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Отчет 78 с., 9 табл., 9 рис., 48 ист., 4 прил.
ПТИЦА, ИЗОЛЯТ, АВУЛАВИРУС, ПАРАМИКСОВИРУС, ПОЛИМЕРАЗНАЯ ЦЕПНАЯ РЕАКЦИЯ, СЕКВЕНИРОВАНИЕ, СЕРОТИП, ШТАММ, ПАТОГЕННОСТЬ, ЭЛЕКТРОННАЯ МИКРОСКОПИЯ, ЭКОЛОГИЯ, APMV-20
В работе использовали приборное и методическое обеспечение, предназначенное для вирусологических и молекулярно-биологических исследований.
Объектом исследования являлись биологические образцы от диких птиц водного и околоводного комплексов, изоляты парамиксовирусов, выделенные от них в Республике Казахстан.
Цель проекта – изучение молекулярной эволюции, особенностей циркуляции парамиксовирусов диких птиц, и подбор оптимальных кандидатов для разработки диагностических тест-систем.
Результаты работы и их новизна. Для вирусологических исследований собраны 624 биологические образцы в виде трахеальных и клоакальных смывов от 489 особей 37 видов диких птиц. Получены данные о циркуляции в Казахстане ПМВ птиц серотипов APMV-1, APMV-4, APMV-6, APMV-16 и APMV-20. Новые штаммы APMV-20, выделенные в 2013 г. в Атырауской области и на оз. Балхаш, характеризовались отсутствием патогенности для куриных эмбрионов и однодневных цыплят. Получены полные нуклеотидные последовательности всех шести генов изолятов APMV-20/черноголовый хохотун/Атырау/5541/2013 и APMV-20/озерная чайка/Балхаш /5844/2013. Установлен следующий порядок их очередности: 3’-NP-P/V/W-M-F-HN-L-5’, кодирующий восемь белков, что соответствует размерам генов референсного вируса APMV-20/чайка/Актау/5976/2014. Выявлено 2640 нуклеотидных замен, из которых 273 оказались синонимическими т.е. оказывающие влияние на аминокислотную структуру вирусов. Наиболее консервативными на каждые сто нуклеотидов генома оказались гены внутренних белков M, NP и L, что характерно для большинства известных вирусов.
Получены патенты на штаммы: APMV-13/белолобый гусь/СКО/5751/13 (Патент № 32593); APMV-8/лебедь-кликун/СКО/5767/2013 (Патент №33988).
Рекомендации по внедрению или итоги внедрения результатов НИР. Результаты исследований могут быть использованы практическими учреждениями ветеринарного контроля Республики Казахстан при расшифровке вспышек заболеваемости и контроле возникающих чрезвычайных эпидемических ситуаций.
Область применения – вирусология, молекулярная биология, ветеринария. 
ТҰЖЫРЫМ
Есеп 78 б., 9 кесте., 9 сурет., 48 сілтемелері, 4 қосымша.
ҚҰС, БӨЛІНДІ, АВУЛАВИРУС, ПАРАМИКСОВИРУС, ПОЛИМЕРАЗДЫ ТІЗБЕКТІ РЕАКЦИЯ, СЕКВЕНДЕУ, СЕРОТИП, ШТАММ, ПАТОГЕНДІК, ЭЛЕКТРОНДЫ МИКРОСКОПИЯ, ЭКОЛОГИЯ, APMV-20
Жұмыста вирусологиялық және молекулалы-биологиялық зерттеулерге арналған әдістемеліктермен жабдықтар қолданылды.
Зерттеу нысаны – су және су маңы кешендеріндегі түз құстарынан алынған сынамалар, Қазақстан Республикасында бөлінген парамиксовирустар.
Жобаның мақсаты – түз құстары парамиксовирустарының айналым ерекшеліктерін, молекулалық эволюциясын зерттеу, сонымен қатар балаулық тест-жүйелерін әзірлеуде оңтайлы нұсқаларды таңдау.
Жұмыс нәтижелері және олардың жаңалығы. Вирусологиялық зерттеулер жүргізу үшін жабайы құстардың 37 түрінің 489 бластынан трахеялық және клоакальды шайынды түрінде 624 биологиялық сынама алынды. Құстардың PMV APMV-1, APMV-4, APMV-6, APMV-16 және APMV-20 айналымы туралы мәліметтер алынды. 2013 жылы Атырау облысында мен Балқаш көлінде бөлінген APMV-20 жаңа штамдары. тауық эмбриондары мен 1 күндік балапандарға зардаптылығы болмауымен сипатталды.
APMV-20 / қара бас шағала / Атырау / 5541/2013 және APMV-20 / қара бас шағала / Балқаш / 5844/2013 бөлінділерінің барлық алты гендерінің нуклеотидтік тізбегі алынды. Олардың тізбегінің келесі тәртібі белгіленеді: 3'-NP-P / V / W-M-F-HN-L-5 ', сегіз ақуызды кодтайды, бұл APMV-20 / шағала / Ақтау / 5976/2014 референсті вирус генінің мөлшеріне сәйкес келеді. 2640 нуклеотидті алмастырулар анықталды, оның 273 синонимі болды, яғни. вирустардың аминқышқылдық құрылымына әсер ету. Геномның әрбір жүз нуклеотидтері үшін ең консервативті гендер көптеген белгілі вирустарға тән ішкі ақуыздардың M, NP және L гендері болды.
 Келесі штамдар патенттелді: APMV-13 / ақ маңдайлы қаз / SKO / 5751/13 (Патент No 32593); APMV-8 / аққу аққу / SKO / 5767/2013 (Патент № 33988). 
Зерттеу нәтижелерін енгізу бойынша ұсыныстар немесе енгізу нәтижелері. Зерттеулердің нәтижелерін Қазақстан Республикасының ветеринариялық бақылаудың практикалық мекемелері аурудың ошақтарын декодтау және туындаған эпидемиялық төтенше жағдайларды бақылау кезінде қолдана алады.
Қолданылуы - вирусология, молекулалық биология, ветеринария
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В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения:

	АЖ
	 - аллантоисная жидкость

	а.о.
	 - аминокислотный остаток

	ВБН
	 - вирус болезни Ньюкасла

	ГАА
	 - гемагглютинирующий агент

	ИЦИП
	 - интрацеребральный индекс патогенности

	кДНК
	 - комплементарная дезоксирибонуклеиновая кислота

	ОТ-ПЦР
	 - обратная транскрипция-полимеразная цепная реакция

	ПМВ
	 - парамиксовирус

	п.н.о.
	 - пара нуклеотидных оснований

	РКЭ
	 - развивающийся куриный эмбрион

	РГА
	 - реакция гемагглютинации

	РНК
	 - рибонуклеиновая кислота

	РТГА
	 - реакция торможение гемагглютинации

	СВГ
	 - среднее время гибели куриных эмбрионов

	ЭИД
	 - эмбриональная инфекционная доза

	AAV
	 - avian orthoavulavirus

	APMV
	 - avian paramyxovirus

	F
	 - ген белка слияния

	НN
	 - гемагглютинин-нейраминидаза

	L
	 - ген кодирующий РНК-зависимую РНК-полимеразу

	М
	 - матриксный белок

	NP
	 - нуклеопротеид

	Р
	 - фосфопротеина
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[bookmark: _Ref397529956][bookmark: _Ref398035997][bookmark: _Ref398036001]ПМВ птиц – РНК-содержащие вирусы, относящиеся к роду Avulavirus в составе семейства Paramyxoviridae, способные вызывать заболевания с различными клиническими проявлениями у большинства диких и домашних птиц. Они включают девять антигенно отличающихся серотипов (APMV-1 – APMV-9) [[endnoteRef:1]], которые в последнее годы дополнены еще тремя новыми серотипами APMV-10, 11 и 12 [[endnoteRef:2], [endnoteRef:3], [endnoteRef:4]].  [1: . Alexander D. Newcastle disease, other avian paramyxoviruses, and pneumovirus infections // In.: Diseases of Poultry. – Ames, IA: Iowa State Press, 2003. – P. 1248. ]  [2: . Miller P., Afonso C., Spackman E. et al. Evidence for a new avian paramyxovirus serotype 10 detected in rockhopper penguins from the Falkland Islands // Journal of Virology. - 2010. - № 84. – P. 11496–11504.]  [3: . Briand F., Henry A., Massin P., Jestin V. Complete genome sequence of a novel avian paramyxovirus // Journal of Virology. - 2012. - № 86. – P. 7710.]  [4: . Terregino C., Aldous E., Heidari A. Antigenic and genetic analyses of isolate APMV/wigeon/Italy/3920–1/2005 indicate that it represents a new avian paramyxovirus (APMV-12). // Archives of Virology. - 2013. - № 158. – P. 2233–2243.] 

На сегодняшний день исследования по ПМВ широко проводятся в различных регионах мира, так большая программа выполняется в рамках сети European network of excellence (EPIZONE) с участием многих стран Старого Света. Выделение и описание новых серотипов ПМВ на территории Казахстана внесет весомый вклад в мировой исследовательский процесс.
[bookmark: _Ref527124055][bookmark: _Ref524447534]В 2013-2015 гг. описан ПМВ серотипа 13, обнаруженный в Японии, Казахстане и Украине [[endnoteRef:5], [endnoteRef:6], [endnoteRef:7]]. В 2017 г. появились сообщения по изоляции шести новых серотипов ПМВ: от уток в Японии и Корее [[endnoteRef:8], [endnoteRef:9]], кулика в Бразилии [[endnoteRef:10]], и трех вирусов одновременно от антарктических пингвинов [[endnoteRef:11]]. Эти данные свидетельствуют о том, что ПМВ активно циркулируют в дикой орнитофауне и существует высокая вероятность возникновения других вариантов возбудителей.  [5: . Yamamoto E., Ito H., Tomioka Y., Ito T. Characterization of novel avian paramyxovirus strain APMV/Shimane67 isolated from migratory wild geese in Japan // J Vet Med Sci. - 2015. - Vol. 77. - P. 1079–1085.]  [6: . Karamendin K., Kydyrmanov A., Seidalina A. et al. Complete Genome Sequence of a Novel Avian Paramyxovirus (APMV-13) Isolated from a Wild Bird in Kazakhstan // Genome Announc. -2016. -Vol. 4. - № 3. - e00167-16.]  [7: . Goraichuk I., Sharma P., Stegniy B., Muzyka D., Pantin-Jackwood M.J., Gerilovych A., Solodiankin O., Bolotin V., Miller P.J, Dimitrov K.M, Afonso C.L. Complete genome sequence of an avian paramyxovirus representative of putative new serotype 13 // Genome Announc. – 2016. - Vol. 4. - e00729-16. ]  [8: . Thampaisarn R., Bui V.N., Trinh D.Q. et al. Characterization of avian paramyxovirus serotype 14, a novel serotype, isolated from a duck fecal sample in Japan // Virus Res. – 2017. - Vol. 228. - P. 46-57. ]  [9: . Lee H., Kim J., Lee Y. et al. A Novel Avian Paramyxovirus (Putative Serotype 15) Isolated from Wild Birds // Front Microbiol. – 2017. - Vol. 8. - P.786. ]  [10: . Thomazelli L., de ArauÂjo J., Fabrizio T. et al. Novel avian paramyxovirus (APMV-15) isolated from a migratory bird in South America // PLoS ONE. – 2017. - Vol. 12 (5): e0177214. ]  [11: . Neira V., Tapia R., Verdugo C. et al. Novel Avulaviruses in Penguins Antarctica // Emerg Infect Dis. – 2017. - Vol. 23(7). - P. 1212-1214.] 

Среди авуловирусов наиболее распространенным является ВБН, относящийся к APMV-1, способный вызывать эпизоотии с высокой смертностью вплоть до гибели всего инфицированного поголовья как домашних, так и диких птиц [1]. Представители других серотипов вызывают у птиц заболевания респираторных и репродуктивных органов меньшей степени тяжести [[endnoteRef:12]]. [12: . Khattar S., Nayak B., Kim S. et al. Evaluation of the replication, pathogenicity, and immunogenicity of avian paramyxovirus (APMV) serotypes 2, 3, 4, 5, 7, and 9 in rhesus macaques // PLoS One. – 2013. - Vol.8 (10):e75456.] 

Дикие птицы, преимущественно водоплавающие, известны как основные резервуары APMV-1, 4, 6, 8 и 9 в природе [1]. Несмотря на обширные исследования, проведенные с APMV-1 по всему миру, сведений о молекулярно-биологических свойствах и патогенности APMV 2-9 недостаточно.
Экспериментальные исследования и практические наблюдения показывают, что APMV-2, 3, 6 и 7 способны вызывать заболевания разной степени тяжести у домашних птиц [[endnoteRef:13], [endnoteRef:14], [endnoteRef:15]]. Так, штаммы APMV-6 связаны с заболеваниями органов дыхания легкой степени и снижением яйценоскости у индеек [[endnoteRef:16]]. APMV-3 и 5 (вирус Kunitachi) вызывали болезни легких с тяжелыми проявлениями у диких птиц [[endnoteRef:17], [endnoteRef:18]]. Другие серотипы, в том числе APMV-4, 8, 9 и 10, были выделены от уток, водоплавающих и других видов диких птиц, у которых отсутствовали какие-либо клинические признаки заболевания [[endnoteRef:19], [endnoteRef:20], [endnoteRef:21]]. [13: . Alexander D., Collins M.S. Pathogenicity of PMV-3/parakeet/Netherlands/449/75 for chickens // Avian Pathology. – 1982. - № 11. – P. 179-185.]  [14: . Warke A., Stallknecht D., Williams S. et al. Comparative study on the pathogenicity and immunogenicity of wild bird isolates of avian paramyxovirus 2, 4, and 6 in chickens // Avian Pathology.- 2008. - № 37. – P. 429-434.]  [15: . Saif Y., Mohan R., Ward L. Natural and experimental infection of turkeys with avian paramyxovirus-7 // Avian Diseases. - 1997. - № 41. – P. 326-329.]  [16: . Alexander D. Newcastle disease and other avian paramyxoviridae infections // In.: Diseases of Poultry.  – Ames, IA: Iowa State Press, 1997. – 1033 p.]  [17: . Jung A., Grund C., Muller I., Rautenschlein S. Avian paramyxovirus serotype 3 infection in Neopsephotus, Cyanoramphus, and Neophema species // Journal of Avian Medicine and Surgery. - 2009. - № 23. – P. 205-208.]  [18: . Nerome K., Nakayama M., Ishida M., Fukumi H. Isolation of a new avian paramyxovirus from budgerigar (Melopsittacus undulatus) // Journal of General Virology. - 1978. - № 38 – P. 293-301.]  [19: . Gough R., Alexander D. Avian paramyxovirus type 4 isolated from a ringed teal (Calonetta leucophrys) // Veterinary Records. - 1984. - № 115. – P. 653.]  [20: . Stallknecht D., Senne D., Zwank P. et al. Avian paramyxoviruses from migrating and resident ducks in coastal Louisiana // Journal of  Wildlife Diseases. - 1991. - № 27. – P. 123-128.]  [21: . Alexander D., Hinshaw V., Collins M., Yamane N. Characterization of viruses which represent further distinct serotypes (PMV-8 and PMV-9) of avian paramyxoviruses //Archives o0f  Virology. - 1983. - №.78. – P. 29-36.] 

APMV-4 изолированы в основном от диких птиц отряда Пластинчатоклювые [[endnoteRef:22]], домашних уток и гусей, предположительно заразившихся в результате непосредственного контакта с их дикими сородичами [[endnoteRef:23]]. Экспериментальная инфекция кур APMV-4 и 6 сопровождалась умеренной дыхательной патологией, что указывает на возможность передачи вируса домашней птице [[endnoteRef:24]].  [22: . Stanislawek W., Wilks C., Meers J. et al. Avian paramyxoviruses and influenza viruses isolated from mallard ducks (Anas platyrhynchos) in New Zealand // Archives of Virology. - 2002. - № 147. – P. 1287-1302.]  [23: . Turek R., Gresikova M., Tumova B. Isolation of influenza A virus and paramyxoviruses from sentinel domestic ducks // Acta Virologica. - 1984. - № 28. – P. 156-158.]  [24: . Chang P., Hsieh M., Shien J. et al. Complete nucleotide sequence of avian paramyxovirus type 6 isolated from ducks // Journal of General Virology. - 2001. - № 82. – P. 2157-2168.] 

Определение нуклеотидных последовательностей полных геномов ПМВ серотипов 2-10 методом секвенирования по Сенгеру остаётся технически сложной задачей, так как эти вирусы слабо представлены в международной базе данных Genbank, что затрудняет подбор консервативных участков и дизайн перекрывающихся праймеров. 
Недавние усилия по изучению геномов референсных штаммов серотипов: APMV-2 [[endnoteRef:25]], APMV-3 [[endnoteRef:26]], APMV-4 [[endnoteRef:27]], APMV-5 [[endnoteRef:28]], APMV-6 [[endnoteRef:29]], APMV-7 [[endnoteRef:30]], APMV-8 [[endnoteRef:31]], APMV-9 [[endnoteRef:32]] внесли значительный вклад в понимание их организации у рода Avulavirus. Тем не менее, необходимы дальнейшие исследования по изучению разнообразия в рамках серотипов. Обнаружение в последние три года двух новых серотипов ПМВ свидетельствует об их активных взаимоотношениях на генетическом уровне в природе [2, 3].  [25: . Subbiah M., Xiao S., Collins P., Samal S. Complete sequence of the genome of avian paramyxovirus type 2 (strain Yucaipa) and comparison with other paramyxoviruses // Virus Research. - 2008. - № 137. – P. 40-48.]  [26: . Kumar S., Nayak B., Samuel A. et al. Complete genome sequence of avian paramyxovirus-3 strain Wisconsin: evidence for the existence of subgroups within the serotype // Virus Research. - 2010. - № 149. – P. 78-85.]  [27: . Nayak B., Kumar S., Collins P., Samal S. Molecular characterization and complete genome sequence of avian paramyxovirus type 4 prototype strain duck/Hong Kong/D3/75. // Virology Journal. - 2008. - № 5. – P. 124.]  [28: . Samuel A., Paldurai A., Kumar S. et al. Complete genome sequence of avian paramyxovirus (APMV) serotype 5 completes the analysis of nine APMV serotypes and reveals the longest APMV genome // PLoS One. - 2010. - № 5. – P. 9269.]  [29: . Xiao S., Subbiah M., Kumar S. et al. Complete genome sequences of avian paramyxovirus serotype 6 prototype strain Hong Kong and a recent novel strain from Italy: evidence for the existence of subgroups within the serotype // Virus Research. - 2010. - № 150. – P. 61-72.]  [30: . Xiao S., Paldurai A., Nayak B. et al. Complete genome sequence of avian paramyxovirus type 7 (strain Tennessee) and comparison with other paramyxoviruses // Virus Research. - 2009. - № 145. – P. 80-91.]  [31: . Paldurai A., Subbiah M., Kumar S. et al. Complete genome sequences of avian paramyxovirus type 8 strains goose/Delaware/1053/76 and pintail/Wakuya/20/78 // Virus Research. - 2009. - № 142. – P. 144-153.]  [32: . Samuel A., Kumar S., Madhuri S. et al. Complete sequence of the genome of avian paramyxovirus type 9 and comparison with other paramyxoviruses // Virus Research. - 2009. - № 142. – P. 10-18.] 

В Казахстане в ряде работ изучены эволюционные взаимоотношения штаммов APMV-1, выделенных в разные годы [[endnoteRef:33], [endnoteRef:34], [endnoteRef:35], [endnoteRef:36]]. Авторами показано, что на территории республики среди домашних птиц одновременно циркулировали вирусы нескольких генотипов.  [33: . Bogoyavlenskiy A., Beresin V., Prilipov A. et al. Molecular Characterization of Virulent Newcastle Disease Virus Isolates from Chickens during the 1998 NDV Outbreak in Kazakhstan // Virus Genes. - 2000. - Vol. 31. – No 1. – P. 13-20.]  [34: . Вogoyavlenskiy A., Beresin V., Prilipov A. et al. Newcastle disease outbreaks in Kazakhstan and Kyrgyzstan during 1998, 2000, 2001, 2003, 2004 and 2005 were caused by viruses of the genotypes YII и and YIId // Virus Genes. – 2009. – Vol. 39. – No 1. – P. 94-101.]  [35: . Коротецкий И. С., Богоявленский А. П., Прилипов А. Г. И др. Молекулярно-генетическая характеристика велогенных изолятов вируса болезни Ньюкасла, выделенных на территории Российской Федерации, Украины, Казахстана и Киргизии // Вопросы вирусологии. – 2010. - №4. – С. 25-29.]  [36: . Bogoyavlenskiy A., Beresin V., Prilipov A. et al. Characterization of Pigeon Paramyxoviruses (Newcastle disease virus) Isolated in Kazakhstan in 2005 // Virologica Sinica. – 2012. - Vol. 27. - No 2. – P. 93-99.] 

[bookmark: _Ref524447039]В ходе эколого-вирусологических исследований впервые на территории РК в 2002-2013 гг. от представителей отрядов Гусеобразных и Ржанкообразных (из семейств Утиных и Бекасовых, соответственно) выделены APMV-4, APMV-6, APMV-8. По результатам генетических исследований казахстанские штаммы APMV-1 проявляли близкое родство с европейскими вариантами. Изоляты APMV-4 2003 г., а также APMV-6 и APMV-8, выделенные в 2013 г., оказались на 99% идентичными с вирусами этих серотипов из Дальнего Востока [[endnoteRef:37]]. [37: . Karamendin K. Kydyrmanov A. Seidalina A. et al. Circulation of avian paramyxoviruses in wild birds of Kazakhstan in 2002–2013 // Virol. J. 2016. - Vol. 13. -P.23.] 

Шесть из девяти серотипов ПМВ были классифицированы во второй половине 1970-х г., когда наиболее надежным и доступным методом идентификации считалась РТГА [[endnoteRef:38]], но при ее использовании имеются недостатки в виде перекрестных реакций, затрудняющих дифференциацию вирусов. Способность ПМВ, как и других вирусов, к  антигенному дрейфу в процессе эволюции, [[endnoteRef:39]] определяют преимущественно с использованием более точных молекулярных методов, таких как ПЦР и секвенирование генома.  [38: . Tumova B., Stumpa A., Janout V. et al. A further member of the Yucaipa group isolated from the common wren (Troglodytes troglodytes) // Acta Virologica. - 1979. - № 23. – P. 504–507.]  [39: . Miller P., Kim L., Afonso C. Evolutionary dynamics of Newcastle disease virus // Virology. - 2009. - № 391. – P. 64–72.] 

Цель проекта – изучение молекулярной эволюции, особенностей циркуляции ПМВ диких птиц, и подбор оптимальных кандидатов для разработки диагностических тест-систем.
В проекте поставлены следующие задачи, включающие комплекс полевых и лабораторных исследований:
· сбор биологических материалов от диких птиц обитающих в различных природных экосистемах Казахстана;
· Pan-paramyxovirus ПЦР-скрининг образцов и выделение штаммов ПМВ на развивающихся куриных эмбрионах (РКЭ). В результате НИР будут выявлены положительные пробы и выделены изоляты ПМВ птиц; 
· электронно-микроскопическое исследование новых изолятов ПМВ птиц и определение их патогенности в опытах in vivo;
· определение видов птиц по образцам фекалий с помощью специфических праймеров в ДНК-баркодинге (DNA barcoding);
· секвенирование геномов изолятов новых ПМВ на секвенаторе нового поколения MiSeq Illumina и изучение их молекулярно-генетических характеристик. В результате будут установлены полные нуклеотидные последовательности геномов и определены наиболее консервативные их участки;
· получение иммунных сывороток к новым ПМВ, конструирование и синтез праймеров для их молекулярной диагностики. Будут получены специфические сыворотки и оригинальные праймеры для приготовления диагностических тест-систем; 
· выявление филогенеза казахстанских ПМВ птиц путем построения эволюционных древ с использованием методов максимального правдоподобия или присоединения соседей, установление их филогенетических взаимосвязей и принадлежности к определенным генотипам и кластерам;
· поиск специфичных для серотипов молекулярных детерминант в составе генома новых ПМВ птиц.
Промежуточный отчет 2018 года – инвентарный №0218РК00137
Промежуточный отчет 2019 года – инвентарный №0219РК00295


[bookmark: _Toc182149218][bookmark: _Toc182150048][bookmark: _Toc182150223][bookmark: _Toc182151899][bookmark: _Toc183403674][bookmark: _Toc244531638][bookmark: _Toc54170072][bookmark: _Ref151374871]ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
[bookmark: _Toc182149219][bookmark: _Toc182150049][bookmark: _Toc182150224][bookmark: _Toc182151900][bookmark: _Toc244531639][bookmark: _Toc54170073][bookmark: _Toc244531640]Обоснование направления исследования 
Сотрудниками лаборатории экологии вирусов ТОО «НПЦ МиВ» в ходе многолетних, мониторинговых исследований ПМВ в популяциях диких птиц получены новые, фундаментальные и прикладные данные по эпидемиологии, эволюционной изменчивости и филогенезу этих инфекционных агентов. Как показывает опыт и анализ данных литературы, подобные работы являются необходимой составной частью изучения биологии, контроля и профилактики вирусных инфекций в орнитофауне и должны проводиться на постоянной основе.
Богатая и разнообразная орнитофауна различных экосистем в РК представляет собой перспективный с научной точки зрения объект исследования для выделения новых актуальных вариантов ПМВ птиц, и изучения их генофонда.
Научная новизна НИР заключается в определении молекулярно-генетических свойств новых для науки казахстанских ПМВ, установлении их эволюционных взаимосвязей с вирусами этого семейства, циркулирующими в различных регионах мира и разработке средств молекулярной диагностики.
Данные полученные в результате выполнения проекта внесут существенный вклад в изучение экологии, филогенеза и антигенных взаимоотношений ПМВ. Они важны для практической ветеринарии и представляют интерес для Комитета лесного хозяйства и животного мира МСХ РК и направлены на нужды Комитета ветеринарии МСХ РК при расшифровке вспышек заболеваний, вызванных ПМВ и контроле за возникающими чрезвычайными эпидемическими ситуациями.


[bookmark: _Toc54170074]1 Материалы и методы
[bookmark: _Toc244531641][bookmark: _Toc54170075]1.1 Сбор полевых материалов
Для вирусологических исследований собраны пробы в виде клоакальных, трахеальных смывов от птиц водного и околоводного комплексов. Смывы собирали стерильными ватными тампонами, помещали во флаконы со средой 199, содержащей комплекс антибиотиков (пенициллин 2000 ед/мл, стрептомицин 2 мг/мл, гентамицин 50 мкг/мл, нистатин 50 ед/мл) и бычий сывороточный альбумин (0,5%/л). Для помета и клоакальных смывов концентрацию антибиотиков увеличивали в пять раз. Пробы до вирусологических исследований хранили в жидком азоте (-196ºС).
[bookmark: _Toc150138469][bookmark: _Ref151377826][bookmark: _Toc182149222][bookmark: _Toc182150052][bookmark: _Toc182150227][bookmark: _Toc182151904][bookmark: _Toc244531642][bookmark: _Toc54170076]1.2 Изоляция и восстановительные пассажи вирусов
Изоляцию и восстановительные пассажи проводили путем инокуляции каждой пробы исследуемого материала в аллантоисную полость трех 9-10-дневных РКЭ и последующей инкубацией при температуре 37ºС в течение 72 ч. АЖ на наличие вируса проверяли в РГА микрометодом с использованием 0,75% суспензии куриных эритроцитов. Инфекционный титр вирусов вычисляли по методу L. Reed и H. Muench [[endnoteRef:40]] и выражали в lg ЭИД50 /0,2 мл. [40: . Reed L., Muench H. A simple method of estimation fifty percent and pints // J. Amer. Hyg. - 1938. - Vol. 27. - P. 493-497.] 

[bookmark: _Toc339434910][bookmark: _Toc339434911][bookmark: _Toc54170077][bookmark: _Toc262739961][bookmark: _Toc264305186][bookmark: _Toc264305288]1.3 Выделение РНК из биологических образцов
Общую РНК экстрагировали из водной фазы путем осаждения изопропиловым спиртом. Выделение РНК из смывов проводили с использованием набора QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden), в соответствии с рекомендациями производителя из 140 мкл  биопроб [[endnoteRef:41]]. [41: . QIAamp Viral RNA Vini Handbook 12/2005. – 43 p.  hpp//www.qiagen.com.] 

[bookmark: _Toc262739955][bookmark: _Toc264305282][bookmark: _Toc270614054][bookmark: _Toc274658936][bookmark: _Toc466375705][bookmark: _Toc54170078][bookmark: _Toc247433774][bookmark: _Toc262739957][bookmark: _Toc264305284][bookmark: _Toc270614056][bookmark: _Toc274658938][bookmark: _Toc496686505][bookmark: _Toc169498666][bookmark: _Toc182761347][bookmark: _Toc182761499][bookmark: _Toc182762229][bookmark: _Toc339434914]1.4 Обратная транскрипция и полимеразная цепная реакция
[bookmark: _Ref270589104]ОТ-ПЦР проводили единовременно в одношаговой реакции с использованием AccessQuick RT-PCR System (Promega, Madison, WI) [[endnoteRef:42]]. Для приготовления реакционной смеси использовали набор праймеров специфичных к высококонсервативным участкам генов искомых вирусов (таблица 1) в концентрации 0,5 μМ каждый, 5× AMV/Tfl буфер, 5 ед. ингибитора РНазы (Fermentas), 5 ед. AMV обратной транскриптазы, 5 ед. Tfl ДНК полимеразы, 1,0 mM MgSO4. и воду свободную от РНазы в окончательном объеме 25 мкл.  [42: . Payungporn S., Phakdeewirot P., Chutinimitkul S. et al. Single-Step Multiplex Reverse Transcription–Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) for Influenza A Virus Subtype H5N1 Detection // Viral Immunology. - 2004. - Vol. 17. – P. 588-593.] 


Таблица 1 – Нуклеотидные последовательности специфических праймеров к парамиксовирусам
	Ген-мишень
	Последовательность праймера
	Длина ожидаемого продукта ПЦР (п.о.)

	1
	2
	3

	L-ген семейства парамиксовирусов (Pan-paramyxovirus primer)
	PMX1 – 5’GARGGIYIITGYCARAARNTNTGGAC3’
PMX2 – 5’TIAYIGCWATIRIYTGRTTRTCNCC3’
	132


Продолжение таблицы
	1
	2
	3

	L-ген семейства парамиксовирусов (Pan-paramyxovirus primer)
	PAR F1 – 5’GAAGGITATTGTCAIAARNTNTGGAC-3’
PAR F2 – 5’GTTGCTTCAATGGTTCARGGNGAYAA-3’ 
	600



Реакцию проводили в термоциклере Eppendorf Gradient при следующих условиях: обратная транскрипция при 48°С 45 мин, начальная 2 мин денатурация при 95°С и амплификация в 40 циклов, включающая денатурацию, отжиг праймеров и удлинение цепи (таблица 2) с последующей окончательной элонгацией при 72°С, 10 мин.

Таблица 2 – Параметры термоциклирования ПЦР с различными праймерами
	Пара праймеров
	Денатурация цепи
	Отжиг праймера
	Удлинение цепи

	
	Температура
	Время
	Температура
	Время
	Температура
	Время

	PMX1/PMX2
	95°С
	15 сек
	41°С
	30 сек
	72°С
	30 сек

	PAR F1/ PAR F2
	94°С
	15 сек
	50°С
	30 сек
	72°С
	30 сек



[bookmark: _Toc54170079]1.5 Электрофоретический анализ продуктов ПЦР
Горизонтальный гель-электрофорез проводили в 2% растворе агарозы (Sigma, США), окрашенном бромистым этидием, в трис-ацетатном буфере при напряжении 88V (8 вольт/см) на аппарате Biostep (Великобритания). Визуализацию и документирование результатов гель-электрофореза осуществляли с помощью системы GelMax® 125 Imager (Upland, CA, США).
[bookmark: _Toc54170080]1.6 Секвенирование продуктов ПЦР по Сенгеру
Секвенирование ДНК проводили с использованием терминирующих дидеоксинуклеотидов на автоматическом 8-капиллярном секвенаторе ABI 3500 DNA Analyzer (Applied Biosystems, США).
[bookmark: _Toc54170081]1.7 Подготовка библиотек для массового параллельного секвенирования
[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4]Подготовка библиотек для массового параллельного секвенирования осуществлена с помощью набора NEBNext Ultra RNA Library Prep Kit for Illumina (NEB, США), согласно прилагаемому протоколу. Фрагментацию РНК проводили до размеров около 600 п.о. с применением ферментативного метода, используя двухвалентные катионы в составе набора. Качество приготовленных библиотек проверяли на приборе Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Германия). Секвенирование проводили с использованием комплекта MiSeq Reagent v.3 (Illumina, США) на секвенаторе нового поколения MiSeq (Illumina, США).
Биоинформационный анализ полученных в результате секвенирования последовательностей проведен с использованием компьютерных программм Geneious 11.0 (Biomatters, Новая Зеландия).
[bookmark: _Toc54170082]1.8 Реакция торможения гемагглютинации
РТГА выполняли микрометодом с помощью одно- и многоканальных полуавтоматических пипеток на одноразовых микротитровальных планшетах (“Costar” USA). К последовательным двукратным разведениям исследуемой сыворотки на физиологическом растворе вносили по 4 АЕ вируса и смесь инкубировали при комнатной температуре в течение 30 мин. После добавления 0,5% суспензии куриных эритроцитов и их оседания, определяли титр антител, исходя из последнего разведения сыворотки, подавляющего гемагглютинацию вируса. Реакция сопровождалась контролями антигена, эритроцитов и испытуемых сывороток.
[bookmark: _Toc54170083]1.9 Электронная микроскопия вирионов
Для морфологических исследований штаммов ПМВ применяли метод электронной микроскопии с использованием негативного контрастирования. Пробы центрифугировали при 3000 об/мин в течение 30 мин. Надосадочную жидкость отделяли и проводили ультрацентрифугирование при 52500g в течение 40 мин. Полученный осадок ресуспендировали в минимальном объёме 0,05 М фосфатного буфера. Препараты для электронной микроскопии готовили на сетке с формваровой подложкой напыленной углём. Адсорбция вируса на сетку проводили в электростатическом поле тефлоновой пластины. Препараты контрастировали 3% раствором фосфорновольфрамовой кислоты и исследовали в электронном микроскопе JEM 100 CX [[endnoteRef:43]]. [43: .Сюрин В.Н., Белоусова Р.В., Соловьев Б.В., Фомина Н.В. Методы лабораторной диагностики вирусных болезней животных //Справочник.- М., Агропромиздат, 1986.- 351 с. ] 

[bookmark: _Toc54170084]1.10 Среднее время гибели куриных эмбрионов, вызванное минимальной летальной дозой вируса
Для определения СВГ готовили серию 10-кратных разведений исследуемого вируса (от 10-1 до 10-10), пять из которых (10-1, 10-7, 10-8, 10-9, 10-10) использовали для заражения 10-дневных КЭ в аллантоисную полость в объеме 0,1 мл. Каждым из этих разведений инфицировали по 10 эмбрионов: 5 из них заражали утром,  5 – вечером, и инкубировали их при +37°С. За инфицированными КЭ наблюдали 2 раза в день с интервалами 8 ч. в течение 120 ч. и регистрировали время их гибели. За минимальную летальную дозу (МЛД) принимали наибольшее разведение вируса, вызывающее гибель всех эмбрионов. СВГ находили путем деления суммы часов гибели всех эмбрионов, вызванной МЛД, на число эмбрионов.
[bookmark: _Toc506359783][bookmark: _Toc54170085]1.11 Интрацеребральный индекс патогенности
ИЦИП определяли путем внутримозгового заражения 10 однодневных цыплят, исследуемым материалом (50 мкл вируссодержащей аллантоисной жидкости в разведении 1:10) полученным от невакцинированных против ВБН птиц. За экспериментальными цыплятами велось наблюдение в течение 8 дней [[endnoteRef:44]]. [44: . CEC Council Directive 92/66/EEC of 14 July 1992 introducing Community measures for the control of Newcastle disease. Official Journal of the European Communities, -1992. L 260. -P.1-20.] 

ИЦИП вычисляли путем деления суммы баллов на 80 (число наблюдений за 10 цыплятами в течение 8 дней). Штаммы с ИЦИП до 0,2 относили к лентогенным, больше 1,5 – к велогенным и с промежуточным значением – к мезогенным.


[bookmark: _Toc150138473][bookmark: _Ref151378132][bookmark: _Toc182149226][bookmark: _Toc182149590][bookmark: _Toc182150056][bookmark: _Toc182150231][bookmark: _Toc182151912][bookmark: _Toc54170086]2 Результаты исследований
[bookmark: _Toc527127118][bookmark: _Toc54170087][bookmark: _Toc432603003][bookmark: _Toc150138474][bookmark: _Ref151378167][bookmark: _Ref151378395][bookmark: _Toc182149227][bookmark: _Toc182150057][bookmark: _Toc182150232][bookmark: _Toc182151913]2.1 Ревизия и восстановительные пассажи ГАА из коллекции лаборатории
В отчетный период. проведена инвентаризация 28 ГАА, выделенных в 2006-2016 гг., от птиц водного и околоводного, наземных комплексов и проведены их восстановительные пассажи. Из таблицы 3 видно, что за время хранения при -70°С гемагглютинирующая активность вирусов снизилась в 2-16 раз.
В результате восстановительного пассажа и клонирования ГАА методом предельных разведений на РКЭ получены ГАА и изоляты ПМВ птиц со следующими  титрами в РГА.

Таблица 3 – Инвентаризация и восстановительные пассажи гемагглютинирующих агентов и изолятов ПМВ птиц 2006-2016 гг. выделения для проведения молекулярно-биологических исследований
	Полное обозначение гемагглютинирующих агентов и изолятов
	Год выдел-я
	Титр вирусов в РГА
	Место сбора материала

	
	
	после хранения при
 -70°С
	после пассажа
	

	1
	2
	3
	4
	5

	ГАА/шилохвость/Коргалжын/1786/06
	2006
	1:8-16
	1:128-512/7.25
	Коргалжынский заповедник, Акмолинская область

	ГАА/огарь/Коргалжын/1787,1788/06 (2)
	2006
	1:16-32
	1:256-1024/7.0
	

	ГАА/серый гусь/Коргалжын/1789-1791, 1866/06 (4)
	2006
	1:16-64
	1:128-2048/6.5-7.25
	

	ГАА/белолобый гусь/Коргалжын/1791, 1792/06 (2)
	2006
	1:8
	1:128/7.25
	

	ГАА/чирок свистунок/Коргалжын/1803/06
	2006
	1:4-16
	1:128-1:2048/7.5
	

	ГАА/свиязь/Коргалжын/1807/06
	2006
	1:32
	1:256/7.25
	

	ГАА/кряква/Коргалжын/1809, 1813/06 (2)
	2006
	1:32
	1:128-256/7.25-7.5
	

	ГАА/голубая чернеть/Коргалжын/1812/06
	2006
	1:8-32
	1:128-256/7.0
	

	ГАА/свиязь/Коргалжын/1819/06
	2006
	1:8
	1:128/7.0
	

	ГАА/свиязь/Коргалжын/1880, 1887/06 (2)
	2006
	1:8-1:16
	1:512-1:1024/7.5
	

	APMV/чайка/Атырау/5541/2013
	2013
	1:16-1:32
	1:128-1:1024/7. 5
	Атырауская область

	ГАА/чайка/Балхаш/5844/2013 (2)
	2013
	1:16
	1:256/7.25
	Алматинская область

	APMV/чайка/Каспий/5976, 5977, 5979 /2014
	2014
	1:16
	1:256/7.25
	Казахский залив, Мангистауская область

	APMV/Сизый голубь/Шакпак/6439-6448/2014 (10 изолятов)
	2014
	1:16
	1:256/7.25
	Перевал Шакпак, Туркестанская область

	APMV/курганник/Шакпак/6449, 6450/2014 (2 изолята)
	2014
	1:16
	1:256/7.25
	

	APMV/беркут/Шакпак/6451/2014
	2014
	1:16
	1:256/7.25
	

	APMV/Larus ichthyaetus/Атырау/6452, 6503/2014
	2014
	1:8
	1:128/7.0
	Атырауская область

	APMV-4/озерная чайка/Коргалжын/6758/2015
	2015
	1:128
	1:512/7.00
	Коргалжынский заповедник, Акмолинская область

	ГАА/кряква/Коргалжын/6763, 6766, 6769-6771/2015 (5)
	2016
	1:64
	1:1024/7.25
	



Продолжение таблицы
	1
	2
	3
	4
	5

	ГАА/ Larus ichthyaetus /Алаколь/6890, 6891, 6933, 6938, 6939/2016 (5)
	2016
	1:16-32
	1:128-1:1024/7. 5
	Озеро Алаколь, Алматинская область

	APMV/большой баклан/Алаколь/6948, 6949, 6951, 6953, 6957, 6964, 6968, 6969, 6976, 7004/2016 (10)
	2016
	1:8-64
	1:64-1024/5.25-7.25
	

	APMV/кудрявый пеликан/Алаколь/6987/2016
	2016
	1:16-32
	1:256/5.75
	

	ГАА/малый баклан/Кызылколь/7074/2016
	2016
	1:16-32
	1:256/675
	Озеро Кызылколь, Туркестанская область

	ГАА/чирок-свистунок/Кызылколь/7078/2016
	2016
	1:16-32
	1:512/6.75
	

	ГАА/ласточка/Кызылколь/7079/2016/2016
	2016
	1:16-32
	1:128/4.25
	



Как видно из таблицы 3, гемаггютинирующая активность изолятов ПМВ после хранения при -70°С составила от 1:8 до 1:64, в результате восстановительного пассажа на РКЭ их титры составили 1:128-1:2048. Инфекционные титры вирусов колебались в пределах 4,25 – 7,5 lg ЭИД50/0,2. 
[bookmark: _Toc54170088]2.2 Сбор полевых материалов от диких птиц в различных регионах Казахстана
В соответствии с утвержденным календарным планом были запланированы экспедиционные выезды в Западный (Атырауская область), Южный и Юго-Восточный Казахстан (Жамбылская и Алматинская области). Отлов птиц проводился гуманным методом с выпуском их на волю, отстрел в научных целях осуществляли по разрешению, выдаваемым Комитетом лесного хозяйства и животного мира МСХ РК, не затрагивая виды, занесенные в Международную Красную книгу. Пробы отбирали в местах наибольшей концентрации перелетных птиц на пролете (с остановками на отдых) и во время гнездования и линьки. Для установления круга хозяев ПМВ были исследованы максимально возможное количество видов птиц, представляющих различные экологические комплексы.
Основанием для проведения исследований в данных регионах явились выявленные ранее случаи циркуляции новых генотипов ПМВ среди диких птиц [6, 37]. 
Таксономическая принадлежность обследованных птиц и количество полученных образцов приведены в таблице 4.

Таблица 4 – Характеристика биологических образцов, собранных в 2018-2019 гг. от птиц различных экологических комплексов на территории РК
	Отряд
	Семейство
	Количество

	
	
	вид
	особь
	биопроба

	
	
	2018 г.
	2019 г.
	2018 г.
	2019 г.
	2018 г.
	2019 г.

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Поганкообразные PODICIPEDIFORMES
	Поганковые Podicipedidae
	1
	-
	6
	-
	12
	-


Продолжение таблицы
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Пеликанообразные, или веслоногие PELECANIFORMES
	Пеликановые Pelecanidae
	1
	-
	10
	-
	20
	-

	
	Баклановые Phalacrocoracidae
	1
	1
	10
	1
	10
	2

	Аистообразные CICONIIFORMES
	Цаплевые Ardeidae
	1
	-
	1
	-
	2
	-

	Гусеообразные или Пластинчатоклювые ANSERIFORMES
	Утиные Anatidae
	9
	3
	150
	94
	170
	118

	Соколообразные FALCONIFORMES
	Соколиные Falconidae
	1
	-
	7
	-
	14
	-

	
	Ястребиные Accipitridae
	1
	2
	2
	4
	4
	8

	Ржанкообразные CHARADRIIFORMES
	Чайковые Laridae
	5
	2
	176
	2
	208
	4

	Ржанкообразные CHARADRIIFORMES
	Тиркушковые Glareolidae
	-
	1
	-
	1
	-
	2

	
	Ржанковые Charadriidae
	-
	1
	-
	1
	-
	2

	Журавлеобразные GRUIFORMES;
	Журавлиные Gruidae
	2
	1
	6
	3
	12
	6

	Воробьинообразные PASSERIFORMES
	Ласточковые Hirundinidae
	1
	1
	4
	1
	8
	2

	
	Скворцовые Sturnidae
	-
	1
	-
	2
	-
	4

	
	Славковые Sylvidae
	2
	-
	9
	-
	18
	-

	Итого: 8
	14
	25
	13
	381
	109
	478
	148

	
	
	38
	490
	626



Как видно из таблицы 4, в 2018-2019 гг. для вирусологического исследования собрано 626 биологических образцов от 490 особей 38 видов диких птиц, относящихся к 14 семействам, девяти отрядов. Из них, в 2018 г. собрано 478 полевых материалов от 381 особи 24 видов диких птиц, относящихся к 10 семействам. Собранный материал включает образцы наземных видов птиц ранее не использованные в исследованиях.
Подавляющее большинство материалов 2018 г. (422 образца) принадлежали птицам водного и околоводного экологических комплексов, включающие два семейства отрядов Веслоногих (Pelecaniformes), Аистообразных (Ciconiiformes), Пластинчатоклювых (Anseriformes) и Ржанкообразных (Charadriiformes).
Остальные 56 обследованных образцов получены от наземных видов птиц (пустельга [Falco tinnunculus], черный коршун [Milvus migrans], красавка [Anthropoides virgo], джек [Chlamydotis undulata], деревенская ласточка [Hirundo rustica], дроздовидная камышевка [Acrocephalus arundinaceus], туркестанский камышевка [Acrocephalus stentoreus]) отряда Соколообразных (Falconiformes), Ястребобразных (Falconiformes), Журавлеобразных (Gruiformes), Воробинообразных (Passeriformes).
В 2019 г. собраны 148 трахеальных и клоакальных смывов от 13 видов птиц из отрядов, принадлежащих к семействам Phalacrocoracidae, Accipitridae, Anatidae, Laridae, Glareolidae, Charadriidae, Gruidae, Hirundinidae, Sturnidae.
Большинство материалов (128 образцов) принадлежало птицам водного и околоводного экологических комплексов, включающим два семейства отрядов Олушеобразные (Suliformes), Поганкообразные (Podicipediformes), Пластинчатоклювых (Anseriformes) и Ржанкообразных (Charadriiformes). 
Двадцать обследованных образца получены от наземных видов птиц: курганника [Buteo rufinus], береговой ласточки [Riparia riparia], степного орла [Aquila nipalensis], розового скворца [Sturnus roseus], малого журавля [Anthropoides virgo], луговой тиркушки [Glareola pratincola] из отрядов Ястребобразных (Falconiformes), Журавлеобразных (Gruiformes), Воробьинообразных (Passeriformes).
[bookmark: _Toc54170089]2.3 Скрининг биопроб в ПЦР с праймерами к консервативной последовательности генома ПМВ птиц
Осуществлен скрининг ОТ-ПЦР 626 биопроб от диких птиц, собранных на территории Казахстана в 2018-2019 гг. В результате исследования с олигонуклеотидными праймерами, комлементарными к участку L гена вирусов семейства Paramyxoviridae, выявлены ожидаемые продукты амплфикации в размере 700 п.н.о. в семи образцах. Положительными оказались клоакальные смывы (рег.№ материалов 7648/2018, 7649/2018, 7650/2018) от трех особей джека (Chlamydotis undulata), отловленные в Балхаш-Алакольской впадине, и одной деревенской ласточки (Hirundo rustica) полученные на побережье Каспия. Также положительными оказались клоакальные смывы полученные на дельте р. Урала в октябре 2018 г. (три образца) и на озере Сорбулак в феврале 2019 г. (четыре смыва). Электрофореграмма результатов ОТ-ПЦР скрининга материалов представлены на рисунке 1.
[image: ]
«М» – ДНК маркер; «К+» – положительный контроль; К-» – отрицательный контроль; 41-56, 6-9, 54-57 обозначение пулов, c 22cl-25tr обозначение проб

Рисунок 1 – Электрофореграмма результатов ПЦР с РНК из биопроб от диких птиц, собранных в 2018-2019 гг.

При первичном заражении КЭ и первом пассаже ПЦР-положительных образцов 2019 г. изолировано семь 19 ГАА с титрами в РГА 1:16-1:128 и все они идентифицированы как ПМВ (Рисунок 1А, Рисунок 1В). С помощью праймеров к NP гену вируса болезни Ньюкасла 12 из них отнесены к APMV-1 (Рисунок 1В, Рисунок 1Г).
[bookmark: _Toc432603005][bookmark: _Toc54170090]2.4 Изоляция и идентификация методом секвенирования ПМВ, циркулирующих среди различных видов диких птиц
Принадлежность ГАА и изолятов ПМВ птиц 2006-2019 гг. к определенному серотипу была выявлена в результате секвенирования консервативного участка L-гена. Секвенирование продуктов амплификации L-гена и последующий BLAST-анализ последовательностей в GenBank указали на принадлежность одного из них к APMV-4, трех – к APMV-1. Сиквенс-анализ четырех APMV 2013-2014 гг. выделений показал их значительное генетическое расхождение по консервативному фрагменту L-гена с серотипами APMV-1-19.
Нуклеотидная структура фрагмента L-гена изолятов APMV/черноголовый хохотун/Атырау/5541/2013, APMV/озерная чайка/Балхаш/5844/2013, APMV/чайка/Актау/5977/2014 и APMV/чайка/Актау/5979/2014 показывает 90-100% идентичность с таковыми референсного штамма APMV-20 и значительную (67-73%) дивергенцию от остальных серотипов APMV-1 – APMV-13, APMV-14 – APMV-19 (рисунки 2-5).
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Рисунок 2 – BLAST-анализ нуклеотидных последовательностей изолята APMV/черноголовый хохотун/Атырау/5541/2013
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Рисунок 3 – BLAST-анализ нуклеотидных последовательностей изолята APMV/озерная чайка/Балхаш/5844/2013
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Рисунок 4 – BLAST-анализ нуклеотидных последовательностей изолята APMV/чайка/Актау/5977/2014
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Рисунок 5 – BLAST-анализ нуклеотидных последовательностей изолята APMV/чайка/Актау/5979/2014

В результате изоляты были идентифицированы и получили обозначение APMV-20/черноголовый хохотун/Атырау/5541/2013 и APMV-20/озерная чайка/Балхаш/5844/2013, APMV-20/чайка/Актау/5977/2014 и APMV-20/чайка/Актау/5979/2014. Полученные данные свидетельствуют о возможности циркуляции вирусов APMV-20 в авифауне географических отдаленных друг от друга регионах Казахстана, на Северном Каспий и озере Балхаш.
Суммарные данные результатов идентификации изолятов путем секвенирования продуктов амплификации L-гена и последующего BLAST-анализа последовательностей в GenBank приведены в таблице 5. 

Таблица 5 – Результаты идентификации гемагглютинирующих агентов и изолятов APMV птиц 2006-2019 гг. выделений
	Год изоляции
	Кол-во изолятов
	Полное обозначение ГАА и изолята
	Наибольшее сходство при BLAST-анализе по L-гену с ПМВ птиц серотипов:

	1
	2
	3
	4

	2006
	7
	APMV-1/огарь/Коргалжын/1787/06
	APMV-16

	
	
	APMV-1/серый гусь/Коргалжын/1790/06
	APMV-16

	
	
	APMV-1/белолобый гусь/Коргалжын/1792/06
	APMV-16

	
	
	APMV-?/чирок свистунок/Коргалжын/1803/06
	APMV-6

	
	
	APMV-?/свиязь/Коргалжын/1807/06
	APMV-1

	
	
	APMV-?/голубая чернеть/Коргалжын/1812/06
	APMV-1

	
	
	APMV-?/свиязь/Коргалжын/1819/06
	APMV-1

	2008
	7
	ГАА/чирок свистунок/Кызылколь/8054/2008
	APMV-4

	
	
	ГАА/чирок свистунок/Кызылколь/8056/2008
	APMV-4

	
	
	ГАА/чирок свистунок/Кызылколь/8057/2008
	APMV-4

	
	
	ГАА/чирок свистунок/Кызылколь/8058/2008
	APMV-4


Продолжение таблицы
	1
	2
	3
	4

	
	
	ГАА/чирок свистунок/Кызылколь/8059/2008
	APMV-4

	
	
	ГАА/чирок свистунок/Кызылколь/8060/2008
	APMV-4

	
	
	ГАА/чирок свистунок/Кызылколь/8061/2008
	APMV-4

	2013
	2
	APMV-20/чайка/Атырау/5541/2013
	APMV-20

	
	
	APMV-20/чайка/Балхаш/5844/2013
	APMV-20

	2016
	17
	APMV-?/Larus ichthyaetus/Алаколь/6938/2016
	APMV-1

	
	
	APMV-?/Larus ichthyaetus/Алаколь/6939/2016
	APMV-1

	
	
	APMV-?/большой баклан/Алаколь/6948/2016
	APMV-1

	
	
	APMV-?/большой баклан/Алаколь/6949/2016
	APMV-1

	
	
	APMV-?/большой баклан/Алаколь/6951/2016
	APMV-1

	
	
	APMV-?//большой баклан/Алаколь/6952/2016
	APMV-1

	
	
	APMV-?/большой баклан/Алаколь/6953/2016
	APMV-1

	
	
	APMV-?/большой баклан/Алаколь/6957/2016
	APMV-1

	
	
	APMV-?/большой баклан/Алаколь/6964/2016
	APMV-1

	
	
	APMV-?/большой баклан/Алаколь/6968/2016
	APMV-1

	
	
	APMV-?/большой баклан/Алаколь/6969/2016
	APMV-1

	
	
	APMV-?/большой баклан/Алаколь/6976/2016
	APMV-1

	
	
	APMV-?/кудрявый пеликан/Алаколь/6987/2016
	APMV-1

	
	
	APMV-?/большой баклан/Алаколь/7004/2016
	APMV-1

	
	
	APMV-?/малый баклан/Кызылколь/7074/2016
	APMV-4

	
	
	APMV-?/чирок-свистунок/Кызылколь/7078/2016
	APMV-4

	
	
	APMV-?/ласточка/Кызылколь/7079/2016/2016
	APMV-4

	2018
	3
	APMV-?/чирок-свистунок/Атырау/7752/2018
	APMV-1

	
	
	APMV-?/серый гусь/7756/2018
	APMV-1

	
	
	APMV-?/чирок-свистунок/Атырау/7767/2018
	APMV-1

	2019
	4
	APMV-?/кряква/Сорбулак/7966/2019
	APMV-1

	
	
	APMV-?/лебедь кликун/Сорбулак/8014/2019
	APMV-1

	
	
	APMV-?/лебедь кликун/Сорбулак/8016/2019
	APMV-1

	
	
	APMV-?/лебедь кликун/Сорбулак/8017/2019
	APMV-1



Из таблицы 5 видно, что три изолята APMV, выделенные от птиц в Центральном Казахстане в 2006 г. отнесены к недавно открытому новому серотипу APMV-16 (референсный штамм APMV-16/дикая птица/Корея/UPO216/2014). Следует отметить что все эти три изолята первоначально в РТГА были идентифицированы как APMV-1, но результаты диагностического секвенирования консервативного участка L-гена изолятов позволили установить циркуляцию нового серотипа APMV-16 в популяции диких водоплавающих птиц Казахстана. Остальные ГАА 2006 г. изоляции идентифицированы как APMV-1 и APMV-6. Эти данные свидетельствуют о возможности одновременной циркуляции различных серотипов ПМВ птиц, в том числе и новых, в симпатричных популяциях гусеобразных Казахстана.
Фрагмент L-гена всех неидентифицированных архивных ГАА, изолированных от диких уток в Южном Казахстане (оз. Кызылколь) в 2008 г. проявил максимальное сходство только с таковыми APMV-4 депонированными в GenBank. 
Нуклеотидная последовательность фрагмента L-гена изолятов 2013 г. APMV/черноголовый хохотун/Атырау/5541/2013, APMV/озерная чайка/Балхаш/5844/2013, была идентичной с таковыми референсного штамма APMV-20.
Изоляты ПМВ, выделенные в 2016 г. от бакланов и пеликана в Восточном Казахстане (оз. Алаколь) по нуклеотидному составу оказались сходными с последовательностью L-гена и принадлежали к APMV-1, тогда как вирусы этого же года из Южного Казахстана (оз. Кызылколь) были отнесены к серотипу APMV-4. Анализ изолятов ПМВ 2018-2019 гг. выделения показал их принадлежность к APMV-1. 
Далее проведена дополнительная серологическая идентификация изолятов ПМВ в РТГА с помощью диагностических гипериммуных кроличьих сывороток (таблица 6).

Таблица 6 – Суммарные даные результатов идентификации гемагглютинирующих агентов в РТГА с поликлональными сыворотками к ПМВ птиц
	Год изоляции
	Кол-во изолятов
	Количество изолятов положительно реагировавших с иммунными сыворотками к различным серотипам ПМВ птиц:

	
	
	APMV-1
	APMV-4
	APMV-6
	APMV-20

	2006
	7
	6
	-
	1
	-

	2008
	7
	-
	7
	-
	-

	2013
	2
	-
	-
	-
	2

	2016
	17
	14
	3
	-
	-

	2018
	3
	3
	-
	-
	-

	2019
	4
	4
	
	-
	-

	Примечание – с гипериммунными диагностическими сыворотками к вирусам серотипов APMV-2,  APMV-3, APMV-7,  APMV-8,  APMV-9 и  APMV-13 получены отрицательные результаты



Как видно из данных представленных в таблице 6, всего в 2006-2019 гг от диких птиц на территории Казахстана выделено 40 изолятов ПМВ. Из них 30 отнесены к APMV -1, 10- к APMV-4, 1- к APMV-6, 2- к APMV-20. Эти результаты демонстрируют недостатки серологических методов идентификации при антигенном сходстве между серотипами, где три изолята идентифицированные как APMV-16 с помощью секвенирования L-гена, ингибировались с гипериммуными сыворотками к APMV-1.
Таким образом, в результате проведенных вирусологических, молекулярно-генетических и серологических исследований, получены данные о циркуляции в Казахстане ПМВ птиц серотипов APMV-1, APMV-4, APMV-6, APMV-16 и APMV-20. 
[bookmark: _Toc54170091]2.5 Электронно-микроскопическое исследование новых изолятов ПМВ птиц
Проведена электронная микроскопия двух новых штаммов ПМВ APMV/gull/Kazakhstan/5976/2014, APMV/gull/Kazakhstan/ 5977/2014. Показано, что они по тонкой структуре проявляют сходство с ПМВ и их популяции характеризуются выраженным полиморфизмом. Размер диаметра округлых вирионов варьировал в пределах 150-600 нм (до 80%). Вирион имел суперкапсидную оболочку толщиной 10-15 нм, покрытую шипами длиной 8-12 нм и диаметром 4,5-5,0 нм (рисунки 6, 7). 
[image: 1 002]
Рисунок 6 – Электронно-микроскопическая морфология отрицательно окрашенного изолята APMV-20/gull/Kazakhstan/5976/2014. Увеличение ×50000

[image: 1 001]
Рисунок 7 – Электронно-микроскопическая морфология отрицательно окрашенного изолята APMV-20/gull/Kazakhstan/5977/2014. Негативное контрастирование 3% раствором ФВК. ×200000

Внутри вирион содержал полые тяжи нуклеокапсида со спиральным типом симметрии. Диаметр его составлял 18 нм, шаг спирали нуклеокапсида не превышал 5 нм. 
[bookmark: _Toc54170092]2.6 Изучение патогенности новых изолятов APMV на куриных эмбрионах
Степень патогенности штаммов APMV определяли двумя методами: по ИЦИП и СВГ. В таблице 7 представлены показатели СВГ и ИЦИП 14 казахстанских штаммов APMV-1 и соответствующие им патотипы.

Таблица 7– Характеристика патогенности казахстанских штаммов ПМВ 
	Штаммы ПМВ
	СВГ
	ИЦИП
	Патотип

	APMV-1/большой баклан/Алаколь/6948/2016
	48
	1,1
	велогенный

	APMV-1/большой баклан/Алаколь/6949/2016
	46
	1,8
	велогенный

	APMV-1/большой баклан/Алаколь/6951/2016
	48
	1,5
	велогенный

	APMV-1//большой баклан/Алаколь/6952/2016
	51
	1,8
	велогенный

	APMV-1/большой баклан/Алаколь/6953/2016
	50
	1,8
	велогенный

	APMV-1/большой баклан/Алаколь/6957/2016
	51
	1,6
	велогенный

	APMV-1/большой баклан/Алаколь/6964/2016
	45
	1,5
	велогенный

	APMV-1/большой баклан/Алаколь/6968/2016
	50
	1,9
	велогенный

	APMV-1/большой баклан/Алаколь/6969/2016
	47
	1,5
	велогенный

	APMV-1/большой баклан/Алаколь/6976/2016
	52
	1,6
	велогенный

	APMV-1/кудрявый пеликан/Алаколь/6987/2016
	49
	1,8
	велогенный

	APMV-1/большой баклан/Алаколь/7004/2016
	51
	1,8
	велогенный

	APMV-20/чайка/Атырау/5541/2013
	120
	0,2
	лентогенный

	APMV-20/чайка/Балхаш/5844/2013
	120
	0,0
	лентогенный



Из таблицы 7 видно, что 11 штаммов, выделенных от больших бакланов и одного кудрявого пеликана на оз. Алаколь в 2016 г, с показателями СВГ – 46-52 г и ИЦИП – 1,5-1,8 принадлежали к велогенному варианту (таблица 7).
Два новых штамма, АPMV-20/чайка/Атырау/5541/2013 и APMV-20/чайка/Балхаш/5844/2013 которые не вызывали гибели куриных эмбрионов и клинических признаков болезни у цыплят отнесены к лентогенному патотипу. 
Таким образом проведенные исследования свидетельствуют о циркуляции среди диких птиц в РК как авирулентных, так высоковирулентных штаммов APMV-1. Последние обусловили высокую смертность молодняка больших бакланов в гнездовых колониях на оз. Алаколь в 2016 г. Новые штаммы APMV-20, выделенные в 2013 г в Атырауской области и на оз. Балхаш, характеризовались отсутствием патогенности для РКЭ и однодневных цыплят.
[bookmark: _Toc54170093]2.7 Получение иммунных сывороток к новым ПМВ
Иммунные сыворотки получали путем двухкратной иммунизации кроликов очищенным препаратом вирусов APMV-20/gull/Aktau/5976/2014, APMV-20/gull/Aktau/5977/2014 и APMV-20/gull/Aktau/5979/2014.
Для удаления неспецифических ингибиторов гемагглютинации сыворотки предварительно обрабатывали рецептор-разрушающим ферментом (RDE) из неочищенного фильтрата V. Cholerae (Denka Seiken Co., Ltd. Tokyo, Japan). К 1 части неразведенной сыворотки добавляли 3 объема RDE в рабочем разведении 1:50. Смесь оставляли при 37ºС в течение 18 ч., затем добавляли 6 частей физиологического раствора для получения конечного разведения сыворотки (1:10), после чего прогревали при температуре 56ºС в течение 30 мин. 
[bookmark: _Toc54170094]2.8: Определение антигенных взаимоотношений новых изолятов ПМВ
В таблице 8 представлены результаты РТГА пяти изолятов ПМВ с иммунными сыворотками.

Таблица 8 – РТГА с кроличьими иммунными сыворотками 
	Изолят:
	Иммунная сыворотка к штамму

	
	APMV-13/wf/Northern Kazakhstan/5751/2013
	APMV-20/gull/Aktau/5976/2014
	APMV-20/gull/Aktau/5979/2014

	APMV-13/w-f-goose/ North Kazakhstan /5750/2013
	320
	0
	0

	APMV-13/ w-f-goose/North Kazakhstan /5751/2014
	320
	0
	0

	APMV-20/gull/Aktau/5976/2014
	0
	320
	320

	APMV-20/gull/Aktau/5979/2014
	0
	320
	320



Как видно из таблицы 8, казахстанские изоляты ПМВ, в том числе APMV-13/white fronted goose/Northern Kazakhstan/5751/2013 и APMV-14/gull/Aktau/5976/2014 в титре 1:320 взаимодействовали с гомологичными иммунными сыворотками.
Гемаглютинирующая активность двух новых изолятов, наобарот, подовлялась иммунными сыворотками к вирусам APMV-20/gull/Aktau/5976/2014 и APMV-20/gull/Aktau/5979/2014, но не к вирусам выделенным ранее (APMV-13/white fronted goose/Northern Kazakhstan/5751/2013 и APMV-14/gull/Aktau/5976/2014)
Таким образом, по данным РТГА, ПМВ диких птиц выделенные в 2013 и 2020 гг. в Казахстане, разделяются на две самостоятельные антигенные группы.
[bookmark: _Toc54170095]2.9 Подготовка библиотек для секвенирования генома
Подготовка библиотек для массового параллельного секвенирования осуществлена с помощью набора NEBNext Ultra RNA Library Prep Kit for Illumina (NEB, США) согласно прилагаемому протоколу. Фрагментацию РНК проводили до размеров около 600 п.о. с применением ферментативного метода, используя двухвалентные катионы в составе набора. Качество приготовленных библиотек проверяли на приборе Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Германия). Секвенирование проводили с использованием комплекта MiSeq Reagent v.3 (Illumina, США) на секвенаторе нового поколения MiSeq (Illumina, США).
[bookmark: _Toc54170096]2.10 Секвенирование геномов новых изолятов ПМВ
В результате секвенирования на приборе Illumina MiSeq получены в общей сложности от 252 200 до 300 000 прочтений с обоих концов библиотек, которые впоследствии выравнивались на группу контрольных последовательностей, включающих все известные ПМВ птиц. В дальнейшем проводили формирование консенсуса. 
Были получены полные нуклеотидные последовательности всех шести генов изолятов APMV-20/черноголовый хохотун/Атырау/5541/2013 и APMV-20/озерная чайка/Балхаш /5844/2013. Установлен следующий порядок их очередности: 3’-NP-P/V/W-M-F-HN-L-5’, которые кодируют восемь белков: NP (459 a.о.), P – 431 a.о.; V – 263a.о.; W – 165 a.о.; M – 376 a.о.; F – 537 a.о.; HN – 574 a.о., и L – 2242 a.о., что соответствует размерам генов референсного вируса APMV-20/чайка/Актау/5976/2014 (Рисунок 8).

[image: ]
Рисунок 8 – Схема геномной организации нового APMV-20

Размеры геномов новых изолятов вирусов APMV-20 были сопоставимы с таковыми эталонного штамма и включали 15 954 нуклеотидов, что согласуется с «правилом шести», характерному для большинства ПМВ птиц.
Последовательности геномов новых казахстанских изолятов APMV-20/черноголовый хохотун/Атырау/5541/2013 и APMV-20/озерная чайка/Балхаш /5844/2013 оказались на 95% и 86 % соответственно идентичны референсному штамму. Выравнивание позволило обнаружить области со значительными нуклеотидными расхождениями, неравномерно распределенными на протяжении всего генома. 
Как известно, геномная РНК ПМВ представляет собой единую нить, содержащую концевые участки: лидерный на 3'-конце (55 п.н.о.) и трейлерный на 5'-конце (50-776 п.н.о.). 3′-лидерный концевой участок изолятов APMV-20 содержал 55 п.н.о. и являлся консервативным для всего семейства. Выявлены две нуклеотидные замены C45T и A50G у  изолята Балхаш/5844, а также уникальная замена T30C у изолята Атырау/5541. Длина 5′-трейлерного концевого участка составила 248 п.н.о. и здесь обнаружены 87 нуклеотидных замен. Следует отметить высокую степень комплементарности концевых участков между собой в (двадцать начальных нуклеотидов) с обеих 3′ и 5′ концов, что свидетельствует о возможном наличии промоутерных элементов в этих регионах. 
Сравнительный молекулярный анализ изолятов Avian avulavirus 20. Казахстанские изоляты Avian avulavirus 20 обнаружили значительную генетическую вариабельность между собой и содержали в общей сложности 2640 нуклеотидных замен, из которых 273 оказались несинонимическими, т.е. изменяющими аминокислотную структуру.
Ген нуклеопротеина (NP) Avian avulavirus 20 имеет в составе 1380 н.о. и кодирует 459 аминокислот.
Ген фосфопротеина (Р) длиной 1296 п.о. кодирует одноименный белок, состоящий из 431 аминокислоты. 
Матриксный ген (М) казахстанских изолятов Avian avulavirus 20 имеет длину 1131 п.н.о. и кодирует одноименный белок в 376 аминокислот. 
Ген белка слияния (F) имеет длину 1614 п.н.о. и кодирует одноименный белок в 537 аминокислот. 
Ген гемагглютинин-нейраминидазы (НN) имеет длину 1725 п.н.о. и кодирует одноименный белок в 574 аминокислоты.
Самый большой по размеру вирусный ген L, кодирующий РНК-зависимую РНК-полимеразу (L) имеет длину 6729 н.о. и кодирует одноименный белок в 2242 аминокислот.
[bookmark: _Toc54170097]2.11 Филогенетическая характеристика новых ПМВ и их молекулярный анализ
Построены филогенетические древа новых ПМВ птиц и проведен молекулярный анализ. С использованием компьютерной программы Mega 6.0 проведён филогенетический анализ генов нового изолята в сравнении с другими из международной базы данных GenBank. Результаты представлены на рисунке.
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Рисунок 9 – Филогенетические взаимоотношения новых казахстанских APMV-20 между собой и в сравнении с другими серотипами из международной базы данных Генбанк

Как видно из рисунка, казахстанский изолят Avian avulavirus 20 вместе с другими видами AAvV 2, 8, 10 и 15 образовали отдельную монофилетическую группу. Внутри данной группы казахстанские вирусы сформировали отдельный кластер, что свидетельствует об их значительной филогенетической отдалённости от других видов и ином эволюционном происхождении, формируя отдельные ветви.
Также видно, что изоляты из Северного Каспия референсный APMV-20/чайка/Актау/5976/2014 и APMV-20/черноголовый хохотун/Атырау/5541/2013 сформировали отдельную ветвь от изолята APMV-20/озерная чайка/Балхаш /5844/2013 выделенного в другом географически удаленном от него регионе Юго-Восточного Казахстана, что также подтверждает данные об их значительной генетической вариабельности.
Полученные данные свидетельствуют о том, что изолят Avian avulavirus 20/черноголовый хохотун/Атырау/5541/2013 следует рассматривать как природный вариант новой группы APMV-20, циркулирующий среди чайковых птиц.
При сравнительном молекулярном анализе изолятов APMV-20 установлено, что казахстанские изоляты проявляют значительную генетическую вариабельность между собой и содержат 2640 нуклеотидных замен, из которых, 273 оказались несинонимическими, т.е. изменяющие аминокислотную структуру.
Нуклеопротеид (NP) состоит из 459 аминокислот. Выявлены аминокислотные замены в 13 позициях (здесь и далее Таблица 9). Все изоляты содержали аминокислотный фрагмент 324-FAPANYSTLYSYAMG-338, который соответствует консервативной последовательности F-X4-YX3-0-S-0-A-M-G (где X –любая аминокислота, а Ф – ароматическая аминокислота), обнаруживается у всех представителей семейства Paramyxoviridae и считается ответственным за N-N самосборку во время РНК-связывания.
По фосфопротеину (Р) казахстанский изолят Балхаш/5844 отличался от референсного штамма по 83 аминокислотным заменам, изолят Атырау/5541 по 17 аминокислотным заменам. По белковому составу фосфопротеина наблюдали наименьший процент сходства в 96% между исследуемыми и референсным штаммами, что позволило считать кодирующий его ген наиболее вариабельным среди остальных.
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Таблица 9 – Аминокислотные замены в вирусных белках  APMV-20
	
	Вирусный белок

	
	NP
	P

	Замена в позиции
	111
	142
	418
	419
	425
	433
	434
	438
	439
	442
	444
	445
	448
	36
	45
	46
	59
	60
	62
	63
	64
	66
	68
	69
	72
	77
	78
	80
	81
	85
	86
	87
	91
	92
	94
	95
	96
	98
	100
	101
	102
	109
	113
	116
	120
	126
	140
	144
	151
	153
	157
	159
	162
	165
	169
	174
	175
	176
	178
	179
	180
	182

	Актау
	S
	S
	N
	V
	L
	P
	S
	A
	E
	L
	T
	K
	S
	S
	K
	T
	Q
	A
	G
	P
	S
	K
	S
	G
	S
	P
	P
	T
	N
	N
	E
	E
	E
	L
	T
	I
	T
	A
	T
	T
	C
	T
	S
	I
	M
	S
	S
	V
	I
	S
	N
	I
	R
	I
	T
	H
	S
	H
	I
	P
	P
	A

	Атырау
	S
	G
	S
	V
	L
	P
	S
	A
	D
	Q
	T
	K
	S
	S
	K
	T
	Q
	V
	G
	I
	S
	K
	S
	V
	S
	P
	P
	I
	N
	N
	E
	K
	N
	L
	T
	L
	A
	A
	T
	A
	C
	T
	G
	I
	M
	S
	S
	V
	I
	N
	N
	I
	R
	I
	T
	Q
	S
	H
	I
	P
	L
	T

	Балхаш
	N
	S
	N
	A
	S
	T
	L
	T
	E
	M
	V
	R
	A
	A
	R
	A
	H
	V
	E
	A
	P
	Q
	L
	G
	N
	S
	T
	I
	I
	K
	D
	E
	D
	T
	N
	L
	I
	S
	A
	T
	H
	S
	S
	V
	I
	N
	V
	F
	V
	N
	S
	T
	K
	P
	I
	H
	L
	Q
	M
	S
	L
	S

	
	P
	M
	F

	Замена в позиции
	183
	184
	192
	196
	197
	199
	200
	202
	203
	209
	210
	213
	214
	216
	222
	228
	230
	234
	235
	243
	248
	250
	251
	252
	274
	341
	348
	352
	355
	366
	373
	378
	382
	409
	13
	29
	34
	74
	84
	196
	215
	249
	253
	302
	305
	341
	343
	350
	366
	370
	375
	2
	3
	4
	5
	8
	12
	13
	15
	16
	57
	79

	Актау
	P
	V
	S
	Q
	S
	V
	N
	H
	L
	L
	G
	E
	S
	R
	A
	A
	V
	A
	L
	S
	A
	I
	V
	H
	K
	S
	P
	S
	I
	P
	S
	S
	M
	V
	A
	T
	K
	T
	P
	T
	I
	R
	R
	R
	C
	K
	I
	I
	L
	G
	S
	M
	D
	S
	L
	T
	V
	A
	F
	S
	I
	S

	Атырау
	P
	A
	S
	Q
	S
	V
	N
	H
	L
	L
	G
	E
	N
	H
	A
	A
	V
	V
	L
	S
	A
	I
	V
	H
	K
	S
	P
	S
	L
	P
	S
	S
	M
	V
	A
	N
	R
	T
	Q
	S
	V
	R
	K
	R
	C
	K
	I
	I
	P
	G
	S
	T
	D
	F
	P
	I
	A
	V
	F
	S
	M
	S

	Балхаш
	S
	A
	N
	P
	G
	L
	S
	L
	P
	P
	D
	G
	S
	H
	G
	V
	A
	V
	P
	L
	V
	T
	A
	R
	R
	A
	T
	N
	L
	S
	N
	T
	V
	I
	S
	T
	K
	M
	Q
	T
	I
	K
	K
	K
	S
	R
	L
	V
	P
	V
	G
	A
	I
	A
	L
	K
	A
	I
	L
	P
	I
	N

	
	F
	HN

	Замена в позиции
	86
	96
	100
	103
	105
	155
	162
	246
	258
	263
	264
	296
	312
	382
	394
	396
	407
	408
	424
	433
	459
	467
	477
	498
	506
	514
	519
	520
	521
	12
	43
	45
	65
	70
	85
	94
	99
	109
	147
	151
	164
	170
	257
	271
	282
	284
	285
	287
	290
	293
	323
	325
	328
	361
	375
	380
	385
	437
	460
	465
	466
	482

	Актау
	N
	G
	A
	I
	A
	E
	V
	T
	I
	A
	S
	I
	H
	T
	L
	K
	N
	T
	I
	I
	V
	N
	D
	V
	I
	L
	I
	I
	A
	N
	V
	A
	I
	D
	I
	V
	Q
	V
	S
	I
	R
	R
	K
	T
	S
	S
	N
	D
	N
	R
	R
	S
	D
	K
	R
	T
	S
	E
	Y
	S
	V
	I

	Атырау
	N
	G
	A
	F
	A
	E
	V
	S
	V
	S
	S
	I
	R
	T
	V
	K
	N
	T
	A
	V
	V
	N
	D
	V
	I
	I
	I
	I
	S
	N
	V
	V
	I
	D
	I
	V
	K
	M
	S
	I
	R
	R
	K
	V
	S
	T
	H
	D
	N
	R
	K
	P
	N
	R
	K
	N
	S
	E
	Y
	S
	I
	I

	Балхаш
	S
	E
	T
	I
	T
	D
	I
	T
	V
	S
	L
	V
	R
	I
	V
	R
	K
	A
	I
	V
	I
	H
	E
	M
	V
	L
	V
	L
	A
	T
	I
	I
	T
	E
	M
	I
	Q
	V
	N
	H
	S
	H
	R
	I
	L
	S
	H
	N
	D
	K
	G
	S
	N
	K
	K
	S
	I
	D
	H
	A
	I
	V

	
	HN
	L

	Замена в позиции
	488
	501
	522
	526
	41
	73
	75
	82
	83
	85
	90
	93
	100
	125
	129
	165
	175
	228
	233
	238
	251
	269
	279
	286
	298
	322
	334
	338
	350
	358
	396
	416
	425
	427
	530
	537
	631
	640
	641
	730
30
	732
	798
	917
	937
	973
	1040
	1130
	1164
	1190
	1271
	1275
	1285
	1416
	1561
	1578
	1635
	1662
	1669
	1720
	1745
	1746
	1747

	Актау
	A
	I
	N
	S
	T
	S
	I
	S
	S
	E
	L
	R
	Q
	R
	T
	N
	M
	I
	D
	V
	M
	P
	T
	Y
	V
	S
	G
	P
	T
	D
	I
	R
	V
	H
	M
	H
	K
	T
	I
	K
	D
	S
	G
	V
	K
	Q
	N
	N
	T
	N
	I
	I
	T
	V
	I
	I
	S
	T
	L
	I
	I
	V

	Атырау
	A
	V
	N
	S
	T
	S
	I
	S
	S
	E
	L
	R
	Q
	R
	T
	S
	M
	I
	D
	I
	I
	P
	A
	Y
	V
	S
	G
	P
	T
	Y
	I
	R
	I
	H
	M
	H
	K
	T
	T
	R
	D
	S
	G
	V
	R
	H
	N
	N
	T
	N
	I
	I
	T
	V
	I
	I
	N
	T
	L
	V
	I
	M

	Балхаш
	V
	V
	D
	P
	A
	N
	V
	T
	P
	G
	M
	K
	R
	K
	S
	N
	I
	M
	G
	V
	M
	T
	E
	G
	I
	A
	N
	Q
	A
	D
	V
	K
	V
	Q
	A
	R
	R
	V
	I
	K
	E
	G
	S
	I
	K
	R
	S
	H
	A
	A
	T
	M
	A
	I
	M
	V
	S
	A
	S
	V
	T
	M

	
	L
	

	Замена в позиции
	1761
	1765
	1767
	1768
	1774
	1778
	1808
	1875
	1900
	1907
	1911
	1952
	1983
	2002
	2062
	2092
	2137
	2138
	2161
	2164
	2174
	2182
	2200
	2224
	2233
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Актау
	A
	E
	P
	I
	K
	H
	K
	G
	T
	F
	L
	R
	K
	K
	T
	S
	L
	R
	T
	H
	I
	I
	I
	A
	S
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Атырау
	A
	E
	P
	T
	K
	Q
	R
	G
	T
	Y
	L
	K
	R
	K
	T
	S
	F
	R
	T
	H
	V
	M
	I
	A
	I
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Балхаш
	S
	D
	S
	I
	R
	H
	K
	S
	I
	Y
	I
	R
	K
	R
	A
	A
	L
	K
	K
	Q
	I
	I
	M
	S
	S
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Примечание: уникальные замены выделены рамкой
[bookmark: _Toc182149235][bookmark: _Toc182150064][bookmark: _Toc182150240][bookmark: _Toc182151922]Известно, что у большинства вирусов семейства Paramyxoviridae ген Р содержит информацию для синтеза нескольких белков, что достигается за счёт наличия в мРНК дополнительных рамок считывания или с помощью вставки дополнительных G-нуклеотидов при транскрипции.
Ген Р исследуемых изолятов Avian avulavirus 20 в позициях 2175-2183 содержал сайт AAAAGGGGG для вставки дополнительных нуклеотидов G. Выявлено, что мРНК без вставок у данного вида кодирует белок Р длиной в 431 аминокислоту, а мРНК с вставкой одного остатка G кодирует белок V длиной 263 аминокислоты, вставка двух остатков G кодирует белок W длиной 165 аминокислот и у обоих С-концевая часть (начиная от места вставки) иная, чем у белка Р.
По матриксному белку выявлены аминокислотные замены в 17 позициях. Наряду с NP он оказался наиболее консервативным с наименьшим количеством замен.
Сайт расщепления F белка имеет аминокислотную последовательность GEQQARLIG, где отсутствуют основные аминокислоты, что характерно для непатогенных вариантов. По этому гену выявлены аминокислотные замены в 40 позициях. Также данный белок характеризуется наличием сайтов гликозилирования, которые потенциально могут влиять на формирование вирусных частиц, связывание вируса с клеткой и на патогенез. У изолята Атырау/5541 и референсного штамма Актау/5976 зарегистрированы шесть таких сайтов в позициях 61, 74, 432, 456, 467 и 483. На один сайт меньше у изолята Балхаш/5844 из-за аминокислотной замены Н4671N.
Гемагглютинин-нейраминидаза (НN) содержит шесть консервативных аминокислот 234-N-R-K-S-C-S-239, ответственных за прикрепление к сиаловой кислоте на поверхности клетки. По этому белку выявлены аминокислотные замены в 37 позициях. Самый большой по размеру вирусный ген L, кодирующий РНК-зависимую РНК-полимеразу, имеет длину 6729 н.о. и кодирует одноименный белок в 2242 аминокислоты. По этому белку выявлены аминокислотные замены в 83 позициях. Он содержит пять консервативных аминокислот 775-QGDNQ-779 в домене III, как и у многих минус-нитевых несегментированных РНК-вирусов, и считается, что принимает участие в транскрипционной активности.[[endnoteRef:45]]. [45: . Xiao S, Subbiah M, Kumar S, De Nardi R, Terregino C, Collins PL, Samal SK. (2010) Complete genome sequences of avian paramyxovirus serotype 6 prototype strain Hong Kong and a recent novel strain from Italy: evidence for the existence of subgroups within the serotype. Virus Res 150: 61–72.] 



[bookmark: _Toc54170098]ЗАКЛЮЧЕНИЕ
ПМВ птиц – РНК-содержащие вирусы, образующие подсемейство Avulavirus относящиеся к семейству Paramyxoviridae. Согласно новой классификации Авулавирусы на основе филогенетических различий делятся на три рода – Metaavulavirus, Orthoavulavirus, Paraavulavirus [[endnoteRef:46]]. К роду Metaavulavirus относится серотипы APMV-2, APMV-5, APMV-6, APMV-7, APMV-8, APMV-10, APMV-11, APMV-14, APMV-15, APMV-20. Род Orthoavulavirus объединяет авуловирусы птиц серотипов APMV-1, APMV-9, APMV-12, APMV-13, APMV-16, Avian orthoavulavirus (Aav)-17, Aav-18, Aav-19, APMV-20. Род Paraavulavirus представлен видами Avian paraavulavirus 3 (APMV-3) и Avian paraavulavirus 4 (APMV-4). [46: . Amarasinghe, G.K., Ayllón, M.A., Bào, Y. et al. Taxonomy of the order Mononegavirales: update 2019. Arch Virol (2019) 164: 1967. https://doi.org/10.1007/s00705-019-04247-4] 

Для изучения новых авулавирусов в 2018-2019 гг. собрано 624 биологических образца во время весеннего и осеннего перелетов в Атырауской, Алматинской, Жамбылской и Карагандинской областях от 489 особей 37 видов диких птиц в виде клоакальных и трахеальных смывов. Подавляющее большинство материалов (574 образца) принадлежало птицам водного и околоводного экологических комплексов, включающих два семейства из отрядов Пеликанообразные, или веслоногие (Pelecaniformes), Поганкообразные (Podicipediformes), Пластинчатоклювых (Anseriformes) и Ржанкообразных (Charadriiformes).
Осуществлен скрининг в ОТ-ПЦР 624 биопробы от диких птиц, собранных на территории Казахстана c 2018 г. по 2019 гг., в результате которого положительными оказались клоакальные смывы, полученные на побережье Каспия в октябре 2018 г. (три образца) и на озере Сорбулак в феврале 2019 г. (четыре смыва).
При заражении куриных эмбрионов ПЦР-положительными образцами изолировано семь агентов с титрами в РГА 1:64 – 1:256 и все они идентифицированы как ПМВ.
Идентификация 63 ГАА, выделенных в 2006-2019 гг., от птиц водного и околоводного комплексов в ПЦР с праймерами к консервативному участку L-гена, позволила отнести 40 агентов к ПМВ птиц.
Секвенирование фрагмента L-гена 40 изолятов ПМВ птиц 2006-2019 гг. выделений и последующий BLAST-анализ показал принадлежность 24 изолятов к серотипам APMV-1, 10 к APMV-4, один к APMV-6, три штамма отнесены к недавно открытому серотипу APMV-16, два к APMV-20. Результаты исследования показывают недостатки серологических методов идентификации при антигенном сходстве между серотипами APMV-1 и APMV-16.
Полученные данные свидетельствуют о возможности одновременной циркуляции различных серотипов ПМВ птиц, в том числе и новых, в симпатричных популяциях гусеобразных Казахстана.
В результате проведенных вирусологических, молекулярно-генетических и серологических исследований, получены данные о циркуляции в Казахстане ПМВ птиц серотипов APMV-1, APMV-4, APMV-6, APMV-16 и APMV-20.
Электронная микроскопия ПМВ нового 20-го серотипа выявила сходство тонкой структурной организации вирионов с другими ПМВ. Вирионы содержали суперкапсид (10-15 нм) покрытый шипами длиной 8-12 нм и диаметром 5,0 нм, полые тяжи нуклеокапсида со спиральным типом симметрии.
Изучение патогенности новых изолятов ПМВ птиц свидетельствовало о циркуляции среди диких птиц в РК как авирулентных, так и высоковирулентных штаммов APMV-1. Новые штаммы APMV-20, выделенные в 2013 г в Атырауской области и на оз. Балхаш, характеризовались отсутствием патогенности для куриных эмбрионов и однодневных цыплят.
Получены полные нуклеотидные последовательности всех шести генов изолятов APMV-20/черноголовый хохотун/Атырау/5541/2013 и APMV-20/озерная чайка/Балхаш /5844/2013. Установлен следующий порядок их очередности: 3’-NP-P/V/W-M-F-HN-L-5’, кодирующей восемь белков: NP (459 a.о.), P – 431 a.о.; V – 263 a.о.; W – 165 a.о.; M – 376 a.о.; F – 537 a.о.; HN – 574 a.о., и L – 2242 a.о., что соответствует размерам генов референсного вируса APMV-20/чайка/Актау/5976/2014.
Анализ полученной полной нуклеотидной последовательности вирусов позволил обнаружить в ее составе шесть открытых рамок считывания, которые кодируют восемь вирусных белков. Сопоставление между собой РНК штаммов APMV-20 показало их идентичность между собой по размерам, но выявлена значительная генетическая вариабельность внутри серотипа. Все нуклеотидные расхождения оказались распределены неравномерно по всей протяженности генома. В общей сложности выявлено 2640 нуклеотидных замен, из которых 273 оказались синонимическими т.е. оказывающими влияние на аминокислотную структуру вирусов. Наиболее консервативными на каждые сто нуклеотидов генома оказались гены внутренних белков M, NP и L, что характерно для большинства известных вирусов.
Наиболее генетически вариабельным на каждые 100 нуклеотидов оказался Р ген, где выявлены 83 синонимичные нуклеотидные замены. Подобную картину наблюдали при исследовании парамиксовирусов серотипа 16 [[endnoteRef:47]], похожий феномен выявлен при описании вируса болезни Ньюкасла генотипа VI [[endnoteRef:48]], где было высказано предположение, что существенная вариабельность в области Р гена, может объясняться участием продуцируемого им белка в процессе приспособления вируса к новым хозяевам за счет эффективного преодоления внутренней защиты в виде выработки интерферона и апоптоза. В два раза меньшее количество синонимических замен в генах F и HN, представляющих собой поверхностные гликопротеины оболочки вируса и являющиеся главной мишенью иммунного ответа хозяина, объясняется как косвенное свидетельство отсутствия большого значения антигенного дрейфа в эволюции парамиксовирусов. [47: . Karamendin K., Kydyrmanov A., Kasymbekov Ye., Seidalina A., Daulbayeva K., Sayatov M., Fereidouni S. Evolution of avian orthoavulavirus 16 in wild avifauna of Central Asia // Heliyon 6 (2020), https://doi.org/10.1016/J.HELIYON.2019.E03099]  [48: . Whole genome sequencing and characterization of a virulent Newcastle disease virus isolated from an outbreak in Sweden / M. Munir, A.M. Linde, S. Zohari [et al.] //Virus Genes. – 2011 – Vol. 43. – P. 261–271.
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ПРИЛОЖЕНИЕ Д
Решение Локальной этической комиссии
] 

Полногеномные последовательности новых казахстанских изолятов APMV-20/озерная чайка/Балхаш /5844/2013 и APMV-20/черноголовый хохотун/Атырау/5541/2013 оказались на 86% и 95% соответственно идентичны референсному штамму, что свидетельствует о значительной эволюционной дивергенции внутри серотипа. В данном случае можно говорить о существовании двух независимых линий – Каспийской, представленной референсным Актау/5976 и Атырау/5541, а также второй, географически значительно отдаленной линии Балхашской.
Данное исследование также подтверждает приоритетную роль Чайковых как основного носителя APMV серотипа 20 в природе т.к. вирусы этого серотипа выделены исключительно от птиц семейства Чайковые в разные годы и в удаленных друг от друга регионах.
Получены патенты на штаммы: APMV-13/белолобый гусь/СКО/5751/13 (Патент № 32593); APMV-8/лебедь-кликун/СКО/5767/2013 (Патент №33988).
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Novel avian paramyxovirus isolated from gulls

in Caspian seashore in Kazakhstan
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Abstract

Threo isolates APMVIQuIKazakhstan/5976/2014, APMVIQuliKazakhstan 5677/2014 and
APMVIguilKazakhstan/S87972014, were obtained from independen samples during annual
‘surveilance for avan influenza and paramyxovinusesin wid birds fom the Caspian Sea
‘coastin Wostorn Kazakhstan, and were initally ientifod as putative paramyxoviuses on
the basis of lection microscopy. Hemagglutination Inhbtion Assays with antisora o ino.
Known APMV serotypes (APMV1-9) indicated norelation toany ofthom. Noxt gonoration
‘sequencing ofwhole genome sequences indicated the threa solates vere geneticalyidenti
cal,andhad anucteotde stucture typicalforall APMVs, consisting of si genes 3-NP-P-M-
F-HN-L-5' Phylogenetic analyses, and assossment of amino acid Kentios, suggested the
‘most cosaly elated ineageso be APMYV-2, 8, 10 and 15, but the novel isolate had less:
than 64% dentity to them and all other known avian paramyxoviruses. This value was.
‘above levels consideredio generally define ther APMV serotypes. Estimates of the evolu-
tonary divergence of the nuclootido 50quencos of the genomes of APMVhavo shown that
novel Kazakhstan APMV sirainwas closost 10 APMV-2, APMV-, APMV-10and APMV-15,
with cakoulated distance values of2.057, 2.058, 2.026 and 2.286 respectivey, whichis
above values considored o differentate other sorotypos (otsorved minmum was 1.108
betwoan APMV-1 and rocently isolated APMV/UPO216Koroa). Togother, the data suggest
thatisolate APMVI/gullKazakhstan/5676/2014 and ofhar two should be considered as the
frstropresentative of a novel APMV-20 group, and s the firs me thatavian paramyxovt
nuses have been found infecting membars ofthe gullfamily, extending the known taxonomic
host range.

Introduction

Avian paramyxoviruses (APMV) belong tothe genus Avulavirusof Paramyxoviidae fasily

possesing linear negative-srand RNA. According o the Taxonomy of the order Mononega-
virles: update 2017 [1] the are divided ino thirtcen scotypes (APMV-1-13) bused on 5.

'PLOS ONE | e rg'10,137umal pone 0190359 December28, 2017 s
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Abstract Five avisn parsmyxoviruses of serotype §
(APMVS) were isolted during 2 study monitoring wild
binds in Kazakhstan in 2013 and esch ws further charac-
terized. The viruses were isolsted fom thiee Whie-fronted
e (Anser alifrons), one Whooper swan (Cygnus g-
s, and one Litle st (Calidris minat). Befoe ou sty
only two complete APMY-S sequences had been eported
‘worldwide since thei discovery in the USA and Japan in
the 19705, e report thecomplet senomme sequences o the
ewly detectd viruses nd analyze the genctic evolaion of
the APMVS vinses over four decade.

Introduction

Avian paramyxviruses (APMVS) can be taxonomically
Clasificd within the geaus Avulavirus of the family Para-
mysoviidae snd include 15 seroypes: APMV-1 through
151,616, 19, 201 APMY-1, or Neweaste discase virus
(NDV). i the st requently iolsted APMV and iseco-
nomicallythe mst imporant viral discas fo he pouliry
industy [1] Therefor, extensive rescarch has been con-
ducted on APMV.1, whereas vry lile is known about
the molecular and biological characerstics of the other

R ottt of Wildite By, Unvesy
o Ve Medie Vi Vicoms, Ak
Lottt e R, vy

Laborory f Vil Ecloy. st of Micobilogy
i Vimaogy. by, Kskin

Scrotypes. Apart from APMV-S, all APMY's have been
reported in wild birds, and several serotypes, including
APMV-10, 11, 12,13 a0d 14 have been isoated exclusively
rom wild birds (6] Thus fa,repors of APMY-A,8.9, 12
and 14 have been restriced 0 ducks snd geese (6,

“The first tw strains of APMV-S were iolated from
‘Canadian goose in the USA in 1976 and a pintil i Japan
1978 2. 26] At that tme,they were characerized and
considered a a new serotype based on hemagslutination
iabibiion tcst (H1) and double immunodifision assay. The
‘whol genome sequences of thee stsins were ecenly pub-
Hished in GenBank 15] and their complete sequences are
‘availble a5 APMY-Sgoose/Delaware/ 105376 (consdered
s the prootype stsin) and APV-Spintil Wakuyal 20075
INCBL updatd It Jun. 2017]. Insptc of accouns iy
ing APMV-S during wild bird monitoring studics s well 5.
A eported 48% seroprevalence in commercally produced
chickens inthe United Satcs [25.ony one more APMY-S
Scquence has since been repoted:  short hemagltinin-
curaminidase (HN) sequence from a Tundeasvan in Japan
23] The molecularundersanding of this seroype s thee-
fore limited.

Inthisstudy. we rportthe complte genome sequences
of fve new APV iolstesfrom Kazakhstan snd discuss
thee genetc relsonship o on another and incomparison
o th other available seguences.

‘Materials & Methods
‘Sampling and preliminary identification
During a study monitoring wild birds in 2013 [13], fve

emagslutinting viruses were isolated from cloacal svals
Samples from three Whie-frnted gese,one Whooper suan

4 Springer
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ISOLATION AND MOLEKULAR-GENETIC CHARACTERISTICS
OF THE NOVEL AVIAN PARAMYXOVIRUS APMV-13

Abstract. The article presentsthe daa on the isoltion, identficsion and phylogenetic analysis of the novel
svismparamovine(APMV) cerotype. Eightesn positive zsmples of APMVevere obtaned duwing reverse trame-
‘rption:polymersce chiin seacion screenung of 204 saples collected in five regions of Kazaklitn. The seques-
cing resuls of the L gone fagment and BLAST analyis indicated on circulation of previowly wskaown avin.
‘paramyxovin: novel seroype inthe populains of ld birds of Kazkivtan Full genome sequencin of e olate
APMV-13iwhite rontd goose North Kazakboran'S7512013 was performed on fhe next generstion ssquencing.
PlatforFiSeq 3000 (Limins). The zaquence of genes was determined 32 3'NP-PV/WALF-ENL-S, sncoding.
Sight protein characteishe to the svisn prsmovine: Phylogensti studie: have shown that e svisn pars.
‘myovins serotype 13 3 novel natal variant, sigificanty diffrent fom othes seroype:.
‘Key words: paramyxoviras, APMV-13,polymersse chain reaction, gene, sequencing, phylogenetic anlysis.

Introduction. Avian paramyxovinuses (APMV) are RNA-confaining viruses that form the Avula-
virus subfamily belonging to the Paramyxoviridae family and can cause diseases with different clinical
‘manifestations in most species of wild birds. According to the new classification, Avulaviruses on the
basis of phylogenetic differences are divided into three genders ~Metamulavirus, Orthoavulavirus,
Paraavulavirus_ Until 2015, twelve serotypes of APMV (APMV-1-12) were known [14]

In 2015-2017 the repors were published about the discovery of seven novel seroypes of the APMV:
from wild geese in Japan (5], Kazakhstan [6] and Ukaine[7], threefromducks in Japan [8], Korea [9] and.
from sandpiper in Brazil 10 three more viruses were simultaneousy isolated ffom anfarctc penguins.
[11]. These data suggest that APMV are actively circulating in the wild avifauma and there 1s a high
‘probability of the occuence of other pathogenic varian.

‘To date, study of APMVs is widely conducted in various regions of the world, 50 a large program is
caried out within the famevvork of the European nefuwork of excellence (EPIZONE) with the partii-
pation of many Old World countris.

Tsolation and description of novel serofypes in the femitory of Kazakhstan will make a significant
contribution o this research.

‘The aim of the paper is to describe APMVs of novel serofypes circulating in Kazakhstan avian
‘populatons, to study their virological and molecular genetic features.

Materials and methods. For virological studies, samples were collected in the form of cloacal,
‘racheal washings fom birds of water and near-water complexes. The washes were collected vith a sterle
cotton swab, placed in vials of medium 199 containing 2 complex of antibiotics (penicillin 2000 Ul
Streptomycin 3 me/m, gentamicin 50 g/l nystatin 50 Uit and bovine serum albumin (0.5%/ml). For
the droppings and cloacal swabs, the concentration of antibiotics was fivefold increased. Samples before
virological studies were stored in liquid nitrogen (-196 °C).
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Ammoramns
TIpreonsTCA pesyasTaTs! BRetenna mecTH (6434/15. 6438/15. 6440/15. 6444/15.
6446/15. 6451/15) sa015T0B NapaMKCoBHpyCa I ceporsna-1 B ORHoM Kazaxcrase
TIo ZARMANM QRIOTEHCTIICCKIX HCCIeA0Barmf mrans TIMB-1/cisstit roTybe/
“ToRnaK/6444/15 MPOSEIET GITOE POICTEO C empomelicKIM BAPRANTAMH H 110 Texy
Geflia CTSEIR OTHeces B KIACTe YHHKATHHRIY BHPYCOB B IPEXETaX KTacca 1

Abstract
‘The results of isolation of six isolates (6434/15. 6438/15, G440/15, 6444/15, 6446715,
6451/15) of avian serotype 1 paramyxovirus in South Kazakhstan are presented.
‘The strain APMV-1/Rock dove/Chokpaki/6444/15 in phylogenetic assay of the fusion
‘protein gene showed a close relationship to the European like variants and was prescribed.
to the cluster of unique viruses within the class 1

‘Bostesss HE10KACTA IPEICTABTAET COGOM CepEe3HYI0 YTPOy LT MTHIIEBONCTER.
50 5cent smpe [1]. BosGyAuTems GoTesHH OTHOCHTCS K ITHWBEMY CEpOTHITY TIapa-
aacosmpycos-1 (TIMB-1) 13 ceneficrea Paramyxoviridae, poxa Avulavirus [3]
Verasosero, wT0 supycs Gotessn Hetoxacta (BBH) pasTisbrx msmi
IIpeACTaBIAOMME PasHEE TEOrPAITIECKHE DETHOHH!, OTHOBPEMERHO MOTBEP-
TAIOTCH IBOTIONMHOHHED HIMEHERHAM, 9T0 JHATHTETSEO SATPYIHAET KORTPOTS
¥ mHArEOCTHKY Gote3n [4, 5] MorTexyIApHO-TeHe TH e CKHe HOCTETOBAHN BEIA-
BHIH HEOTHOPOTHOCTS Nomy i BEH, mapkympyiomsx 3 Mupe. B Hactosmee

© ET Kacsnubexos, K.O.Kapaemmm, AW Keumipwamos, M X Casros,
K JL Taybacsa, E. 5L Xas, C.A. Cyaciuerosa, 2018.
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The several transcontimentalywaysof migraory birds verap and pss through the ertory ofKazakhstan. Viralogical
suneilance of vfauna i this regon isimportant for sudy of genetic dersty of aian Paramyovirs serotype .

Tracheat and cloacal sampls rom wid irds were cllected using strile swabs placed iniral ransport medium. Samples were
noculated nto 10-day-old embryonated chicken eggs andrevese ranscription A (RT-C) assays were performed viaa one-
Stp protoco The PR products wre sequenced and phylogeneti ees were contructed using the Neighbour oining’
mathod,

according 0 the resuls ofphylogenetcsudies o usion protei gene, APMIV-1/chicken/lmaty/36/2016 0 APMIY-/rock
Pigeon/Chokpak/6444/2015 was clssfied s diferent clsses (12).The Kazakhstan strain APMV-1/chicken/lmaty/36/2016
wazi the group of virses elongin  he Vil ganatype of s 2, snd he olte APMV-4rock pigeon/Chokpak/6444/2015
wasicluded i th cluster withinthe a5 1 Velogeni variant APMY-1/Cormorant/Alaol/6945/2016 s rfered to the
EEnotype Vb, th ather - APM-1/comman myna/Chokpak/S434/3015 t genatype V.

anayssof the amino acid (2] sequences of Hi and Fproein of the Kazakhstan slate APMY-1/chicken/lmaty/36/2016
revesed the presance of th bsic 33 RRGKR at postions 112115 ofth F-pratein cieavage 5t which demonstates thi high
pathogenicy. The APMV-1ock pigeon/Chokpak/6444/2015 do ot bear mitile basic a n th ndiated st (ERQES).
These data demonstate genetic divesity of aian Paramy s erotype  ciatng among poulry and wid birds i
pr——

Sermukhammet Kassymbekov, Marat Sayatov, Kabey Karamendin’, Aidyn Kydyrmanovt

Kazakh ational Agrarian Universkt, Almaty, Kazakhstan. stitute ofMicrobology and Virology, Aimaty, Kezakhstan
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MNpunosxenns 1.10
k Jorosopy Ne or 2018 .
Ha rpaHTOBOE (PUHAHCHPOBAHME

TEXHUYECKASI CIIEHIUOUKALIAST U
KAJIEHJIAPHBII IIJIAH PABOT
[lo norosopy Ne or 2018 rona

1. HAUMEHOBAHUWE NCHTOJIHUTEJISA:
PI'I na IXB «MucruryT mukpoduoaorun u supycosorun» KH MOH PK

1.1 o npuopureTy: Hayku 0 5KH3HH 1 310pOBbE.

1.2 .Tlo noanpuoputery: DyHAaMeHTalbHble W NPHUKIAJAHbBIE WCCIEL0BAHMS B obnactu
ouonorun. buoxumuueckue, (U3MOJOTMUECKME K MOJICKY/IAPHO-TEHETHYCCKNUE  MEXaHM3MbI
JKU3HEAeATEIBHOCTH MUKPOOPraHM3MOB, rpuboB 1 Bojgopocieii. Teopernueckue n NpakTHUECKHE
OCHOBbI MX MCMOIL30BaHMS B OMOTEXHONOTMH.

1.3 Tlo Teme npoekta: AP05133370 «MonekynsipHas 5BOJIOUMA HOBBIX /I HayKH
NapaMHUKCOBUPYCOB, LIMPKYIUPYIOLLUX CPEIM AUKUX MITHLL B Kazaxcrane»

1.4 O6was cymma npoekta 24 000 000 (/{Baauath YeThipe MU/IHOHA) TEHTE, B TOM UHCAE €

pasGUBKON 110 roj1am, 15l BLINOJHEHMS pabOT COrNAacHO MyHKTY B:

-Ha 2018 roa - B cymme 8 000 000 (BoceMb MUIIHOHOB) TEHTE;

-1a 2019 roa - B cymme 8 000 000 (Bocemb MUIIMOHOB) TEHTE;

- 1a 2020 roa - B cymme 8 000 000 (BoceMb MHIIIMOHOB) TEHTE.

2. XAPAKTEPUCTUKA HAYUHO-TEXHUYECKOW MPO/IYKIIMHA 110

KBAJIM®UKAIIMOHHBIM ITPU3HAKAM U YKOHOMUYECKHUE IIOKA3ATEJ/IN

2.1 Hanpagaetue paboThl: hyHAaAMEHTANbHbIC HCCIC10BAHUA.

2.2 OO0nacTb MPUMEHEHMs: BETEPUHApHS, MEIULMHA, CE/bCKOEe X0351UCTBO, OXpaHa
OKpYIKatoLen Cpebl.

2.3 KoHeuHblii pe3ysbTar:

- 32 2018 roa: Gyaer ocyuiecTeiaeH cGop 06pasuos opuutodayHbi, Pan-paramyxovirus TLIP-ckpunuHD Gnonpob n
gbinenenne [IMB ntuu B pesynstate HUP Gynyt Bbinesnensi Hosbie n3onstsl [IMB nruu. Pe3ynbTaTbl Hay4HBIX
Jccne0Banuit GyayT OMyGIMKOBAHbI B BHIE CTATbH B OJHOM W3 PELEH3MPYEMbIX 3apyOekHbIX HIH OTEHECTBEHHDIX
M31aHUSX ¢ HenyleBbIM nMnakT-dakTopon (Virologica Sinica, Eurasian Journal of Applied Biotechnology, JIHAH PK,
Bectnnk HAH PK, Ussectus HAH PK). PesynbTatsl GyayT npeicTaBieHbl HA HAYYHBIX KOH(PEPEHLMSAX;

- 3a 2019 roa: Gyayt ocyuiecTieH MOpHONOrHUYECKHIT aHAIN3 KA3aXCTAHCKHX H30JSTOB [MMB ntuy, OyayT
OnpeneneHbl MX NATOEHHOCTH. ByayT W3yueHbl matonoruueckue, u MOPQONOrHYECKHE XapaKTePHCTHKM IMB.
Pe3ynbTaThl HayuHBIX HCCINOBAHHIT OyayT ONyGAHKOBAHbI B BHAE CTATbH B OHOM M3 PELEH3MPYEMbIX 3apyOeskKHbIX
WAH OTEUeCTBEHHBIX W3AHMAX C HeHyleBbiM nMmakT-(aktopom (Virologica Sinica, Eurasian Journal of Applied
Biotechnology, IHAH PK, Bectiuk HAH PK, M3sectua HAH PK). Pesynbrars! OynyT MpeacTaB/eHbl HA HAYYHBIX

KOH(epeHumuAX.
- 3a 2020 roa: 6ynyT (pumoreHeTHUECKas XapakTEPUCTHKA) MOCTPOEHb! (UIOreHETHUECKHE APeBA HOBbIX ITMB
MTHL M NPOBEIEH MONEKYJIAPHBIT aHann3. Pe3yibTaThl HayYHbIX HCCNEA0BAHN GynyT onyGIMKOBaHBI B BUE CTATbEH

B TpeX M3 HHUKE MPECAJIOKEHHOTO CMHCKA PEUCH3HUPYEMBIX !(l]‘)'\—\c}f\')ibl.\ HAYUHbIX M3IaHHAX C HCHYICBbIM UMIMAKT-
(akTopoM, MHaeKcHpyeMmbix B Gaszax nauubix Web of Science nan Scopus: Archives of Virology, Virus Genes,
Virology Journal, Acta Virologica, Intervirology, Bonpocet supyconorun. Pesynbrathi OyayT npeactas/ienbl Ha
HayuHbIX KOH(epeHLUMsx.byner nonyuen nareur.

2.4 [1aTeHTOCNOCOBHOCTb: Pe3y/IbTaThl HCCEN0BAHMS TATEHTOCNIOCOOHbIE.

2.5 HayuHO-TeXHUYeCKHH ypoBeHb (HOBU3HA): BLICOKHMH.

2.6 Mcrosnp30BaHHe HAYYHO-TEXHHUUECKON MPOAYKLMH OCYLIECTBIAETCS: 3aKasiukoMm H
HcnonHuTenem COBMECTHO.

2.7 Bua MCTONb30BaHMs Pe3yabTaTa HayuHol 1 (M/1M) HaYUHO-TEXHMUYECKON ACSTeIbHOCTH:
nyONMKaLMHK, OTYEThI.

w
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KOMJIEKLUHH na6opaTopuu nokasare/iiMH remarrm()'ruuupylomeﬁ H

MHEKUMOHHOH aKTHBHOCTH

1.2 | C6op nonesbIx anpenb no 1 |Byayr coGpaHbl nojeBble MaTepHalbl OT AMKHX
MaTepHasoB OT AMKHX 2018 roa | Hos6pb | nTHLL B pasnuuHbiX pernoHax Kasaxcrana
NTHLL B Pa3THYHbIX 2018
peruvoHax Kasaxcrana roaa

1.3 | Cxpunuur 6nonpo6 B HIONb no 1 | Byner ocywectsien ckpunuHr Guonpo6 B IILIP ¢
TLIP ¢ npaiimepamu K 2018 roa | HosOps | npaiimepamu K KOHCEpBATHBHOM
KOHCEpBATHUBHO# 2018 |nocnenosarenbhoctn redoma I[IMB nruu Byayr
MOCJIE/10BATEIbHOCTH roga | orobpanbl nosnoxkurensHsie Ha PHK TIMB npoGer 1
resoma [TMB nTrig 'AA B xozne Pan-paramyxovirus [TLIP-ckpHHHHTa

1.4 | Msonauus B cucreme PKD | okta6pb | 101 |Byaer ocyuwecrtsieHa usonaums B cucteme PKO
IIMB ntuu v ux 2018 roa | HoaGpsa | coGpantoro matepuana 2019 roga [TMB nuu u ux
naeHTHdHUKauns 2018 | uaeHTHdHKaLMA.

rona |Byayr Bbigenenbl, MAeHTHQUUMPOBaHBI  MyTeM
CEKBEHHPOBAHHS ¢parmenTa L reHa, ']
KJ10HMpoBaHbl Ha PKD Hoseie n3oaaTel [IMB.

1.2 | C6op nonesbIx SHBaphb nol |Byayr coOpaHbl nojeBble W [ATONOrHYECKHE
MaTepuasoB OT JANKHX 2019 roa | HOsGPE | MaTepHasbl OT AMKMX MTHL B Pa3s/MYHBIX perHoHax
MTHLL B Pa3THYHBIX 2019 | Ka3saxcraua

ernoHax Kasaxcrana ropa |

1.3 CipHHuHr 64ONpo6 & SAHBapb no 1l |Byser  ocyulectBieH — CKPUHMHT  cOOpaHHOro
T1LIP ¢ npaiimepami K 2019 roa | HosGpa MaTSpMaﬂa 2019 ropa 6uonpod B TILIP S
KOHCEpBATHBHOH 2019 | npaiivepamu K KOHCEpBAaTUBHOH
B ] roga |nocnenosarenbHoctd redoma [MIMB nruu Byayr

oTo6panbl nonoskutenbhbie Ha PHK [IMB npoGbl 1
redoma [IMB nruu .
['AA B xoae Pan-paramyxovirus I1L[P-ckp1HHHIra

1.4 | Usonsums B cucteme PKD | ausapb nol |Byner ocyuectsieHa uzonsauus B cucreme PKD

| TIMB nrru 1 nx 2019 roa | HoaGps | [IMB nTHu 1 uX uaeHTHHUKaLMS.

i naeHTHUKALMUS 2019 |Byayr BblaeneHbl, WACHTHHHULUMPOBAHBLI  MyTeM
| roja | CeKBEHMpPOBAHHSA dparmeHTa L reHa, ']
| KJ10HHpoBaHbl Ha PKD HoBbie n3onaTh [TMB.
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image14.png
2 | Mopdonoruyeckui AHBapb n0o1 | Byser ocywectsieH MOPGhOTOrHYECKHiA —aHamn3
aHAIN3 Ka3aXCTaHCKHX 2019 roxa | Hosibps | kazaxcTanckux w3onsTos [IMB  nruu,  Gyayr
uzonstos [IMB ntuu, 2019 |onpeneneHbl MX NaTOr€HHOCTH.
onpesesieH1e X rona | Byayr M3yUeHbI naTosIorHYeCKHe, "
naTOreHHOCTH Mopdosioruueckue XapaKTEPUCTHKH [IMB.

PesynbTaThl  Hay4HbIX — HMCCleloBaHMi  OyayTt
ony6GnMKOBaHbl B BMAE CTaThH B OIHOM M3
peLeH3HPYeMBbIX 3apyOeXKHBIX MM OTeYeCTBEHHBIX
M31aHMSX ~ C  HEHYJeBBIM  MMMaKT-(GakTopom
(Virologica Sinica, Eurasian Journal of Applied
Biotechnology, IHAH PK, Becruuk HAH PK,
WUsectus HAH  PK).  Pesyabratel  OyayT
NpeACTaBIIeHbl HA HAYYHbIX KOHpEpeHLHAX.

2.1 | DneKTpoHHO- AHBapb | anpeib | ByayT MpoBeieHbl 37EKTPOHHO-MHKPOCKOMHYECKOe
MMKPOCKOIHUYECKOe 2019 ron | 2019 |muccaenosanus HOBbIX W30aaTOB [IMB nTuL.
HCClIeI0BaHHE HOBbIX ron | Byayr 0Ty Y€eHbI 3IEKTPOHHOT PAMMbI
n30as1oB [IMB nruu KazaxcTaHckux u30/1s1oB [IMB nTuu

22 ViaysieHHe naToreHHoCTH okTs6pb | g0 1 |Byayr (M3yueHbl) —onpeaeneHbl  MaTOreHHOCTh
e aToBSHORERE EINVMBIGA 2019 roa | HosGps | (n3onsToB  HOBbIX) [IMB  nTML  Ha  KypHHBIX

| i 2019 |>mGpuoHax
| KypHHBIX 3MOpHOHAX
roaa

2.3 |IMoaroroeka GubanoTek auBapb | anpenb | Byaer nposeneHo (noarotoska GuéauoTek)
JUIS CEKBEHUPOBaHHsl 2019 roa | 2019 |noaHOreHOMHOE CEKBEHHPOBaHHE FE€HOMOB
reHoMa roa | usonsito Hoseix [IMB

2.4 | CekBEHHPOBAHHE F€HOMOB |  HIOTb no 1 | Byzaer npoBeaeHO MOJHONeHOMHOE CEKBEHHPOBaHHE
n3onsaToB HOBbIX [IMB 2019 roa | HoAGps | reHoMOB H3071STOB HOBBIX [TMB.

2019
roaa
22 VisysieHHe NaToreHHoCTH AHBaph no |l |Byayr (u3ydeHbl) OMpeleseHbl  MaTOreHHOCTh
OTHTGE Hoss [IMB Ba 2020 roa | HOAGpst | MmyTeM  OMpe/eeHus HMHTPABEHO3HOTO  MHAEKCa
2020 |marorenHocTd (M3onsTo HoBbix) [IMB ntuu Ha
KypHHBIX SMOpHOHAX
roja | KypHHbIX IMOpHOHAX

2.4 | CekBeHMpoBaHHe reHOMOB | siHBaph | CeHTAO | By/eT mpoBeJeHO MOJTHOreHOMHOE CeKBEHHPOBAHHE
u3015TOB HOBBIX [IMB 2020 roa | pb 2020 | revomo  u3osaToB  Hosbix [IMB - pasnnunbix

roja | cepaTHIioB.

3 | dunoreHeTHyecKas SHBapb nol | Byayr (bunoreHeTnyeckas — XapaKTEPHCTHKA)
XapaKTEePHCTHKA HOBBIX 2020 roa | HoAGps | MOCTpOeHb! HIOreHeTHYECKMe apesa HOBbIx [IMB
[IMB 1 1x MOneKyAspHbIA 2020 |nTML M TPOBEAEH  MOJIEKYJIAPHbIH  aHau3.
aHan3 roma |PesynbTaThl  HayuHbIX  HMccenoBaHui - GyayT

ony61MKOBaHbl B BHIE CTaTbed B TPEX W3 HHKE
NPEIOKEHHOTO CrIHCKa PeLIEH3HPYEMbIX
3apyGeKHBIX HAYUHBIX HM3JaHHAX C  HEHYJCBbIM
uMnakT-pakTopoM,  MHIeKcHpyemblx B Gasax
nanHbix Web of Science mau Scopus: Archives of
Virology, Virus Genes, Virology Journal, Acta
Virologica, Intervirology, Bompockl BHpYCOTOrHH.
Pesynptathl OyaAyT TpEACTaBlI€Hbl HA Hay4YHbIX
KoH(pepeHunax. by et nosmyyeH naText.

3.1 | [osny4eHHe MMMYHHbIX AHBapb | anpeib | ByayT nojydeHbl HMMYHHbIE ChIBOPOTKH K HOBBIM
CcBIBOPOTOK K HoBbiM [IMB | 2020 rox | 2020 |[IMB  nyrem — MMMYyHH3aUMH 11abopaTOPHBIX

roJ_ | JKHBOTHBIX

3.2 | Onpenesnierye aHTHreHHbIX | anpeib | HiOHb | ByayT onpe/eneHbl aHTHICHHbIE B3aHMOOTHOLICHHS
p3anMoOTHOLIEeHHI HoBbIX | 2020 roa | 2020 | HoebIX 3onsTos [IMB
nzoastos [IMB roa

3.3 | OunoreHeTHYECKHH MIOb | ceHTAD | ByAyT 1OCTpOeHbl (puioreHeTHueckHe  (aHan3)
anasn3 Hosbix [IMB 2020 rox | pb 2020 | apeBa, ompeaeneHa KJIacTepHas NPHHAANCKHOCTD

roa__ | Hosblx [IMB
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[MomecTuts B
MeKIyHapoIHyto 6asy
JAaHHBIX ["enbank
MHTepecHbIe JUIS MUPOBOIi
HayKu
TI0CIe10BATEILHOCTH
BHUPYCOB

OKTAOPEH
2020 rox

no 1 |B MexayHaponryio Gasy manubix Ienbank GyyT

HOAOpS | MOMeILeHbl  (MHTEpecHble I8 MHPOBOH HayKi
2020 |mocnenoBaTeNBHOCTH  BHPYCOR) BbISB/ICHHbIE
roja | BHPYCHI /UIA IOCTYNA YUEHBIX APYTHX CTPaH.
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