
БИОЛОГИЯ 
МРНТИ 34.25.37 

Н.С. Онгарбаева12, Н.Г. Кливлеева1, Т.И. Глебова1, Н.Т. Сактаганов1, 
Б.Б. Баймаханова1, А.М. Баймухаметова1, Г.В. Лукманова1, 

М.Г. Шаменова1, И.С. Коротецкий3 

1Научно-производственный центр микробиологии и вирусологии, 
г. Алматы, Казахстан 

2Казахский национальный университет им. аль-Фараби, 
г. Алматы, Казахстан 

3Научный центр противоинфекционных препаратов, 
г. Алматы, Казахстан 

НОВЫЙ ШТАММ ВИРУСА ГРИППА 
H1N1 А/СВИНЬЯ/КОСТАНАЙ/23/14, ИСПОЛЬЗУЕМЫЙ ДЛЯ 

ПРИГОТОВЛЕНИЯ ДИАГНОСТИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ 

Аннотация. В статье представлены результаты изучения биологических 
и антигенных свойств нового штамма вируса гриппа H1N1 А/свинья/Коста-
най/23/14, который отличается от эталонных вариантов этого подтипа. Ре-
зультаты изучения биологических, антигенных и молекулярных свойств 
нового штамма вируса гриппа А/свинья/Костанай/23/14 свидетельствуют о 
возможности использования его в качестве диагностикума с целью выявле-
ния специфических антител в сыворотках крови свиней, инфицированных 
современным вариантом вируса гриппа А подтипа Н1 и для проведения фун-
даментальных молекулярно-биологических исследований. 
Ключевые слова: вирус гриппа, изолят, гемагглютинин, нейраминидаза. 

lYmHAeMe. Мак;алада эталонды нуск;аулардан ерекше, жанадан белУп алын-
ган А/шошк;а/К,останай/23/14 H1N1 тумау вирусы штаммынын биологиялык; 
жэне антигендк курамын зерттеу нэтижелерi керсетiлген. Жанадан белУп 
алынган А/шош;а/Костанай/23/14 тумау вирус штаммынын биологиялык; жэне 
антигендк курамын зерттеу нэтижелер^ шош;алардын кан сарысуынан жана 
А тумау вирусынын Н1 тYрiнiн спецификалык; антиденелерiн аныктау ма;са-
тында диагностикум ретiнде пайдалануга болатындьиын керсетедi, сонымен 
коса iргелi молекулярлы-биологиялык; зерттеулерге пайдаланылады. 
ТYЙiндi сездер: тумау вирусы, изолят, гемагглютинин, нейраминидаза. 
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Abstract. The results of studying set froth biological and molecular genetic prop-
erties of a new influenza virus H1N1 А/ swine /Kostanay/23/14strain differing 
from the reference variants of this subtype. Studies on biological and antigenic 
properties of a new influenza virus А/swine /Kostanay/23/14(H1N1) strain indi-
cate the possibility of using it as a diagnosticum for the purpose of identifying 
specific antibodies in the sera of swine infected with current variant of influenza 
A virus subtype H1 as well as for carrying out fundamental molecular biological 
studies. 
Keywords: influenza virus, isolate, hemagglutinin, neuraminidase. 

Введение. Известны референсные варианты вируса гриппа сви-
ней A/swine/Iowa/15/30 (H1N1) и A/swine/USA/1976/31, которые цир-
кулировали среди поросят с признаками поражения респираторных 
органов [1,2]. В 1949 г. T. Francis et. al. [3] от больных свиней в Корее 
выделили штамм «Ottie» по антигенным характеристикам идентичный 
вирусу А^М/1/47 (H1N1). Вирусы с аналогичной формулой поверхност-
ных антигенов затем изолированы в Румынии, Венгрии и СССР. 

Классические А/Н1Ы1 вирусы свиней (впервые обнаруженные в 
Китае в 1974 г., но, вероятно, существующие в течение многих де-
сятилетий раньше) являются энзоотическими в Китае и совместно 
циркулируют с А/Н1Ы2 вирусами, где N2 имеет человеческое проис-
хождение [4]. С 1979 г. у свиней выделяют антигенно отличающийся 
вариант А/Н1Ы1 птичьего происхождения. Вирус подтипа А/Н1Ы1 яв-
ляется наиболее распространенным, антитела к нему обнаруживают 
у свиней по всему миру. В 1993 г. поступило сообщение о выделении 
птичьего варианта А/Н1Ы1 у свиней в Китае. Однако, они не были по-
томками евразийских птицеподобных А/Н1Ы1 вирусов и, вероятно, 
осуществили независимый межвидовой перенос из азиатского пти-
чьего резервуара в свиной [5]. 

Подтип А/Н3Ы2 был впервые выявлен у свиней в 1970 г., он счи-
тается результатом межвидового перехода вируса гриппа от челове-
ка к свиньям. Вирусы человека А/Н3Ы2 долго циркулировали среди 
свиней после того, как родоначальный вирус человека был заменен в 
человеческой популяции. В 1999 г. и 2001 г. в Китае впервые были 
обнаружены европейские вирусы А/Н3Ы2 и А/Н1Ы1, в 2002 г. выявле-
ны североамериканские тройные реассортанты вирусов, что указы-
вает на межконтинентальное передвижение вирусов свиней [6]. Со-
циркуляция различных линий вирусов гриппа А свиней была связана 
с появлением реассортантов между каждой новой потомственной ли-
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нии. Недавно также были обнаружены у свиней вирус А/H1N1pdm09 
и его реассортанты. Хотя большая часть таких фактов наблюдалась 
на бойнях в Китае, свинину импортируют во многие страны, поэтому 
эти данные, вероятно, описывают экологию свиного гриппа в более 
широком регионе. Кроме того, в Азии спорадически у свиней обна-
руживали птичьи вирусы гриппа с антигенными формулами A^9N2, 
A ^ m , A ^ N B и A/НбШ [7]. 

В начале 90-х годов появились сообщения об изоляции штаммов ви-
руса гриппа А/Н1№ от свиней в Японии [8], Казахстане [9], Франции [10], 
Бельгии [11], Индии [12], США [13], что свидетельствует о повсемест-
ном появлении реассортантов вирусов гриппа свиней, человека и 
птиц с антигенными формулами Л/Н1Ж и A ^ 3 N 2 в организме сви-
ней [14,15]. Эпизоотии гриппа среди свиней представляют серьезную 
проблему в Республике Казахстан. Так, в 1984 г. в результате виру-
сологического обследования поросят с признаками респираторных 
заболеваний в свиноводческих хозяйствах Восточного Казахстана 
изолировано три штамма вируса гриппа А/Н1Ж [9], в 2008-2009 гг. в 
крестьянских хозяйствах республики от свиней разных возрастов вы-
делено девять изолятов, из которых четыре имели антигенную фор-
мулу А/Н1Ж, один - А/Hsw1N1 и четыре - А / Н 3 ^ . Серологический 
анализ, проведенный для ретроспективного подтверждения этиоло-
гической роли вирусов гриппа, показал наличие у животных антител к 
вирусам гриппа А/Н1Ш; А Л - ^ 1 Ш и А / - Ш 2 [16,17]. 

Методы исследования. Носоглоточные смывы от животных со-
бирали во флаконы с 2 мл среды 199 с 0,5% бычьим сывороточным 
альбумином и комплексом антибиотиков (пенициллин 50 000 ед/мл, 
стрептомицин 50 мкг/мл, гентамицин 3000 мкг/мл, нистатин 5000 ед/мл). 
Пробы выдерживали в течение суток при 4°С и хранили в жидком 
азоте. Первичный скрининг биологических проб осуществляли в по-
лимеразной цепной реакции в режиме реального времени (РТ-ПЦР) 
на амплификаторе RoterGen 6000 (CorbettResearch, Австралия) с 
применением наборов «РИБО - преб», «АмплиСенс® Influenzavirus 
A/B-FL» и «АмплиСенс® Influenzavirus A-типа FL» (Россия, г. Москва) 
[18]. Изоляцию вирусов проводили в двух системах традиционными 
методами: на культуре клеток MDCK с добавлением ТРСК-трипсина 
(2 мкг/мл) и в 9-11 дневных куриных эмбрионах (КЭ). Для индикации 
вируса в реакции гемагглютинации использовали 0,75% взвесь эри-
троцитов петуха и человека I (0) группы крови [19]. 
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Инфекционную активность изолятов определяли по общеприня-
тому методу [20] и их титр выражали в Ig ЭИД50/0.2 мл. Идентифи-
кацию вирусов проводили в реакции торможения гемагглютинации 
(РТГА) и реакции ингибиции нейраминидазной активности (РИНА) с 
наборами поликлональных диагностических сывороток ООО «Пред-
приятие по производству диагностических препаратов» (Россия, 
г. Санкт-Петербург), согласно рекомендациям ВОЗ [20,21]. Вируссо-
держащую аллантоисную жидкость осветляли центрифугированием 
при 5000 об/мин. в течение 10 мин. при 4°С. Затем вирус концентри-
ровали при 29 000 об/мин. в течение 180 мин. при 4°С на центрифуге 
Beckman Coulter Optima TmL-90K Ultracentrifuge. Полученный осадок 
вируса ресуспендировали в минимальном объеме буфера, после 
чего определяли гемагглютинирующую активность. Изучение анти-
генных взаимосвязей проводили в перекрестной реакции торможения 
гемагглютинации (РТГА) по методике рекомендованной ВОЗ [22] с 
иммунными сыворотками, полученными путем 2-х кратной иммуни-
зации кроликов очищенными и концентрированными вирусными ма-
териалами [23]. 

Выделение РНК проводили с использованием набора реаген-
тов Pure Link Genomic DNA Kits согласно инструкции производи-
теля (Invitrogen, США). Секвенирование образцов вируса гриппа 
выполняли на секвенаторе Ion Torrent PGM (США). РНК библио-
теку проводили без предварительного получения кДНК, фермен-
тативным методом с применением Ion total RNA-seq kit V2 набо-
ра. Степень и качество фрагментирования библиотеки оценивали 
с использованием капиллярного электрофореза Bioanalyzer 2100 
(Agilent). Баркодирование изолятов осуществляли с использова-
нием набора Ion Xpress™ RNA-Seq Barcode 1-16 Kit. Секвениро-
вание полученной библиотеки проводили на 318 чипе, используя 
Ion PGM Hi-Q View Sequencing Kit. Все операции выполняли со-
гласно протоколам разработчиков. Качество полученных ридов 
определяли с помощью программы FastQC и выравнивали, исполь-
зуя программу Bowtie2, имплементированную в пакете программ 
UGENE v.1.32.0. Филогенетические деревья выполнены с помощью 
программы Tree Viewer version 1.17.5, имплементированной в базе 
данных NCBI. 

Результаты и обсуждение. При вирусологическом исследова-
нии биологических проб, собранных от свиней в крестьянском хозяй-
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стве Костанайской области в 2014 г., изолирован гемагглютинирую-
щий агент. Первичный скрининг изолята в РТ-ПЦР позволил отнести 
его к вирусу гриппа А / Ж Ж . В результате первичного заражения КЭ и 
культуры клеток MDCK и проведения последующих пассажей выделен 
изолят А/свинья/Костанай/23/14. Идентификацию вируса проводили в 
РТГА и РИНА с использованием наборов диагностических сывороток. 

Результаты идентификации поверхностных белков в РТГА пред-
ставлены в таблице 1. Как видно из таблицы 1 гемагглютинирующая 
активность изолята в титре 1:1280 подавлялась иммунными сыворот-
ками A/USA/1976/31 (H1N1) с антигенной формулой А / Ж Ж , что по-
зволило отнести его к вирусу гриппа А с подтипом НА Н1. С иммунной 
сывороткой к вирусу гриппа с подтипом гемагглютинина Н3 получены 
отрицательные результаты. 

Таблица 1 - Идентификация подтипа гемагглютинина казахстанского 
изолята вируса гриппа А/свинья/Костанай/23/14 

Иммунная сыворотка к референс-
ному штамму: 

Гомологичный 
титр: 

Титр антител к изоляту 
А/свинья/Коста-

най/23/14: 
A/USA/1976/31 (H1N1) 1280 160 

A/California/04/09 (H1N1) pdm 640 40 

/^^1111/16/09 (H3N2) 640 <20 

A/Wisconsin/67/05 (H3N2) 640 <20 

A/Panama/2007/99 (H3N2) 640 <20 
Примечание - даны обратные величины титров специфических антигемагглютининов 

В РИНА ферментативная активность изолята подавлялась иммун-
ной сывороткой к нейраминидазе N1. Полученные результаты позволи-
ли идентифицировать казахстанский изолят А/свинья/Костанай/23/14 
как вирус гриппа A с антигенной формулой H1N1 (таблица 2). 

Таблица 2 - Идентификация подтипа нейраминидазы казахстанского 
изолята вируса гриппаА/свинья/Костанай/23/14 

Подтип нейраминидазы Титр антител 

N1 100 

N2 <20 
Примечание - даны обратные величины титров специфических антинейраминидаз-
ных антител 
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Биологические свойства. Штамм А/свинья/Костанай/23/14 (Н1Ж) 
активно репродуцируется в системе КЭ при оптимальной (37 °С) 
температуре. На КЭ инфекционный титр составил 4,23 lg ЭИД50/0 2 мл, 
титр гемагглютинации - 1:512. Исследуемый штамм активно агглюти-
нирует эритроциты курицы, утки, барана, морской свинки и челове-
ка. Предлагаемый штамм обладает термостабильным НА, поскольку 
сохранял способность вызывать агглютинацию эритроцитов курицы 
после прогревания при 56оС в течение 60 мин. Штамм А/свинья/Ко-
станай/23/14 (Н1Ж) оказался резистентным к неспецифическим инги-
биторам нативных и прогретых (62оС - 30 мин., 100оС - 10 мин.) сыворо-
ток морской свинки и кролика. По скорости элюции с нативных куриных 
эритроцитов исследуемый штамм относится к умерено элюирующему 
варианту, так как полностью элюировал через 60 мин. инкубации при 
37оС. К выделенному штамму А/свинья/Костанай/23/14(Н1Ж) получе-
на кроличья иммунная сыворотка с титром в РТГА 1:2560. 

Антигенные взаимосвязи. В таблице 3 представлены результа-
ты анализа антигенной структуры казахстанского изолята и эталонных 
штаммов вируса гриппа в перекрестной РТГА. Как видно из таблицы 3, 
вирус А/свинья/Костанай/23/14 взаимодействовал с антисыворотками к 
эталонам A/Swine/Iowa/15/30 (Hsw1N1), A/swine/USA/1976/31 (Hsw1N1) 
и A/New Jersey/8/76 (H1N1) в титрах 1:640 (1/4 гомологичного ти-
тра). С иммунной сывороткой A/California/04/09 pdm (H1N1) - в более 
низких титрах 1:80 (1/32 гомологичного титра). Референсный вирус 
A/Swine/Iowa/15/30 (H1N1) и A/swine/USA/1976/31 (Hsw1N1) ингибиро-
вался сывороткой к казахстанскому изоляту в 1/2 гомологичного титра 
(1:1280), тогда как эталонные штаммы A/New Jersey/8/76 (H1N1) пода-
влялись сывороткой к вирусу А/свинья/Костанай/23/14 (Н1Ж) в гомоло-
гичных титрах (1:640), пандемический вирус A/California/04/09 pdm - в 
1/64 гомологичного титра (1:40). Установлено, что прямые титры казах-
станского изолята А/свинья/Костанай/23/14 по отношению к референс-
ным штаммам A/swine/USA/1976/31 (Hsw1N1), A/Swine/Iowa/15/30 и 
A/New Jersey/8/76 (H1N1) существенно не отличались от обратных и со-
ставляли от 1/4 до гомологичного титра. Для вируса A/California/04/09 
pdm эти показатели составляли 1/32- 1/64 гомологичного титра. 

Таким образом результаты изучения антигенных взаимосвя-
зей указывают на близкое родство штамма А/Костанай/23/14 (Н1Ж) 
с классическими вирусами гриппа свиней A/swine/Iowa/15/30 и 
A/swine/USA/1976/31, а также с «swine-like» вариантом вируса гриппа 
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человека A/New Jersey/8/76 (H1N1). Молекулярно-биологические свой-
ства. Для определения степени генетического родства казахстанского 
изолята вируса гриппа свиней А/свинья/Костанай/23/14 (H1N1) с рефе-
ренсными вирусами из международной базы данных проведено секве-
нирование продуктов ПЦР. Установлены последовательности генов HA 
и NA. Филогенетические древа генов HA и NA в сравнении со штамма-
ми, представленными в международной базе данных NCBI, строили с 
использованием метода Neighbor-Joining (рисунки 1 и 2). 

Таблица 3 - Результаты перекрестной РТГА казахстанского штамма 
вируса гриппаА/свинья/Костанай/23/14 

Иммунная сыво ротка 
А/свинья/ A/Swine/ A/swine/ A/New A/California/ Штамм Костанай/ Iowa/15/30 USA/1976/ Jersey/8/76 04/09 pdm 

23/14 (Hsw1N1) 31 (Hsw1N1) (H1N1) (H1N1) 
А/свинья/ 
Костанай/ 
23/14 2560 640 640 640 80 
A/Swine/ 
Iowa/15/30 
(Hsw1N1) 1280 640 640 320 40 
A/swine/ 
USA/1976/31 
(Hsw1N1) 1280 320 640 640 80 
A/New 
Jersey/8/76 
(H1N1) 640 160 640 640 40 
A/California/ 
04/09 pdm 
(H1N1) 40 80 80 40 640 
Примечание - приведены обратные величины титров антигемагглютининов 

Результаты Blast-анализа последовательностей нуклеотидов участка 
генов HA и NA в сравнении со штаммами из международной базы данных 
показали, что вирус гриппа А/свинья/Костанай/23/14 (H1N1) имеет наиболь-
шую степень сходства со штаммами H1N1 (A/swine/Guangdong/L3/2009, 
A/swine/Changhua/199-3/2000, A/swine/Jamesburg/1942), выделенными 
от свиней в Китае и США в разные годыи классическими свиными ви-
русами (A/swine/USA/1976-MA/1931, A/swine/Iowa/15/30). По гену HA 
вирус показал близкое родство с вирусом A/AlmaAta/1417/84 (H1N1), 
выделенным в Казахстане от больного человека, имевшего контакт со 
свиньями. Это позволяет отнести изолят к кластеру, образованному сви-
ными вирусами. 
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| - JXS26516.1 (НА) 4 А (А / swine / Colombia / 0401/2008 (H1N1)) CD 

— - A swine Kostanay 23 14 НА 

- FJ752502 1 (НА) 4 А (А / swine / Changhua /199-3 / 2000 (H1N1)) CD 

— HQ877027 1 (НА) 4 А (А / swine / Guangdong / L3 / 2009 (H1N1))cds 

— CY045748 1 4 A (A / swine / USA / 1976-MA / 1931 (H1N1)) 

— CY026427.1 A (A / swine / Jamesburg / 1942 (H1N1))4 

— №7492.1 A (A / swine / Iowa / 15/30 (H1N1))HA1 HA2 

— S62154.1 A (A / Alma Ata /1417/84 (H1N1)) HA1 cds 

— CY027291.1 4 A (A / swine / Ohio / 23/1935 (H1N1)) 

— AF117241.1 A (A / / 1/18 (H1N1)) CD 

— CY026283 1 4 A (A / swine / Wisconsin / 1/1957 (H1N1)) 

-I 000 

Рисунок 1 - Филогенетическое древо по гену HA 
для изолята А/свинья/Костанай/23/14 (Н1Ж) 

I HQ877029.1 (NA) 6- А (А / swine / Guangdong / L3 / 2009 (H1N1)) cds 

I A / swine / Kostanay / 23 / 2014 NA 

CY045750.1 6 A (A / swine / USA / 1976-MA / 1931 (H1N1)) 

FJ752504 1 (NA)6 -A (A / swine / Changhua / 199-3/2000 (H1N1)) CD 

EU139836.1 (NA) A (A / s w i n e / I o w a / 1973(H1N1)) CD 

CY026429.1 A (A / swine / Jamesburg / 1942 (H1N1)) 6 

| CY009630.1 6 A ( A / s w i n e / 1 9 3 1 (H1N1)) 

I CY147408 1 (NA) A (A / swine / JY2 / 1931 (H1N1)) CD 

I CY027293 1 6 A (A / swine / Ohio / 23/1935 (H1N1)) 

I CY026285 1 6 A (A / swine / Wisconsin / 1/1957 (H1 N1)) 

Рисунок 2 - Филогенетическое древо по гену NA 
для изолята А/свинья/Костанай/23/14 (Н1Ж) 

Приготовленные на его основе диагностические препараты мо-
гут быть использованы в вирусологических лабораториях при рас-
шифровке этиологии эпидемических вспышек гриппа. 

Выводы. 
1. При вирусологическом исследовании биологических проб, 

собранных от свиней в крестьянском хозяйстве Костанайской обла-
сти в 2014 г., выделен гемагглютинирующий агент, который в РТ-
ПЦР, РТГА и РИНА идентифицирован как вирус гриппа А (Н1Ж) 
А/Костанай/23/14. 

2. Вирус обладает термостабильным НА, относится к умеренно 
элюирующему варианту, агглютинирует эритроциты человека и различ-
ных видов животных и проявляет резистентность к неспецифическим ин-
гибиторам нативных и прогретых сывороток морской свинки и кролика. 

3. Изоляция вируса гриппа А/Костанай/23/14(Н1Ж), по антиген-
ной характеристике родственного с эталонами A/swine/Iowa/15/30 и 

- о 
н 1 1 1— 

0.04 0.03 0.02 0.01 
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A/swine/USA/1976/31, свидетельствует о потенциальной возможности 
циркуляции в РК эпидемически значимого свиного варианта вируса 
гриппа. 

Новый штамм депонирован в коллекции микроорганизмов «РГП 
НИИ проблем биологической безопасности» КН МОН РК (депозит 
М-15-17Ю от 31.07.2017). 
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