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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ НОВЫХ ИЗОЛЯТОВ  
ВИРУСА ГРИППА ПТИЦ СУБТИПА Н3N8,  

ВЫДЕЛЕННЫХ В СЕВЕРНЫХ РЕГИОНАХ КАЗАХСТАНА

Молекулярно-генетический анализ генов вирусных изолятов позволит оценить распрос-
транение вируса гриппа А на территории Республики Казахстан. Контроль за гриппом птиц 
затруднен из-за высокой изменчивости генома вируса. Рaспространение вирусов гриппа среди 
диких водоплавающих птиц и мест их обитания представляет собой потенциальную угрозу для 
здоровья населения. В настоящее время возбудитель гриппа является объектом детального 
изучения, особенно в плане генетической паспортизации штаммов, используемых для разработки 
диагностических и профилактических средств.

Целью исследования является изучение молекулярно-генетических свойств новых изолятов 
вируса гриппа птиц субтипа Н3N8, выделенных во время мониторинга гриппа птиц в северных 
регионах Казахстана. При выполнении исследований были использованы современные методы 
молекулярной биологии и генной инженерии. В 2018 году во время вирусологического 
мониторинга диких птиц в северных регионах Казахстана были выявлены особи, инфицированные 
вирусом гриппа А. Клоачные смывы двух птиц, в частности широконоски (Anas clypeata) и 
чирка-трескунка (Anas querquedula), показали положительную реакцию на вирус гриппа типа А 
субтипа H3N8 методом ПЦР. В результате исследований получены изоляты вируса гриппа А/
широконоска/СКО/20/2018 (H3N8) и А/чирок-трескунок/СКО/45/2018 (H3N8).

Показаны результаты определения нуклеотидных последовательностей и филогенетического 
анализа важных генов новых изолятов А/широконоска/СКО/20/2018 (H3N8) и А/чирок-трескунок/
СКО/45/2018 (H3N8) вируса гриппа птиц. Новые казахстанские изоляты вируса гриппа птиц по 
составу М-гена наибольшее родство проявляют со штаммами вируса гриппа птиц субтипа H3N8, 
выделенными в Монголии в 2018 г.

Результаты молекулярно-генетического анализа новых изолятов вируса гриппа птиц субтипа 
Н3N8, выделенных в северных регионах Казахстана, будут использованы в производстве нового 
поколения вакцин, диагностикумов и разработке мероприятий по улучшению эпизоотической 
обстановки по гриппу в Республике Казахстан.
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Molecular genetic analysis of new isolates of H3N8 subtype avian  
influenza virus isolated in Northern regions of Kazakhstan

Molecular and genetic analysis of viral isolates genes will allow to estimate the spread of influenza 
A virus in the territory of the Republic of Kazakhstan. Avian influenza control is difficult due to the high 
variability of the virus genome. The influenza virus circulation among wild waterfowl and the proximity 
of humans to their habitats is a potential source of threat to public health. Currently, the influenza agent 
is the subject of detailed study, especially in terms of genetic certification of strains used for the develop-
ment of diagnostic and prophylactic agents.
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The aim is studying the molecular genetic properties of new isolates of avian influenza virus subtype 
H3N8 isolated during the monitoring of avian influenza in the Northern regions of Kazakhstan. Modern 
methods of molecular biology and genetic engineering were used in the research. In 2018, virological 
monitoring of wild birds in the Northern regions of Kazakhstan revealed individuals infected with influ-
enza a virus. Pharyngeal swabs of two birds in particular shovelers (Anas clypeata) and teal cracker (Anas 
querquedula) showed positive reactions for influenza virus type A, subtype H3N8 by PCR. The study 
obtained isolates of influenza virus A/shoveler/SKO/20/2018 (H3N8) and A/Teal cracker/RMS/45/2018 
(H3N8).

Results of determining nucleotide sequences and phylogenetic analysis of the new isolates impor-
tant genes, A/shoveler/SKO/20/2018 (H3N8) and A/Teal cracker/RMS/45/2018 (H3N8) influenza virus in 
birds are shown. New Kazakhstan isolates of avian influenza virus on the composition of M-gene show 
the greatest affinity with the strains of avian influenza virus subtype H3N8 isolated in Mongolia in 2018. 

The molecular genetic analysis results of new isolates of the H3N8 subtype avian influenza virus iso-
lated in the Northern regions of Kazakhstan will be used in the new generation of vaccines production, 
diagnostics and development of measures to improve the influenza epizootic situation in Kazakhstan.
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Қазақстанның солтүстік өңірлерінде бөлінген құс тұмауы вирусының  
Н3N8 субтипінің жаңа изоляттарын молекулалық-генетикалық талдау

Вирусты изоляттарының гендерінің молекулалық-генетикалық талдауы Қазақстан 
Республикасының аумағында А тұмауы вирусының таралуын бағалауға мүмкіндік береді. 
Вирус геномының жоғары өзгергіштігіне байланысты құс тұмауын бақылау қиын. Жабайы суда 
жүзетін құстардың арасында тұмау вирусының айналымы және адамның олардың мекендейтін 
жерлеріне жақындығы халықтың денсаулығына қауіп төндірудің әлеуетті көзі болып табылады. 
Қазіргі уақытта тұмау қоздырғышы, әсіресе диагностикалық және алдын алу құралдарын әзірлеу 
үшін пайдаланылатын штамдарды генетикалық паспорттау тұрғысынан егжей-тегжейлі зерттеу 
объектісі болып табылады.

Зерттеудің мақсаты Қазақстанның солтүстік аймақтарында құс тұмауының мониторингі 
кезінде бөлініп алынған құс тұмауы вирусының Н3N8 субтипінің жаңа изоляттарының молекулалы-
генетикалық қасиеттерін зерттеу болып табылады. Зерттеу барысында молекулалы биология 
мен гендік инженерияның заманауи әдістері қолданылды. 2018 жылы Қазақстанның солтүстік 
аймақтарында жабайы құстардың вирусологиялық мониторингі кезінде А тұмауы вирусын 
жұқтырған құстар анықталды. Екі құстың жұтыну шайындылары, атап айтқанда жалпақ тұмсық 
үйрек (Anas clypeata) пен шүрегей (Anas querquedula) ПТР әдісімен А типті тұмау вирусының 
Н3N8 субтипіне оң нәтиже көрсетті. Зерттеу нәтижесінде А/широконоска/СКО/20/2018 (H3N8) 
және А/чирок-трескунок/СКО/45/2018 (H3N8) тұмау вирусының изоляттары алынды.

Құс тұмауы вирусының А/широконоска/СКО/20/2018 (H3N8) және А/чирок-трескунок/
СКО/45/2018 (H3N8) жаңа изоляттарының маңызды гендерінің нуклеотидтік тізбектерді анықтау 
және филогенетикалық талдау нәтижелері көрсетілген. М-генінің құрамы бойынша 2018 жылы 
Моңғолияда бөлінген құс тұмауы вирусының H3N8 субтипі штамдарымен құс тұмауы вирусының 
жаңа қазақстандық изоляттары ең жақын туыстық танытады.

Қазақстанның солтүстік өңірлерінде бөлінген H3N8 субтипі құстардың тұмауы 
вирусының жаңа оқшаулағыштарын молекулалық-генетикалық талдау нәтижелері Қазақстан 
Республикасында тұмау бойынша эпизоотиялық жағдайды жақсарту жөніндегі іс-шараларды 
әзірлеуде, диагностикумдардың жаңа буынын өндірісінде пайдаланылатын болады.

Түйін сөздер: генетикалық талдау, құс тұмауы вирусы, жабайы құстар, ПТР, РНҚ.

Введение

Эпизooтии гриппа среди сельскохозяйствен-ooтии гриппа среди сельскохозяйствен-тии гриппа среди сельскохозяйствен-
ных птиц, которые наносят значительный эко-
номический ущерб птицеводству, были неодно-

кратно зарегистрированы в различных странах 
мира [1, 2, 3, 4] . 

Вирус гриппа А принадлежит семейству 
Orthomyxoviridae. Согласно антигенной спец-
ифичности поверхностных гликопротеинов – ге-
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магглютинина (HA) и нейраминидазы (NA), про-
водится субтипирование вируса гриппа А [5]. 
Вирусы гриппа являются одними из самых рас-
пространенных патогенов человека и ежегодно 
приводят к эпидемиям по всему миру [6]. В на-
стоящее время известно 18 подтипов гемагглю-
тинина (НА) и 11 подтипов нейраминидазы (NА) 
вирусов гриппа А. Вирусы, содержащие субти-
пы гемагглютинина с 1 по 16 и нейраминидазы 
с 1 по 9, изначально возникали в популяциях 
водоплавающих птиц, и затем переходили в по-
пуляции млекопитающих, в том числе человека 
[7, 8]. В 2012 и 2013 гг. в Центральной и Южной 
Америке выделены от летучих мышей два новых 
субтипа вируса гриппа А (Н17N10 и Н18N11) 
[9]. В результате мутации в одном из полимераз-
ных генов вирус гриппа способен периодически 
преодолевать межвидовой барьер, повышающей 
уровень изменчивости возбудителя. В итоге воз-
никает значительно большее количество его ва-
риантов, что создает лучшие условия для адап-
тации в организме различных видов животных 
и птиц [10]. Большинство видов птиц, включая 
сельскохозяйственных, синантропных, экзоти-
ческих и декоративных птиц, а также млекопи-
тающие (свиньи, лошади, хорьки, мыши, кош-
ки, собаки и другие) и человек восприимчивы 
к вирусу гриппа А [11, 12]. Основной резервуар 
вируса гриппа А – птицы водно-околоводного 
экологического комплекса, преимущественно 
представители семейств утиных и чайковых. 
Следует, что основным источником вируса в 
природе являются водоплавающие птицы, кото-
рые переносят вирус в кишечнике и выделяют 
его в окружающую среду со слюной и пометом. 
У диких уток ВГА размножается главным обра-
зом в клетках, выстилающих желудочно-кишеч-
ный тракт, при этом никаких видимых призна-
ков заболевания у самих птиц вирус не вызывает 
и в высоких концентрациях выделяется в окру-
жающую среду. Бессимптомное течение гриппа 
у диких уток и болотных птиц к данному хозя-
ину на протяжении сотен лет может являться 
результатом адаптации вируса. Таким образом, 
создается природный резервуар, обеспечиваю-
щий вирусам гриппа птиц биологическое «бес-
смертие» [13]. Вирус гриппа А может вызывать 
тяжелое заболевание и гибель среди домашних 
птиц. Данное заболевание характеризуется и по-
тенциально высокой опасностью возбудителя 
для человека. Дикие птицы, которые относят-
ся к отрядам Anseriformes (утки, гуси, лебеди) 

и Charadriiformes (прибрежные виды вместе с 
чайками), образуют естественный резервуар 
вирусов гриппа А в природе, которые могут 
происходить трансмиссией к другим хозяевам 
[14].

В период с 1998 г. по 2006 г. проведенные 
мониторинговые исследования на территории 
Европы [15], показали, что самые распростра-
ненные подтипы ВГП в популяциях диких птиц 
это подтипы НЗ и Н4.

В 2005 г. эпизоотии высокопатогенного ви-
руса гриппа А/H5N1 на территории юга Запад-
ной Сибири, включая Новосибирскую область, 
а также на Урале, в Монголии и Китае явились 
предпосылками к изучению и мониторингу раз-
личных вариантов вируса в популяции диких 
птиц, а также к исследованиям их генетических, 
патогенных и антигенных свойств [16].

Одним из мест скопления птиц являются 
небольшие озера, расположенные в Северо-Ка-
захстанской области. Камышловское озеро рас-
положено в древней долине реки Камышловки в 
Омской области России и Северо-Казахстанской 
области РК. Камышловский лог – это древняя до-
лина высохшей реки Камышловки расположен-
ная в Омской области Российской Федерации 
и Северо-Казахстанской области Республики 
Казахстан, является охраняемой орнитологиче-
ской территорией, на которой гнездятся птицы, 
занесённые в Красную книгу России: лебедь-
шипун, кроншнеп, шилоклювка, ходулочник, 
большая белая цапля, савка и др.

Озеро Алуа (Алва) – находится к северо-за-
паду от села Явленка в Есильском районе Севе-
ро-Казахстанской области. В Северо-Казахстан-
ской области расположено, мелководное озеро 
Займище, с сплошь заросшими тростниками. 
Сильно зарастающие у берегов тростником, эти 
озёра имеют хорошо развитые подводные луга 
из погруженной растительности и отличают-
ся высокой кормностью. В соседней Сибири в 
период гнездовых и миграционных миграций 
встречаются популяции диких птиц Африки, Ев-
ропы, Центральной и Южной Азии, что способ-
ствует внедрению различных вариантов вируса 
гриппа А из довольно отдаленных географиче-
ских районов [17, 18]. 

Целью исследования является изучение мо-
лекулярно-генетических свойств новых изо-
лятов вируса гриппа птиц субтипа Н3N8, вы-N8, вы-8, вы-
деленных во время мониторинга гриппа птиц в 
северных регионах Казахстана. 
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Материалы и методы

Объекты исследования
С 2018 г. проводился сбор материалов (кло-

акальные смывы) от разных видов диких птиц. 
Территорией для сбора материала послужили 
мелкие озера (Алуа и Займище) Северо-Казах-
станской области. 

Поступивший в лабораторию биоматери-
ал для вирусологических исследований под-
вергался предварительной обработке согласно 
стандартным операционным процедурам, раз-
работанным в НИИПББ КН МОН РК: «СОП по 
отлову диких птиц», «Получение образцов био-
логического материала из мазков», «Маркиров-
ка образцов биологических материалов без при-
менения штрих-кодов», «План мероприятий по 
предотвращению контактов с опасными матери-
алами».

Всего исследованы образцы клоакальных 
смывов от 90 диких птиц семейства Anatidae, 
Accipitridae,  Rallidae, Podicipedidae. Клоачные 
пробы собирались асептически и хранились и 
транспортировались в жидком азоте. Образцы 
хранили при -40°С до исследования.

Выделение вирусной РНК проводили с ис-
пользованием набора QIAamp Viral RNA Mini 
Kit (Qiagen GmbH, Hidden) в соответствии с ре-Qiagen GmbH, Hidden) в соответствии с ре- GmbH, Hidden) в соответствии с ре-GmbH, Hidden) в соответствии с ре-, Hidden) в соответствии с ре-Hidden) в соответствии с ре-) в соответствии с ре-
комендациями производителя из 140 мкл вирус-
содержащей жидкости.

Синтез кДНК
Обратную транскрипцию для синтеза кДНК 

проводили с ревертазой – 200 ед/мкл M-MLV 
ферментом, синтезирующий кДНК на матри-
це РНК, при помощи праймера Uni 12(AG-Uni 12(AG- 12(AG-AG-
CAAAAGCAGG).

Реакционная смесь:
РНК вируса – 1 мкл
Uni-12 (hexaprimer) – 1 мкл
или специфический праймер, инкубирование 

700С, 5 мин.
Добавить:
Буфер для синтеза кДНК - 4 мкл
Ингибитор РНКазы - 1 мкл
10 мМ дНТФ – 2 мкл, инкубирование при 

370С, 5 мин.
200 ед/мкл M-MLV фермент – 1 мкл
Вода – до 20 мкл, инкубирование при 420С, 

60 мин.
Реакцию останавливали нагреванием при 

700С, 10 мин.
Полученная в реакции обратной транскрип-

ции кДНК используется для постановки ПЦР. 
кДНК следует хранить при температуре минус 
20 °С.

Постановка полимеразной цепной реакции 
ПЦР-смесь для амплификации кДНК состоит 

из следующих компонентов: Taq ДНК полиме-
раза – 0,25 мкл (5 ед/мкл); 10х ПЦР-буфер – 2,5 
мкл; специфические праймеры (20 пМ) прямой 
и обратный праймер – по 1 мкл каждого; смесь 
дНТФ (10 мМ) – 1 мкл; 25 мМ раствор хлорида 
магния – 2 мкл; ДНК – 3 мкл. Деионизированная 
вода – 14,25 мкл. 

Температурно-временной режим ампли-
фикации проводили согласно программе: 
1) 50°С – 30 мин.; 94 °С – 2 мин.; 2)35 ци-
клов 94 °С – 30 сек.; 50 °С – 30 сек.; 68 °С 
– 1 мин., пост-амплификация 68 °С – 7 мин. 
Амплификацию проводили на амплификато-
ре GeneAmp PCR 2720, Applied Biosystems 
(США).

Таблица 1 – Праймеры используемые для типирования и субтипирования вируса гриппа

Целевой ген Название праймера Последовательность праймера Размер продукта, п.о.

М
InfА_M68F GTTCCGTCAGGCCCCCTCAA

185
InfА_M253R ACGCTGCAGTCCTCGCTCAC

НА [19]
H3-919F GYATYACTCCWAATGGAAGC

376
H3-1294R ATTCTYCCTTCYACTTCDGA

NA [20]
N8-93F CATRTVGTBAGYATYAYARTAAC

137
N8-93F ACAYTRGYATTGTRCCATTG
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Секвенирование
Подготовку проб для секвенирования про-

водили с использованием набора «BigDye Ter-BigDye Ter- Ter-Ter-
minator v3.1 Cycle Sequensing kit» фирмы Ap- v3.1 Cycle Sequensing kit» фирмы Ap-v3.1 Cycle Sequensing kit» фирмы Ap-3.1 Cycle Sequensing kit» фирмы Ap-Cycle Sequensing kit» фирмы Ap- Sequensing kit» фирмы Ap-Sequensing kit» фирмы Ap- kit» фирмы Ap-kit» фирмы Ap-» фирмы Ap-Ap-
plied Biosystems. Секвенирование проводили на 
автоматическом 16-капиллярном секвенаторе 
«3130xl Genetic Analyzer» (Applied Biosystems/
Hitachi). Анализ и сборку нуклеотидных после-). Анализ и сборку нуклеотидных после-
довательностей проводили с использованием 
программы Sequencer v 4.0 [21].

Сравнительный и филогенетический 
анализ 

Сравнительный анализ по нуклеотидным 
последовательностям проводили в программ-
ных модулях веб-сайта NCBI (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/genbank/). Поиск гомологичных ну-
клеотидных последовательностей генов вируса 
гриппа А осуществляли с помощью программы 
BLAST в базе данных Gene Bank.

Филогенетический анализ последователь-
ностей проводили с помощью программы Mega 
6.06. Филогенетическое древо было построено с 

использованием Neighbor-joining метода и моде-
ли Kimura 2-parameter с включениями замен d: 
Transitions + Transversions, а также включением 
кодонов 1st+2nd+3rd+Non-Coding и повторности 
бутсрапов 500.

Результаты и обсуждение

В 2018 г. при мониторинге гриппа птиц вы-
явлен субтип A/H3N8 у диких птиц, обитающих 
в озерах Алуа и Займище Северо-Казахстанской 
области. Характеристики биологических образ-
цов, отобранных от диких птиц Северо-Казах-
станской области представлены в таблице 2. 

Основную роль в циркуляции вируса грип-
па А играют представители семейства утиных 
(Anatidae) отряда гусеобразных (Anseriformes), 
а именно виды чирок-свистунок (Anas crecca), 
чирок-трескунок (Anas querquedula), и широко-
носка (Anas clypeata). Данные виды птиц явля-
ются основным природным резервуаром вируса 
гриппа А [22]. 

Таблица 2 – Характеристика биологических образцов, отобранных от диких птиц в Северо-Казахстанской области

№ Рег. 
№ Вид птицы

Место взятия биологических 
образцов Координаты

ОТ-ПЦР- на 
грипп типа 

А

ПЦР на 
субтип 

Н3

ПЦР на 
субтип 

N8

1 20 Широконоска 
(Anas clypeata)

Озеро Алуа, п. Явленка, Есильский
район, Северо-Казахстанская 

область

54°22’ 50,6»
68°17’ 06,6» + + +

2 45
Чирок-трескунок

(Anas 
querquedula)

Озеро Займище, Пресновка, 
Жамбылский район, Северо-

Казахстанская область

54°42’ 40,6»
67°20’ 50,6» + + +

При лабораторном мониторинге были ис-
пользованы молекулярные методы диагностики 
– ОТ-ПЦР на наличие вируса гриппа типа А и 
субтипирования.

Таким образом, по результатам исследова-
ния вирус гриппа типа А идентифицирован как 
субтип H3N8 в образцах, выделенных от широ-H3N8 в образцах, выделенных от широ-3N8 в образцах, выделенных от широ-N8 в образцах, выделенных от широ-8 в образцах, выделенных от широ-
коноски (Anas clypeata) и чирка-трескунка (Anas 
querquedula), обитающих в мелких озерах Севе-
ро-Казахстанской области. Результаты выявле-
ния вируса гриппа типа А, субтипа H3N8 пред-H3N8 пред-3N8 пред-N8 пред-8 пред-
ставлены на рисунке 1.

Исследуемые биологические образцы от 
широконоски (Anas clypeata) и чирка-трескун-Anas clypeata) и чирка-трескун- clypeata) и чирка-трескун-clypeata) и чирка-трескун-) и чирка-трескун-
ка (Anas querquedula) показали положительную 

реакцию на вирус гриппа типа А, субтип H3N8. 
наблюдается ПЦР продукт размером 185 п.о.; на 
подтип Н3 наблюдается полоса ПЦР продукта 
размером 376 п.о.; на подтип N8 наблюдается 
полоса ПЦР продукта размером 137 п.о.

В результате исследовании получены изоля-
ты вируса гриппа А/широконоска/СКО/20/2018 
(H3N8) и А/чирок-трескунок/СКО/45/2018 (H3N8).

Субтип Н3 (более 80 % положительных на 
вирус гриппа А) в настоящее время является са-
мым распространенным и в человеческих попу-
ляциях, вызывая ежегодные эпидемии по всему 
миру [23].  На территории Российской Федера-
ции были выделены и идентифицированы изо-
ляты ВГА H3N8 и H4N6 [24, 25].
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Электрофореграмма ПЦР-продуктов 
М гена вируса гриппа А. М – Маркер 
ДНК; 1 – Положительный контроль 
на вирус гриппа типа А (185 п.о.); 

2 – ПЦР-продукт фрагмента М гена 
из образца № 20 широконоски (Anas 

clypeata); 2 – ПЦР-продукт фрагмента 
М гена из образца № 45 чирка-
трескунка (Anas querquedula);

Электрофореграмма ПЦР-продуктов 
гемагглютинина Н3. М – Маркер 

ДНК; 1 – Положительный контроль на 
субтип Н3 вируса гриппа типа А (376 

п.о.); 2 – ПЦР-продукт гемагглютинина 
Н3 из образца № 20 широконоски 
(Anas clypeata); 2 – ПЦР-продукт 

гемагглютинина Н3 из образца № 45 
чирка-трескунка (Anas querquedula); 

Электрофореграмма ПЦР-продуктов 
нейрамидазы N8. М – Маркер ДНК; 

1 – Положительный контроль на 
субтип N8 вируса гриппа типа А (137 
п.о.); 2–ПЦР-продукт нейрамидазы 
N8 из образца № 20 широконоски 
(Anas clypeata); 2 – ПЦР-продукт 
нейрамидазы N8 из образца № 45 

чирка-трескунка (Anas querquedula);

Рисунок 1 – Электрофореграмма ПЦР-продуктов фрагментов  
генов вируса гриппа типа А, субтипа H3N8.

Выявление субтипа H3N8 у диких птиц со-H3N8 у диких птиц со-3N8 у диких птиц со-N8 у диких птиц со-8 у диких птиц со-
гласуются с рядом научных работ [23, 26, 27, 
28], опубликованных в научной литературе.

Для определения степени генетического род-
ства казахстанских изолятов вируса гриппа А/
широконоска/СКО/20/2018 (H3N8) и А/чирок-
трескунок/СКО/45/2018 (H3N8) с референсными 
вирусами из международной базы данных про-
ведено секвенирование ПЦР продуктов М и NS 
генов, по результатам которого определены их 
нуклеотидные последовательности. Нуклеотид-
ные последовательности М и NS генов приведе-NS генов приведе- генов приведе-
ны на рисунках 2 и 3.

При проведении сравнительного анализа ну-
клеотидных последовательностей М гена двух 
казахстанских изолятов вируса гриппа А/ши-
роконоска/СКО/20/2018 (H3N8) и А/чирок-тре-
скунок/СКО/45/2018 (H3N8) выделенных в 2018 
г. в северных регионах Казахстана, было выяс-
нено, что изоляты отличаются наличием 15 ну-
клеотидных замен. Результаты сравнительного 
анализа представлены на рисунке 4.  Анализ ну-
клеотидной последовательности М гена казах-

станских изолятов вируса гриппа А/широконо-
ска/СКО/20/2018 (H3N8) и А/чирок-трескунок/
СКО/45/2018 (H3N8) программой BLAST пока-H3N8) программой BLAST пока-3N8) программой BLAST пока-N8) программой BLAST пока-8) программой BLAST пока-BLAST пока- пока-
зал, что гомологичность последовательностей 
между ними составляет 98,54%. 

BLAST анализ показал 100 % идентичность 
NS гена казахстанских изолятов вируса гриппа 
А/широконоска/СКО/20/2018 (H3N8) и А/чи-
рок-трескунок/СКО/45/2018 (H3N8). Результаты 
представлены на рисунке 5.

Дальнейшие исследования были направлены 
на проведение сравнительного анализа М гена 
новых изолятов вируса гриппа птиц с имеющи-
мися данными в международном банке генов 
и составления филогенетического древа. Для 
определения филогенетических характеристик 
двух изолятов вируса гриппа А/широконоска/
СКО/20/2018 (H3N8) и А/чирок-трескунок/
СКО/45/2018 (H3N8) секвенированный участок 
М гена выравнивали с нуклеотидными последо-
вательностями штаммов вируса гриппа из меж-
дународного банка данных. Результаты пред-
ставлены на рисунке 6.



126

Молекулярно-генетический анализ новых изолятов вируса гриппа птиц субтипа Н3N8...

Рисунок 2 – Нуклеотидная последовательность М и NS генов изолята А/широконоска/СКО/20/2018 (H3N8)

Рисунок 3 – Нуклеотидная последовательность М и NS генов изолята 
А/чирок-трескунок/СКО/45/2018 (H3N8)
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Рисунок 4 – Сравнительный анализ  нуклеотидной последовательности М гена казахстанских изолятов 
вируса гриппа А/широконоска/СКО/20/2018 (H3N8) и А/чирок-трескунок/СКО/45/2018 (H3N8)
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Рисунок 5 – Сравнительный анализ  нуклеотидной последовательности NS гена казахстанских изолятов 
вируса гриппа А/широконоска/СКО/20/2018 (H3N8) 

и А/чирок-трескунок/СКО/45/2018 (H3N8)
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Изучение филогенетических взаимоотноше-
ний вируса гриппа А, циркулирующих в разных 
географических территориях, необходимо для 
выявления механизмов их распространения.

Новые два изолятов вируса гриппа птиц А/
широконоска/СКО/20/2018 (H3N8) и А/чирок-
трескунок/СКО/45/2018 (H3N8) по М гену наи-H3N8) по М гену наи-3N8) по М гену наи-N8) по М гену наи-8) по М гену наи-
большее родство проявили со штаммами A/
duck/Mongolia/723/2018 (H3N8), A/duck/Mongo-/Mongolia/723/2018 (H3N8), A/duck/Mongo-Mongolia/723/2018 (H3N8), A/duck/Mongo-/723/2018 (H3N8), A/duck/Mongo-H3N8), A/duck/Mongo-3N8), A/duck/Mongo-N8), A/duck/Mongo-8), A/duck/Mongo-A/duck/Mongo-/duck/Mongo-duck/Mongo-/Mongo-Mongo-
lia/734/2018 (H3N8), A/duck/Mongolia/919/2018 
(H3N8), выделенными в Монголии в 2018 г. 
Сочетание географических особенностей дела-
ет Монголию идеальным местом для понима-
ния эпидемиологии вирусов птичьего гриппа у 
диких птиц. Через Монголию проходят четыре 
основных миграционных пути (Восточная Азия/
Австралия, Центральная Азия/Индия, Западная 
Азия/Африка и Средиземное море/Черномор-
ское побережье). Около 391 вида перелетных 
птиц прибывают в Монголию. В последние годы 
были выделены различные подтипы вируса 
гриппа: H3N8, H4N6, H7N7, H7N9, H3N1, H3N2, 
H4N2 и H10N6. Вирусы принадлежали Евро-
Азиатским линиям [29].

Анализ данных литературы позволяет сде-
лать вывод о широком распространении вирусов 
гриппа А/Н3 и глобальной угрозе, которую они 
несут здоровью человека и животных. Отличи-
тельные особенности эволюционной изменчи-
вости и межвидового переноса возбудителей 
гриппа подтипа Н3 имеют особую значимость 
для Казахстана.

Территория Республики Казахстан занима-
ет уникальное положение в центре Евразии, где 
проходят и пересекаются трансконтиненталь-
ные миграционные пути диких птиц, являющих-
ся естественным резервуаром вирусов гриппа.

Животный мир отличается видовым разно-
образием и включает практически весь спектр 
хозяев и переносчиков заболевания. Республика 
Казахстан имеет протяженную границу с Кита-
ем, где чаще всего возникают новые эпидемиче-
ские варианты вирусов. Все это обуславливает 
важность проведения мониторинга этих вирусов 
на территории Казахстана и изучения их фунда-
ментальных молекулярно-генетических свойств 
[30].

 A/duck/Mongolia/723/2018(H3N8)

 A/duck/Mongolia/734/2018(H3N8)

 A/duck/Mongolia/919/2018(H3N8)

 A/Anas clypeata/ North-Kazakhstan/20/2018(H3N8)

 A/Anas querquedula/ North-Kazakhstan/45/2018(H3N8)

 A/mallard/Czech Republic/14977-22/2007(H3N8)

 A/Duck/Hokkaido/8/80 (H3N8)

 A/duck/Slovakia/2/1978(H3)

 A/Duck/Hong Kong/P185/97(H3N8)

 A/mallard/Alberta/363/2018(H3N8)

 A/yellow-billed teal/Chile/C38694/2018(H3N8)

0.01

Рисунок 6 – Сравнение нуклеотидных последовательностей участка М гена изолятов  
А/широконоска/СКО/20/2018 (H3N8) (A/Anas clypeata/ North-Kazakhstan/20/2018(H3N8)) и 

 А/чирок-трескунок/СКО/45/2018 (H3N8) (A/Anas querquedula/North-Kazakhstan/45/2018(H3N8))  
со штаммами вируса гриппа из международного банка данных
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Заключение

Постоянные наблюдения за циркуляцией 
вируса гриппа в природных популяциях птиц и 
определение молекулярно-генетических свойств 
выделенных штаммов необходимы для преду-
преждения эпизоотий среди сельскохозяйствен-
ных и домашних птиц и эпидемий среди людей.

По результатам работ выделены два но-
вых изолята вируса гриппа А – А/широконо-
ска/СКО/20/2018 (H3N8) и А/чирок-трескунок/
СКО/45/2018 (H3N8). Изучение распростране-
ния вируса гриппа А по Казахстану показало, что 

в мелких озерах Алуа и Займище Северо-Казах-
станской области, несмотря на большое скопле-
ние птиц на осеннем пролете 2018 г., по резуль-
татам ПЦР анализа выявлен только РНК вируса 
гриппа А субтипа – H3N8. Новые казахстанские 
изоляты вируса гриппа А субтипа – H3N8 по М 
гену наибольшее родство проявили со штамма-
ми, выделенными у диких птиц на территории 
соседней Монголии в 2018 г. 

Работа выполнена в рамках проекта гранто-
вого финансирования «Молекулярно-эпизоото-
логический мониторинг гриппа птиц в Казахста-
не», 2018–2020 гг., №AP05132659.
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