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Аннотация 

В работе представлены результаты изучения биологической активности штаммов вируса 

гриппа А и В, выделенных от людей в 2018-2020 гг. в Республике Казахстан, после хранения при 

4°С в лиофильновысушенном состоянии. В результате исследования установлено, что после 

хранения лиофилизированных вирусов гемагглютинирующая активность у некоторых штаммов 

через три месяца снизилась вдвое, у остальных - осталась на прежнем уровне. Инфекционная 

активность всех протестированных вирусов гриппа снизилась в среднем на 1-2 lg EID50/0,2 мл. 

Через шесть месяцев хранения как гемагглютинирующая, так и инфекционная активности всех 

вирусов гриппа остались практически на том же уровне. 

Таким образом, лиофильное высушивание вирусов гриппа сохраняет их 

гемагглютинирующую и инфекционную активности после шести месяцев хранения. Полученные 

результаты позволяют использовать данный метод в сочетании с криоконсервацией для 

длительного хранения вирусов гриппа. 
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Вирусы гриппа поражают не только человека, но и широко распространены среди 

млекопитающих. Ежегодно коллекция вирусов гриппа пополняется новыми штаммами, 

изолированными как от людей, так и от животных [1, 2]. Важными задачами, стоящими 

перед государственными коллекциями патогенных вирусов, являются поддержание 

коллекционных штаммов в жизнеспособном состоянии с сохранением их 

первоначальных свойств в течение максимально возможного времени, а также 

обеспечение ими научно-исследовательских, образовательных, медицинских и 

производственных учреждений. Для решения этих задач используют различные методы 

долгосрочной консервации штаммов [3, 4, 5]. 

Сохранение генофонда вирусов ХХ и ХХI столетий для настоящих и будущих 

поколений исследователей предполагает коллекционирование патогенных или условно–

патогенных для человека вирусов. Основное назначение вирусологических коллекций 

заключается в хранении чистых культур антигенов. Собрать типовые штаммы по 

международным стандартам, штаммы, производственные и селекционированные в 

лабораториях или выделенные от больных людей и животных — это лишь часть 

коллекционной задачи. Необходимо сохранить оригинальные штаммы вирусов на многие 

десятилетия без изменений их первоначальных свойств — молекулярной, антигенной и 

генетической структуры, иммуногенной потенции. Поддержание штаммов в рабочем 
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состоянии, сохранение их ценных свойств являются важными условиями практически 

любой работы с микроорганизмами – от первичного изучения до использования их в 

производстве различных биопрепаратов. 

В настоящее время используются различные методы хранения вирусов. Среди них 

такие как использование жидкого азота (-196°С) для заморозки вируссодержащих 

культуральной и аллантоисной сред и криоконсервация в низкотемпературном 

морозильнике (-80°С). Однако одним из основных и часто используемых методов 

хранения микробных и вирусных культур в течение продолжительного периода времени, 

обеспечивающим минимизацию количества генераций штаммов, является лиофилизация, 

которая позволяет получать большое количество удобных для хранения и 

транспортировки герметизированных ампул аликвот вирусной культуры с одинаковыми 

свойствами [6, 7, 8, 9, 10]. Кроме того, лиофилизация, является экономичным и 

эффективным методом длительного хранения вирусов, бактерий и других 

микроорганизмов [11]. 

Целью данной работы явилось изучение гемагглютинирующей и инфекционной 

активности лиофильновысушенных штаммов вируса гриппа А и В, выделенных от людей 

в 2018-2020 гг. в Республике Казахстан, после хранения их в течение шести месяцев.  

Материалы и методы 

В качестве объекта лиофилизации использовали  аллантоисные культуры вирусов 

гриппа A (H1N1 и H3N2) и B, выделенных в 2018-2020 гг. в различных регионах 

Казахстана (А/Алматы/04/18, В/Алматы/08/18, А/Алматы/05/19, А/Павлодар/11/19, 

А/СКО/18/19, А/Караганды/38/19, А/ВКО/39/19, А/ЗКО/41/19, А/Алматы/02/20, 

А/ВКО/05/20, А/Алматы/07/20 и А/Алматы/11/21). 

Гемагглютинирующую активность вирусов определяли в реакции гемагглютинации 

(РГА) с использованием 0,75% взвеси эритроцитов  петуха и человека I(0) группы крови. 

Инфекционность лиофильно высушенных штаммов вирусов гриппа после хранения 

определяли по общепринятому методу [12], титры выражали в lg ЭИД50/0.2мл. 

Лиофилизацию вирусов проводили по специальной программе на установке Альфа 

1-2 LD plus фирмы «MartinChrist» (Германия). В качестве стабилизатора использовали 

водный раствор 0,75% хлорида натрия с 2% раствором желатина и 20% сахарозы. 

Ампулы с лиофильно высушенными вирусами были заложены на хранение при 4°С. 

Результаты и обсуждение  

Для работы использовали 12 штаммов вируса гриппа А и В, выделенных от людей в 

различных регионах Казахстана в 2018-2020 гг. (Алматы - 04/18, 08/18, 05/19, 02/20, 

07/20, 11/21; Павлодар -11/19; СКО - 18/19; ЗКО – 41/19; ВКО – 39/19, 05/20; Караганды – 

38/19), с титрами гемагглютинации 1:16 – 1:64.     

В результате восстановительных пассажей и клонирования на куриных эмбрионах 

12 штаммов вируса гриппа типов A и B, титры гемагглютинации всех вирусов были 

увеличены до 1:64 - 1:1024. Инфекционная активность вирусов составляла 2,3-9,3 

lgEID50/0,2. Самая высокая инфекционность была обнаружена у изолята A/Алматы/04/18 

(9,3 lg EID50/0,2), самая низкая – у B/Алматы/08/18 (2,3 lg EID50/0,2). 

Аллантоисную жидкость 12 вирусов гриппа подвергали лиофильному 

высушиванию, ампулы с лиофилизированными вирусами хранили при 4°C в течение 

шести месяцев.  

Гемагглютинирующую и инфекционную активность лиофилизированных штаммов 

вируса гриппа А и В проверяли после хранения при 4°C через три и шесть месяцев. 

Результаты исследования гемагглютинирующей и инфекционной активности после 

хранения представлены в таблице. 
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Таблица – Гемагглютинирующая и инфекционная активность штаммов вируса гриппа А 

и В после лиофильного высушивания и хранения 

Изолят 

 

 

 

Титр гемагглютинирующей 

активности 

Титр инфекционной 

активности, (lg ЭИД 50/0,2 мл) 

Исходн

ый 

После хранения в 

течение 
Исходн

ый  

После хранения в 

течение 

3 мес. 6 мес. 3 мес. 6 мес. 

A/Алматы/04/18 (H1N1) 128 128 64 9,3±0,2 9,5±0,2 8,8±0,1 

A/ Алматы /05/19 (H1N1) 256 256 128 8,3±0,4 7,7±0,9 7,3±1,1 

A/Павлодар/11/19 (H1N1) 256 128 128 2,4±0,1 1,9±0,4 1,7±0,1 

A/СКО/18/19 (H1N1) 64 32 16 3,6±0,5 3,4±0,7 2,7±0,3 

A/Караганда/38/19 (H1N1) 128 64 64 5,7±0,4 5,3±0,9 4,5±0,5 

A/ВКО/39/19 (H1N1) 1024 512 256 6,3±0,4 5,7±0,4 4,3±1,1 

A/ЗКО/41/19 (H1N1) 1024 512 512 5,3±0,9 4,5±0,5 3,6±0,5 

A/Алматы/11/21 (H1N1) 64 32 32 3,6±0,5 2,7±0,4 1,81,0 

A/Алматы/02/20 (H3N2) 64 64 32 4,3±1,1 3,6±0,6 3,3±1,6 

A/Алматы/07/20 (H3N2) 64 32 32 2,4±0,1 1,7±0,1 1,6±0,1 

B/ Алматы /08/18 64 64 32 2,3±0,5 2,3±0,3 2,4±0,1 

B/ВКО/05/20 128 64 64 2,7±0,3 1,9±0,4 1,7±0,1 

 

Установлено, что после хранения лиофилизированных вирусов в течение трех 

месяцев при 4°C гемагглютинирующая активность штаммов (A/Павлодар/11/19, 

A/СКО/18/19, A/Караганда/38/19, A/ВКО/39/19, A/ЗКО/41/19, A/Алматы/07/20 и 

A/Алматы/11/21) снизилась вдвое, у остальных - осталась на прежнем уровне. 

Инфекционная активность всех протестированных штаммов вируса гриппа снизилась в 

среднем на 1-2 lg EID50/0,2 мл, кроме вируса A/Алматы/04/18 (H1N1), у которого эти 

показатели остались на прежнем уровне. 

В результате шести месяцев хранения при тех же условиях гемагглютинирующая 

активность штаммов варьировала от 1:32 до 1:512. Инфекционная активность всех 

вирусов гриппа после хранения в течение шести месяцев сохранялась практически на том 

же уровне и составляла 1,6-8,8 lg EID50/0,2 мл.  

В этом исследовании изучалась стабильность вируса гриппа после лиофильного 

высушивания и хранения в течение трех и шести месяцев и проводился контроль 

основных показателей их жизнеспособности (гемагглютинирующая и инфекционная 

активности). Установлено, что инфекционность вируса гриппа сохранялась более пяти 

месяцев хранения при температуре 4°C. В лиофильно высушенных антигенах не 

наблюдалось существенной разницы в инфекционности или в титре lg ЭИД 50/0,2 мл по 

сравнению с исходнымы значениями этих вирусов. 

Сублимированные антигены казахстанских штаммов вирусов гриппа А и В могут 

использоваться в качестве стандартных диагностикумов, поскольку сохраняют свои 

свойства после шести месяцев хранения при 4°С. 

Таким образом, лиофильное высушивание позволяет использовать данный метод 

криоконсервации для длительного хранения вирусов гриппа.  
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ТҰМАУ ВИРУСЫ ШТАМДАРЫН САҚТАУ ҮШІН ЛИОФИЛИЗАЦИЯНЫ 

ҚОЛДАНУ 

 
Түйін 

Зерттеуде Қазақстан Республикасында 2018-2020 жылдары адамдардан бөлінген А және В 

тұмауы вирусы штаммдарын лиофильді кептіріп, 4°С-та сақтағаннан кейінгі биологиялық 

белсенділігін зерттеу нәтижелері көрсетілген. Зерттеу нәтижесінде лиофилденген вирустарды 

4°С температурада сақтағаннан кейін кейбір штаммдарда гемагглютинациялау белсенділігі үш 

айдан кейін екі есе төмендегені, қалғандарында сол деңгейде сақталатыны анықталды. 

Тексерілген тұмау вирусының бір штаммынан басқа барлық штамдардың инфекциялық 

белсенділігі орташа есеппен 1-2 lg EID50/0,2 мл. төмендеді. Алты ай сақтағаннан кейін барлық тұмау 

вирустарының гемагглютинациялық және инфекциялық белсенділігі іс жүзінде бірдей деңгейде 

қалды. 
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Осылайша, тұмау вирусының лиофильді кептірілуі алты ай сақталғаннан кейін олардың 

гемагглютинациялық және инфекциялық белсенділігін сақтайды. Алынған нәтижелер тұмау 

вирусын ұзақ уақыт сақтау үшін криоконсервациялаудың осы әдісін қолдануға мүмкіндік береді. 

Түйінді сөздер: вирус, тұмау, антиген, лиофилизация, препарат 
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Summary 

The paper presents the results of studying the biological activity of influenza A and B virus 

strains isolated from humans in 2018-2020 in the Republic of Kazakhstan, after storage at 4 ° C in a 

freeze-dried state. As a result of the study, it was found that after storage of lyophilized viruses, the 

hemagglutinating activity in some strains decreased by half after three months, while in the rest it 

remained at the same level. The infectious activity of all tested influenza viruses decreased by an 

average of 1-2 lg EID50/0.2 ml. The hemagglutinating and infectious activity of all influenza viruses 

remained practically at the same level after six months of storage. 

Thus, freeze drying of influenza viruses retains their hemagglutinating and infectious activity 

after six months of storage. The results obtained make it possible to use this cryopreservation method for 

long-term storage of influenza viruses. 
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Influenza viruses infect not only humans, but they are also widespread among mammals. 

Every year, the collection of influenza viruses is replenished with new strains isolated from both 

humans and animals [1, 2]. The important tasks facing the state collections of pathogenic 

viruses are to maintain the collection strains in a viable state with the preservation of their 

original properties for the maximum possible time, as well as to provide them with research, 

educational, medical, and industrial institutions. To solve these problems, various methods of 

long-term conservation of strains are used [3, 4, 5]. 

The preservation of the gene pool of viruses of the XX and XXI centuries for present and 

future generations of researchers presupposes the collection of viruses that are pathogenic or 

conditionally pathogenic for humans. The main purpose of virological collections is to store 

pure antigen cultures. Collecting type strains, international standards, production, and selection 

in laboratories, or isolated from sick people, animals and vectors is only part of the collection 

task. It is necessary to preserve the original strains of viruses for many decades without 

changing their original properties - biology, antigenic and genetic structure, immunogenic 

potency. Maintaining strains in working order, preserving their valuable properties are 
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important conditions for almost any work with microorganisms - from initial study to their use 

in the production of various biological preparations. 

Currently, various methods of virus storage are used: this is the use of liquid nitrogen (-

196 ° C) for freezing virus-containing cell culture and allantoic fluid, cryopreservation in a 

freezer (-80 ° C). However, one of the main and frequently used methods of storage of 

microbial and viral cultures for a long period of time, which minimizes the number of 

generations of strains, is lyophilization, which allows to obtain many convenient for storage and 

transportation of sealed ampoules of viral aliquots with the same properties [6, 7, 8, 9, 10]. In 

addition, lyophilization is an economical and effective method of long-term storage of viruses, 

bacteria, and other microorganisms [11].  

The aim of this work was to study the hemagglutinating and infectious activity of freeze-

dried strains of influenza A and B viruses isolated from humans in the Republic of Kazakhstan 

in 2018-2020, after storing for six months. 

Materials and methods 

Allantoic cultures of influenza A (H1N1 and H3N2) and B viruses isolated in 2018-2020 

in various regions of Kazakhstan (A/Almaty/04/18, B/Almaty/08/18, A/Almaty/05/19, 

A/Pavlodar / 1/19, A / SKO/18/19, A / Karagandy/38/19, A/VKO /39/19, A/ZKO/41/19, 

A/Almaty/02/20, A/VKO/05/20, A/Almaty/07/20 and A/Almaty/11/21) were used as an object 

for lyophilization. 

Hemagglutinating activity of viruses was determined in hemagglutination assay (HA 

assay) using 0.75% suspension of a rooster and a person of 0 (1) blood group erythrocytes. 

The infectivity of freeze-dried strains of influenza viruses after storage was determined 

according to the generally accepted method [12], and their titers were expressed in lg EID50/0.2 

ml. 

Lyophilization of viruses was carried out according to a special program on an Alpha 1-2 

LD plus MartinChrist device (Germany). An aqueous solution of sodium chloride 0.75% in a 

solution of gelatin 2%, and sucrose 20% was used as a stabilizer. Freeze-dried viruses in 

ampoules were stored at 4°C. 

Results and discussion 

For the work, 12 strains of influenza A and B viruses isolated from people in various 

regions of Kazakhstan in 2018-2020 (Almaty - 04/18, 08/18, 05/19, 02/20, 07/20, 11/21; 

Pavlodar -11/19; RMS - 18/19; WKO - 4/9; East Kazakhstan - 39/19, 05/20; Karaganda - 

38/19), with hemagglutination titers 1:16 - 1:64 was used. 

As a result of restorative passages and cloning of 12 strains of influenza A and B viruses 

on chicken embryos, the hemagglutination titers of all viruses were increased to 1:64 - 1: 1024. 

The infectious activity of the viruses was 2.3-9.3 lgEID50/0.2 ml. The highest infectivity was 

found in isolate A/Almaty/04/18 (9.3 lg EID50/0.2 ml), the lowest one was found in 

B/Almaty/08/18 (2.3 lg EID50/0.2 ml). 

Allantoic fluid of 12 influenza viruses was freeze-dried, ampoules with lyophilized 

viruses were stored at 4°C for six months.  

The hemagglutinating and infectious activity of the lyophilized influenza A and B virus 

strains was tested after storage at 4°C for three and six months. The study results of 

hemagglutinating and infectious activity after storage are presented in the table. 
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Table - Hemagglutinating and infectious activity of influenza A and B strains after freeze 

drying and storage 

Isolate 

Hemagglutinating activity titer 
Infectious activity titer 

(lgEID50/0.2 ml) 

Original 
After storage for 

Original 
After storage for 

3 months 6 months 3 months 6 months 

A/Almaty/04/18 (H1N1) 128 128 64 9,3±0,2 9,5±0,2 8,8±0,1 

A/Almaty/05/19 (H1N1) 256 256 128 8,3±0,4 7,7±0,9 7,3±1,1 

A/Pavlodar/11/19 (H1N1) 256 128 128 2,4±0,1 1,9±0,4 1,7±0,1 

A/SKO/18/19 (H1N1) 64 32 16 3,6±0,5 3,4±0,7 2,7±0,3 

A/Karaganda/38/19 (H1N1) 128 64 64 5,7±0,4 5,3±0,9 4,5±0,5 

A/VKO/39/19 (H1N1) 1024 512 256 6,3±0,4 5,7±0,4 4,3±1,1 

A/ZKO/41/19 (H1N1) 1024 512 512 5,3±0,9 4,5±0,5 3,6±0,5 

A/Almaty/11/21 (H1N1) 64 32 32 3,6±0,5 2,7±0,4 1,81,0 

A/Almaty/02/20 (H3N2) 64 64 32 4,3±1,1 3,6±0,6 3,3±1,6 

A/Almaty/07/20 (H3N2) 64 32 32 2,4±0,1 1,7±0,1 1,6±0,1 

B/Almaty/08/18 64 64 32 2,3±0,5 2,3±0,3 2,4±0,1 

B/VKO/05/20 128 64 64 2,7±0,3 1,9±0,4 1,7±0,1 

 

It was found that after storage of lyophilized viruses for three months at 4°C, the 

hemagglutinating activity of strains (A/Pavlodar/11/19, A/SKO/18/19, A/Karaganda/38/19, 

A/VKO/39/19, A/ZKO/41/19, A/Almaty/07/20 and A/Almaty/11/21) decreased by half, the 

hemagglutinating activity of rest ones remained at the same level. The infectious activity of all 

tested strains of the influenza virus decreased on average by 1-2 lg lgEID50/0.2 ml, except for the 

A/Almaty/04/18 (H1N1) virus, in which these indicators remained at the same level. 

As a result of six months of storage under the same conditions, the hemagglutinating 

activity of the strains varied from 1:32 to 1: 512. The infectious activity of all influenza viruses 

after storage for six months remained practically at the same level and amounted to 1.6-8.8 lg 

EID50/0.2 ml. 

In this study, the stability of the influenza virus after freeze drying and storage for three 

and six months was studied and the main indicators of their viability (hemagglutinating and 

infectious activities) were monitored. It was found that the infectivity of the influenza virus 

persisted for more than five months of storage at 4°C. In freeze-dried antigens, there was no 

significant difference in infectivity or in the titer lg EID50/0.2ml compared with the initial values 

of these viruses. 

Freeze-dried antigens of Kazakh strains of influenza A and B viruses can be used as 

standard diagnostics, since they retain their properties after six months of storage at 4°C. 

Thus, freeze drying makes it possible to use this cryopreservation method for long-term 

storage of influenza viruses. 
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