили раствор СПХ и инкубировали 1 ч при 37 °С. 
На стадии визуализации иммунных комплексов в 
лунки планшета вносили раствор хромогена и инку-
бировали 15 мин при 37 °С. Результаты учитывали 
при длине волны поглощения 450 нм. Для каждого 
значения ОП положительных образцов (№ 1–3) опре-
деляли коэффициент позитивности (Кпоз) как отно-
шение ОП (положительного образца) к ОП (отрица-
тельного контроля № 4) в каждой точке разведения 
МКА иммуносорбента и биотинилированного конъ-
югата. Эффективность выявления антигенов вируса 
ККГЛ оценивали по максимальному Кпоз.

Как видно из таблицы, максимально эффектив-
ное выявление для трех исследованных образцов 
антигенов возможно при использовании МКА 3H6/F2 
в качестве антител первого порядка, осуществляю-
щих функцию захвата искомого антигена при усло-
вии внесения в каждую лунку планшета по 0,15 мкг 
этого образца и применения МКА 4G4/B6 в качестве 
биотинилированного детектирующего антитела в 
конечной концентрации 1,5 мкг/мл. Перспективным 
следует считать также использование биотинилиро-
ванного МКА 1E2/E5 ввиду его потенциального срод-
ства с эпитопами антигена № 1.

Полученные данные явились основанием для 
подготовки пакета нормативной документации на 
медицинское изделие – набор реагентов для иммуно-
ферментного выявления антигенов вируса ККГЛ.

Сырьем для изготовления экспериментальных 
препаратов для МФА служили образцы четырех ва-



Проблемы особо опасных инфекций, вып. 1, 2015

92

риантов МКА (2G1/В3, 4G4/D1, 4F10/С10 и 5E4/G6,), на-
копленных in vivo. Параметры качества конъюгатов, 
приготовленных на их основе (концентрация белка – 
4–6 мг/мл, показатель МФИТЦ/Мбелок – 4–5), соответ-
ствовали требованиям, предъявляемым к препаратам, 
изготавливаемым на основе моноклональных имму-
ноглобулинов. Наибольшей специфической активно-
стью при окрашивании контрольных мазков обладал 
образец иммуноглобулинов флуоресцирующих моно-
клональных 4G4/D1 с рабочим разведением 1:16.

Для проверки диагностических возможностей 
экспериментального препарата были изучены обез-
зараженные парные мазки-отпечатки кусочков ор-
ганов шести умерших пациентов (легкое, печень, 
селезенка, почка, головной мозг), приготовленные 
из проб биологического материала, поступавше-
го на исследование методом ПЦР и подтверждение 
диагноза КГЛ. Отпечатки, расположенные на стекле 
слева, окрашивали смесью конъюгата 4G4/D1 и БСА, 
меченного родамином, справа – только БСА, мечен-
ного родамином. Положительные результаты были 
получены при просмотре мазков-отпечатков пяти па-
циентов, отрицательные – при просмотре биологиче-
ского материала одного умершего пациента. Следует 
отметить, что полученный результат полностью со-
впал с результатами ПЦР. Эти данные свидетельство-
вали о том, что моноклональные иммуноглобулины  
4G4/D1 пригодны для изготовления на их основе диа-
гностического препарата для МФА, а также о воз-
можности эффективного использования данного ме-
тода при работе с пробами биологического материа-
ла лихорадящих больных, умерших пациентов и лиц 
с неустановленным диагнозом, предположительно 
заболевших КГЛ.

Таким образом, получена коллекция гибридом-
продуцентов специфических иммуноглобулинов, 
взаимодействующих с антигенами вируса ККГЛ, 
изучены диагностические возможности девяти ва-
риантов МКА. Получены доказательства эффектив-
ности применения трех вариантов МКА (4G4, 3H6 и 
1E2) в качестве основы для изготовления иммуноди-
агностических средств обнаружения и идентифика-
ции вируса ККГЛ в исследуемом материале.

Штаммы гибридных культивируемых кле-
ток животных Mus musculus CCHFVVd-1 (4G4/B6), 
CCHFVVd-2 (1E2//E5), CCHFVVd-3 (3H6/F2) депони-
рованы в Государственной коллекции патогенных 
микроорганизмов и клеточных культур «ГКПМ-
Оболенск». В 2013 г. на них поданы три заявки на 
изобретения. Кроме того, подготовлен пакет норма-
тивной документации на медицинское изделие «на-
бор реагентов для иммуноферментного выявления 
антигенов вируса ККГЛ в жидкостях».

Работа выполнена по государственным кон-
трактам № 42-Д/3 от 11.07.2012 г. и № 23-Д/5 от 
04.09.2013 г. в рамках реализации федеральной це-
левой программы «Национальная система хими-
ческой и биологической безопасности Российской 
Федерации (2009–2014 годы)» в 2012–2013 гг.

Авторы подтверждают отсутствие конфликта 
финансовых/нефинасовых интересов, связанных с 
написанием статьи.
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