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Респираторно-синцитиальный вирус – часто 
встречающийся возбудитель инфекционных забо-
леваний верхних дыхательных путей как у детей, 
так и у взрослых. Инфекции, вызванные этим ви-
русом, иногда приводят к возникновению серьез-
ных заболеваний нижних дыхательных путей и яв-
ляются основной причиной госпитализации детей 
младшего возраста в развитых странах мира.

Возбудители РСВИ – РНК-содержащие ви-
русы, относящиеся к семейству Paramyxoviridae, 
роду Pneumovirus. Вирионы отличаются большой 
полиморфностью; геном представлен однонитча-
той «–РНК». В состав вирусной оболочки входят 
два поверхностных гликопротеина: прикрепитель-
ный G (связывается с рецепторами клетки) и сли-
яния F (обеспечивает слияние и образование син-
цития). На основании вариабельности протеина G 
выделяют две генетические группы РСВ (А и В).

Роль респираторно-синцитиальной вирусной 
инфекции в структуре респираторных заболева-
ний существенно недооценена. Симптомы РСВИ 
и гриппа сходны клинически, особенно у  взрос-
лых людей, и зачастую случаи РСВИ в период эпи-
демии гриппа остаются нераспознанными. РСВ 
в значительно большей степени, чем вирус грип-
па, способствует развитию иммунопатологиче-
ских проявлений, включая гиперреактивность ды-
хательных путей и обструктивные процессы в лег-
ких [1]. Эта особенность РСВ является фактором 
риска тяжелого течения инфекции, особенно у 
детей первых лет жизни и лиц пожилого возрас-
та. Своевременность назначения адекватной тера-
пии и изоляции больного, а также исключение ан-
тибиотикотерапии на ранних сроках заболевания 
напрямую зависят от ранней диагностики РСВИ, 
от  ее распознавания среди других вирусных 
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заболеваний со сходными симптомами (грипп, 
аденовирусная, короновирусная, риновирусная 
инфекции и др.). Для решения сложнейшей зада-
чи ранней идентификации возбудителя требует-
ся применение строго специфичных и высокочув-
ствительных методов лабораторной диагностики.

По мнению авторов [2], диагностируется око-
ло 20–25% случаев РСВИ, что может быть свя-
зано с низкой чувствительностью коммерческих 
тест-систем. В настоящее время для детекции 
РСВ в клинических материалах наиболее часто 
используют метод выделения вируса в культу-
ре клеток, выявление вирусных антигенов мето-
дом ИФЛ, а также ПЦР в различных модифика-
циях. В системе надзора за РСВ в России широко 
используют метод ИФЛ с применением специ-
фичных поликлональных сывороток, характер и 
спектр реагирования которых зависит от особен-
ностей иммунного ответа животного-продуцен-
та и состава вырабатываемых антител. В отли-
чие от поликлональных современные тест-систе-
мы основаны на использовании моноклональных 
антител (моноАТ) к определенным антигенным 
детерминантам вируса, направленность кото-
рых в конечном счете определяет не только чув-
ствительность, но и спектр реагирования тест-си-
стемы [3]. МоноАТ стабильно сохраняют специ-
фичность и аффинность и могут быть получены 
в практически неограниченных количествах.

Цель настоящей работы – изучить в ИФЛ ди-
агностические возможности новых моноклональ-
ных антител к F-белку РСВ, разработанных в ла-
боратории биотехнологии диагностических пре-
паратов ФГБУ «НИИ гриппа», для использования 
их в тест-системах по выявлению РСВ обеих ге-
нетических групп.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Моноклональные антитела
МоноАТ 1H3, 4F2, 5F3, 5F8 и 5Н8 к F-белку 

РСВ штамма Long были получены в лаборато-
рии биотехнологии диагностических препаратов 
ФГБУ «НИИ гриппа» в соответствии с [4].

Клеточные культуры и вирусы
Для заражения клеточных культур исполь-

зовали три эталонных штамма РСВ, принад-
лежащих к разным антигенным группам: Long 
(группа А), полученный из National Institute for 
Medical Research (London), А2 (группа А) и 9320 
(группа В), полученные из коллекции Influenza 
Reagent Resource (IRR) (Department of Human 

Retrovirology, Academic Medical Center, Универ-
ситет Амстердама, Нидерланды). Для контроля 
специфичности полученных моноАТ в качестве 
гетерологичного вируса был использован адено-
вирус 6-го типа (Ав) штамм Tonsilll-99 (получен 
из музея вирусов ОРВИ ФГБУ «НИИ гриппа»).

Вирусы культивировали в перевиваемой кле-
точной культуре МА-104 (эпителиальные клетки 
почки обезьяны), полученной из коллекции Му-
зея вирусов ОРВИ ФГБУ «НИИ гриппа» Мин
здрава России.

Получение образцов для 
иммунофлуоресцентного анализа

В качестве исследуемых образцов использова-
ли клеточные культуры МА-104, выращенные на 
поверхности покровных стекол в пробирках и за-
раженные РСВ штаммов Long, А2 и 9320 в дозе 
102 ТЦД50/мл. Контрольными образцами служи-
ли незараженные клеточные культуры, а также 
культуры, зараженные Ав в дозе 102 ТЦД50/мл. 
Инфицированные Ав клетки ежедневно иссле-
довали под световым микроскопом. В случае об-
наружения слабого цитопатического действия 
в культуре (образование симпластов или появле-
ние круглых клеток и незначительное разрежение 
монослоя в клеточных культурах) полоски по-
кровных стекол извлекали из пробирок, высуши-
вали при комнатной температуре и фиксировали в 
80%-ном охлажденном ацетоне в течение 10 мин. 
Клеточные культуры, зараженные РСВ, фикси-
ровали на 5-е сутки инкубации при температуре 
37 °С, зараженные Ав (а также незараженные) – 
через 48 ч.

Непрямой иммунофлуоресцентный метод
Окрашивание образцов и оценку яркости флу-

оресценции проводили согласно [5]. Полученные  
моноАТ тестировали непрямым методом с  ис-
пользованием меченных ФИТЦ антимышиных 
антител (Sigma, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные к F-белку РСВ штамма Long мо-
ноАТ 1H3, 4F2, 5F3, 5F8 и 5Н8 были исследо-
ваны методом непрямой ИФЛ для определения 
спектра их реагирования и оценки диагностиче-
ских свойств. В качестве образцов для диагно-
стики использовали монослойную культуру кле-
ток МА-104, зараженную эталонными штаммами 
РСВ (102 ТЦД50), которые принадлежат к разным 
генетическим группам: А (штаммы А2 и Long)  
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и В (штамм 9320). В качестве контрольных образ-
цов использовали как незараженную, так и зара-
женную Ав культуру клеток МА-104.

При исследовании образцов, инфицирован-
ных РСВ генетической группы А (штаммы А2 
и Long), отчетливую диффузную флуоресцен-
цию умеренной интенсивности в цитоплазме кле-
ток наблюдали при использовании моноАТ 1H3 в 
концентрации 2,5 мкг/мл, 4F2 и 5F3 (5 мкг/мл) и 
5F8 (10 мкг/мл). При использовании моноАТ 4F2 
и 5F3 в концентрации 2,5 мкг/мл количество све-
тящихся клеток было значительно ниже, чем при 
5 мкг/мл. МоноАТ 5F8 в концентрации 5 мкг/мл 
обусловливало уменьшение интенсивности све-
чения в ИФЛ по сравнению с 10 мкг/мл.

При исследовании образцов, зараженных РСВ 
генетической группы В (штамм 9320), диффузное 
свечение в цитоплазме зараженных клеток наблю-
дали при использовании моноАТ 1H3 и 4F2 в кон-
центрации 10 мкг/мл. В присутствии моноАТ 5F8 
в концентрации 10 мкг/мл в цитоплазме инфици-
рованных РСВ-В клеток были видны отдельные 
светящиеся гранулы. МоноАТ 5F3 не взаимодей-
ствовали с клетками, инфицированными РСВ ан-
тигенной группы В (таблица).

При использовании моноАТ 5Н8 специфиче-
ское свечение в образцах, инфицированных РСВ 
обеих антигенных групп (А и В), отсутствовало; 
исследуемые моноАТ даже при их содержании 
20 мкг/мл не взаимодействовали с контрольными 
образцами.

Таким образом, новые моноАТ 1Н3, 4F2 и 5F8 
в концентрации 10 мкг/мл позволяют эффективно 
выявлять РСВ обеих генетических групп методом 
ИФЛ при полном отсутствии неспецифических 
реакций. МоноАТ 5F3 и 5Н8 оказались малоак-
тивными или вовсе неактивными при выявлении 
РСВ методом ИФЛ. Наиболее перспективными 
для дальнейшего использования в целях разработ-
ки диагностических систем, способных выявлять 
в клинических образцах РСВ обеих антигенных 
групп, являются моноАТ 1Н3 и 4F2 (рисунок).

Как уже говорилось выше, актуальность про-
стых и быстрых тестов лабораторной диагности-
ки РСВИ определяется необходимостью назна-
чения ранней этиотропной противовирусной те-
рапии и профилактики РСВИ. ВОЗ рекомендует 
использовать ИФЛ для идентификации возбу-
дителей ОРВИ наряду с выделением вирусов из 
культуры клеток или ПЦР [6].

Интенсивность специфического свечения клеток, зараженных РСВ, в реакции непрямой ИФЛ

Intensity of specific fluorescence of RCV-contaminated cells during indirect IFL

Концентрация 
моноАТ, мкг/мл Штамм РСВ

Спектр  реагирования клеток при использовании моноАТ

1Н3 4F2 5F3 5F8

20

Long ++++ +++ ++++ +++
A2 +++ +++ +++ +++

B9320 + + – +
отдельные гранулы

10

Long +++ ++ +++ ++
A2 +++ ++ ++ ++

B9320 + + – +
отдельные гранулы

5
Long +++ ++ ++ +
A2 ++ + ++ +

B9320 – – – –

2,5
Long ++ + + –
A2 ++ + + –

B9320 – – – –

Примечание: (++++) – исключительно яркая флуоресценция; (+++) – выраженная флуоресценция меньшей интенсивности; 
(++) – отчетливая флуоресценция умеренной интенсивности; (+) – слабая, неотчетливая флуоресценция; (–) – фоновая ауто-
флуоресценция клеток.

Footnote: (++++), extremely bright fluorescence; (+++), marked fluorescence of lower intensity; (++), distinct fluorescence of moder-
ate intensity; (+), weak, indistinct fluorescence; (–), background autofluorescence of cells.
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Выделение вирусов из клеточной культуры – 
достаточно трудоемкий, дорогостоящий процесс, 
требующий длительного времени анализа, которое 
в случае РСВИ может достигать 3 нед. Кроме того, 
данный метод малочувствителен при исследова-
нии образцов от взрослых людей, особенно лиц 
пожилого возраста, поскольку количество вирус-
ных частиц в клинических материалах у данного 
контингента значительно ниже (103 БОЕ/мл), чем 
у детей (106 БОЕ/мл) [7]. У лиц пожилого возрас-
та с верифицированной РСВИ только в 65% случа-
ев удается выделить вирус из культуры клеток [8].

ПЦР с обратной транскрипцией является наи-
более чувствительным и относительно быстрым 
(1–2 дня) диагностическим методом. Следует, од-
нако, отметить, что чувствительность при диа-
гностике РСВИ с помощью ПЦР сильно варьи-
рует (по данным различных авторов, в преде-
лах 79–98%) и зависит от возраста обследуемого 
пациента, хотя специфичность ее и составляет 
96–100% [8–10]. Преимуществом ПЦР и ее мо-
дификаций является высокая эффективность при 
диагностике РСВИ у пожилых людей [7], а так-
же возможность детектировать РСВ у пациен-
тов на поздних сроках  заболевания (в течение 
2 нед.) [11], что актуально при выявлении вирус-
ной персистенции. Тем не менее, ПЦР-диагно-

стика РСВИ значительно менее продуктивна, чем 
для многих других ОРВИ, например гриппа, вы-
званного вирусами А и В [12].

В настоящее время активно ведется разработ-
ка способов быстрой детекции вирусных антиге-
нов, к которым относятся иммунохроматографи-
ческие (ИХТ) и иммунофлюоресцентные (ИФЛ) 
методы. ИХТ-методы позволяют диагностировать 
ОРВИ непосредственно «у постели больного» 
с высокой специфичностью (96–100%) в течение 
15–30 мин. К недостаткам этого метода можно от-
нести сравнительно низкую чувствительность су-
ществующих коммерческих тестов (57–85% у де-
тей и 29% у взрослых), что в ряде случаев приво-
дит к ложноотрицательным результатам [13, 14].

Несмотря на быстрое совершенствование мо-
лекулярных методов диагностики вирусных ин-
фекций, ИФЛ-методы широко используются в 
клинической практике. Они просты в исполнении 
и позволяют диагностировать заболевание в те-
чение 1–2 ч. Чувствительность методов ИФЛ при 
детекции антигенов РСВ в клетках респиратор-
ного эпителия из назофарингеальных соскобов 
или аспиратов с использованием моноАТ варьи-
рует у детей с верифицированной РСВИ от 60% 
до 98%, а их специфичность при этом достигает 
88–100% [15–17].

Флуоресценция РСВ-специфичных моноАТ (названия – слева) в клетках МА-104, инфицированных различными 
штаммами РСВ (названия – сверху) при реакции непрямой ИФЛ. Увеличение × 1000

Fluorescence of RSV-specific MAbs (written on the left) in MA-104 cells inoculated by various RSV strains (written above). 
Enlargement of × 1000

Long

1H3

4F2

A2 B9320
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Полученные в лаборатории биотехнологии 
диагностических препаратов ФГБУ «НИИ грип-
па» моноАТ к F-белку РСВ при исследовании в 
непрямом ИФЛ отличались высокой специфиче-
ской активностью и не обладали перекрестной 
реактивностью с другими возбудителями ОРВИ 
(Ав) и незараженной культурой клеток. Наибо-
лее перспективными для создания диагностиче-
ских тест-систем оказались моноАТ 1H3 и 4F2, 
использование которых не только выявляло РСВ 
обеих антигенных групп, но и значительно облег-
чало интерпретацию результатов ИФЛ за счет бо-
лее яркой специфической флуоресценции и пол-
ного отсутствия фоновых реакций.

Работа выполнена в рамках государственного 
задания «Молекулярно-биологическая характери-
стика современных штаммов респираторно-син-
цитиального вируса».
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The work has been focused on the study of the diagnostic properties of new monoclonal antibodies to the 
RSV F-protein in immunofluorescence analysis for the further development of diagnostic tests for the RSV 
detection on their basis. The specific activity of MAb against RSV-A (strains Long and A2) and RSV-B 
(strain 9320) was investigated in IF. Based on the results of the investigation, MAbs with high specificity to 
both genetic groups of RSV were selected. The application of these MAbs to the development of diagnostic 
test systems will significantly improve the laboratory supervision of the RSV circulation in Russia.
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