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РЕФЕРАТ
Отчет 21 с., 2 табл., 22 ист.
НОВЫЙ ВИРУС, ОТКРЫТИЯ, ЭТИОЛОГИЯ, КАСПИЙСКИЙ ТЮЛЕНЬ, ВИРОМ, ВИРУСНАЯ МЕТАГЕНОМИКА, ВИРУСНАЯ МЕТАПОПУЛЯЦИЯ, ДИАГНОСТИКА, ИНФЕКЦИЯ
Объектом исследования являются каспийский тюлень, биологические образцы (смывы, сгустки и сыворотка крови), собранные от каспийских тюленей и секционные материалы от павших особей.
Цель проекта – является характеристика с помощью метагеномного анализа широкого круга вирусов инфицирующих каспийских тюленей, динамики их циркуляции, обнаружение ранее не идентифицированных и малоизученных вирусных патогенов и оценка их участия в массовой заболеваемости и смертности животных, создание препаратов для молекулярной диагностики инфекций.
Результаты работы и их новизна. По календарному плану организован сбор биологических материалов от тюленей на островах в казахстанской и российской секторах моря в период миграционных скоплений. В 2020 г. было получено 76 клинических образцов и секционных материалов от 21 тюленя (20 живых и одного мертвого) для исследования вирусной метапопуляций каспийских тюленей. Сбор материалов будет продолжен до конца 2020 г. Полученные материалы обеспечат выполнение поставленных задачи проекта.
Результаты НИР могут быть использованы при прогнозировании эпизоотических и экологических ситуаций в популяциях каспийских тюленей, своевременной расшифровке вспышек заболеваемости и контроле над чрезвычайными ситуациями среди этих животных.
Область применения – вирусология, морская вирусология, ветеринарная вирусология, экология, эпидемиология, эпизоотология. Целевые потребители: Министерство экологии, геологии и природных ресурсов РК, Комитет ветеринарного контроля и надзора МСХ РК, Министерство образования и науки РК.
	


ТҰЖЫРЫМ
Есеп 21 бет, 2 кесте, 22 сілтеме.
ЖАҢА ВИРУС, ЖАҢАЛЫҚ АШУ, ЭТИОЛОГИЯ, КАСПИЙ ИТБАЛЫҒЫ, ВИРОМ, ВИРУСТЫҚ МЕТАГЕНОМИКА, ВИРУСТЫҚ МЕТАПОПУЛЯЦИЯ, ДИАГНОСТИКА, ИНФЕКЦИЯ
Зерттеу нысаны – каспий итбалығы, каспий итбалықтарынан жиналған (шайынды, қан ұйындысы) биологиялық сынамалар, өлекседен алынған секциялық материалдар.
Жұмыстың мақсаты – Метагеномдық талдау көмегімен Каспий итбалықтары жұқтыратын вирустардың кең спектрін, олардың айналым динамикасын сипаттау, бұрын анықталмаған және нашар зерттелген вирустық қоздырғыштарды анықтау және жануарлардың жаппай ауруы мен өлім-жітіміне вирустардың қатынасын бағалау, инфекцияларды молекулалық балауға арналған препараттар әзірлеу.
Жұмыс нәтижелері және олардың жаңалығы. Кестеге сәйкес биологиялық материалдарды итбалықтардан жинау қоныс аудару кезеңінде Қазақстан мен Ресейдің теңіз суларындағы аралдар мен жағалауларда ұйымдастырылды. 2020 жылы. Каспий итбалықтарының вирустық метапопуляциясын зерттеу үшін 21 итбалықтан (20 тірі және бір өлі) 76 клиникалық сынамалар мен секциялық материалдар алынды. Материалдарды жинау 2020 жылдың соңына дейін жалғасады. Алынған материалдар жобалық міндеттердің орындалуын қамтамасыз етеді.
Зерттеудің нәтижелері каспийлік итбалықтар популяциясында эпизоотиялық және экологиялық жағдайларға болжам жасағанда, осы жануарлар арасындағы төтенше жағдайларды дер кезінде талдағанда пайдалануға болады.
Қолдану саласы – вирусология, теңіз вирусологиясы, ветеринарлық вирусология, экология, эпидемиология, эпизоотология.
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В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения:

	ВОЗ
	- Всемирная организация здравоохранения

	ВЧП
	- Вирус чумы плотоядных

	ПЦР
	- полимеразная цепная реакция 

	BLAST
	- Basic Local Alignment Search Tool

	CDV
	- Canine Distemper Virus

	PhHV-1
	- Phocid Herpesvirus type 1

	ZcAV
	- Zalophus californianus anellovirus [Аннеловирус калифорнийских морских львов]
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[bookmark: _Toc56517734]ВВЕДЕНИЕ
Мониторинг за состоянием популяций морских млекопитающих является одним из важных научных направлений в экологических и эпидемиологических исследованиях как неотъемлемого компонента сохранения дикой природы и контроля потенциальной угрозы здоровью людей и животных. 
[bookmark: _Ref387136907][bookmark: _Ref385846037]Ранние исследования возбудителей инфекционных болезней каспийского тюленя были преимущественно сосредоточены на исследовании циркуляции вируса гриппа А в их популяции. Так, в период с 1976 по 1999 гг. [[endnoteRef:2]] в ходе мониторинга за циркуляцией вирусов гриппа А на Северном Каспий исследовали образцы от 152 особей каспийского тюленя, но им не удалось обнаружить инфицированных животных. Позже, при исследовании сывороток крови каспийских тюленей, собранных в 1993-2000 гг., показали, что млекопитающие были инфицированы эпидемическими А/Бангкок/1/79-подобными вирусами, циркулировавшими среди людей в 1979-1981 гг. [[endnoteRef:3]]. [2: СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ ИСТОЧНИКОВ
. Петрова Е.С., Львов Д.К., Гамбарян А.С., Федякина И.Т., Ямникова С.С., Шилов А.А. Мониторинг за циркуляцией вирусов гриппа А в популяциях диких птиц Северного Каспия // Вопросы вирусологии. - 2001. - №4. - С.39-43.]  [3: . Ohishi K., Ninomiya A., Kida H., Park C., Maruyama T., Arai T., Katsumata E., Tobayama T., Boltunov A., Khuraskin L., Miyazaki N. Serological evidence of transmission of human influenza A and B viruses to Caspian seals (Phoca caspica) // Microbiology and Immunology. - 2002. - Vol.46(9). - P. 639-44. PMID:12437032.] 

В 2002 и 2012 гг. вирусы гриппа A (H4N6) были выделены от каспийских тюленей в российских водах [[endnoteRef:4]]. [4: . Gulyaeva M., Sobolev I., Sharshov K., Kurskaya O., Alekseev A., Shestopalova L., Kovner A., Bi Y., Shi W., Shchelkanov M., Shestopalov A. Characterization of Avian-like Influenza A (H4N6) Virus Isolated from Caspian Seal in 2012 // Virolоgica Sinica. - 2018 Oct; 33(5):449-452. doi: 10.1007/s12250-018-0053-y. - 2018 Oct 17.] 

В результате скрининга прижизненных образцов и секционных материалов от тюленей в ПЦР, нами установлено наличие нуклеиновых кислот вирусов гриппа А в пробах каспийских тюленей, собранных в 2009 и 2016 гг., что свидетельствует о возможности их инфицирования этим возбудителем.
[bookmark: _Ref27727911]В сотрудничестве со специалистами из Нидерландов и Великобритании нами установлена морбилливирусная этиология массовой гибели каспийских тюленей весной 2000 г. [[endnoteRef:5], [endnoteRef:6]]. [5: . Kennedy S., Kuiken T., Jepson P., Deaville R., Forsyth M., Barrett T., van De Bildt M., Osterhaus A., Eybatov T., Duck C., Kydyrmanov A., Mitrofanov I., Wilson S. Mass die-off of Caspian seals caused by canine distemper virus // Emerging Infectious Diseases. - 2000. - Vol.6. - №6. - P.637-639.]  [6: . Kuiken T.,. Kennedy S, Barrett T., van de Bildt M.W.G., Borgsteede F.H., Brew S.D., Codd G.A., Duck C., Deaville R., Eybatov T., Forsyth M.A., Foster G., Jepson P.D., Kydyrmanov A., Mitrofanov I., Ward C.J., Wilson S., and Osterhaus A.D.M.E. The 2000 Canine Distemper Epidemic in Caspian Seals (Phoca caspica): Pathology and Analysis of Contributory Factors // Veterinary Pathology. - 2006, - Vol.43. - P:321-338.] 

Нами изучена эволюция морбилливируса у каспийских тюленей в 2000 г., путем восстановления полноразмерных последовательностей генома из архивных материалов с использованием секвенирования следующего поколения. Показано, что эпизоотические штаммы морбилливирусов тюленей относятся к отдельному кластеру исходящому от монофилетической группы американских штаммов, которые отделялись от остальных групп приблизительно в 1832 г. [[endnoteRef:7]]. [7: . Jo WK, Peters M, Kydyrmanov A, van de Bildt MWG, Kuiken T, Osterhaus A, Ludlow M. The Canine Morbillivirus Strain Associated with An Epizootic in Caspian Seals Provides New Insights into the Evolutionary History of this Virus // Viruses. - 2019, 11(10), 894. – URL: https://doi.org/10.3390/v11100894. ] 

В последние годы, благодаря исследованиям с использованием современных методов молекулярной диагностики, нами был идентифицированы герпесвирусы каспийского тюленя. Тюлений герпесвирус PhHV-1 обнаружен в образцах, собранных в 2016 г. BLAST анализ фрагмента гена gD вируса PhHV-1 каспийских тюленей показал его схожесть с таковыми изолята РВ84 от обыкновенного тюленя (Phoca vitulina) [[endnoteRef:8]]. [8: . Кыдырманов А.И., Карамендин К.О., Касымбеков Е.Т., Гудман С. Циркуляция тюленьего герпесвируса PhHV-1 в популяции каспийских тюленей (Pusa Caspica). Морские млекопитающие Голарктики // Сборник научных трудов. - 2019. - Т.1. – С-171-173. DOI: 10.35267/978-5-9904294-0-6-2019-1-171-174.] 

С применением метода массового параллельного секвенирования сотрудниками лаборатории экологии вирусов НПЦ микробиологии и вирусологии предварительно изучен состав вирусных метапопуляций каспийского тюленя, выявлены контиги вирусов, принадлежащим к семействам: Orthopneumovirus, Pestivirus, Retroviruses, Herpesvirus и Papillomavirus [[endnoteRef:9]].  [9: . Касымбеков Е.Т., Карамендин К.О., Кыдырманов А.И. Массовое параллельное секвенирование вирома каспийских тюленей // Современные вызовы для биотехнологии, ветеринарии и медицины: матер. межд. науч.-прак. конф. Гвардейский. - 2020. - С.204.] 

Таким образом, предпосылками к разработке проекта послужили конкретные данные о циркуляции вирусов некоторых семейств, представляющих потенциальную угрозу численности популяции каспийского тюленя.
Целью проекта является характеристика с помощью метагеномного анализа широкого круга вирусов инфицирующих каспийских тюленей, динамики их циркуляции, обнаружение ранее неидентифицированных и малоизученных вирусных патогенов и оценка их участия в массовой заболеваемости и смертности животных, создание препаратов для молекулярной диагностики инфекций.
Для достижения цели проекта в 2020 г. поставлены следующие задачи, включающие комплекс полевых исследований:
- организация сбора биологических материалов от каспийских тюленей для мониторинговых исследований.
- сбор биологических материалов от тюленей на островах и побережье казахстанской акватории моря в период миграционных скоплений.


[bookmark: _Toc182149218][bookmark: _Toc182150048][bookmark: _Toc182150223][bookmark: _Toc182151899][bookmark: _Toc183403674][bookmark: _Toc244531638][bookmark: _Toc56517735][bookmark: _Ref151374871]ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ ОТЧЕТА О НИР
[bookmark: _Toc182149219][bookmark: _Toc182150049][bookmark: _Toc182150224][bookmark: _Toc182151900][bookmark: _Toc244531639][bookmark: _Toc370306673][bookmark: _Toc56517736]Обоснование направления исследования
[bookmark: z228][bookmark: _Ref491851317]В связи с развитием молекулярных методов исследований, современные знания о разнообразии патогенов морских млекопитающих быстро расширяются [[endnoteRef:10], [endnoteRef:11]].  [10: . Nollens, H., Wellehan J., Archer L., Lowenstine L., Gulland F. Detection of a respiratory coronavirus from tissues archived during a pneumonia epizootic in free ranging Pacific harbor seals Phoca vitulina richardsii // Diseases of Aquatic Organisms. - 2010. - Vol. 90. - P.113-120.]  [11: . Palacios G., Wellehan J., Raverty S., Bussetti A., Hui J., Savji N., Nollens H., Lambourn D., Celone C., Hutchison S., Calisher С., Nielsen O., Lipkin W. Discovery of an orthoreovirus in the aborted fetus of a Steller sea lion (Eumetopias jubatus) // Journal of General Virology. - 2011. - Vol. 92. - P. 2549-57.] 

Возбудители вирусных заболеваний морских млекопитающих выявляются только после массовых вспышек инфекций, достигших эпизоотических масштабов. Следовательно, существует потребность в упреждающих диагностических инструментах для своевременного выявления новых вирусов с зоонозным потенциалом, способных вызывать вспышки болезней, в целях разработки эффективной стратегии борьбы с опустошающими эпизоотиями уязвимых видов животных.
[bookmark: _Toc244531640]Традиционно для диагностики вирусных заболеваний и изоляции их возбудителей используют клеточные культуры, иммунологические тесты на основе специфических антител, ПЦР для амплификации генных сегментов вирусов [[endnoteRef:12]]. К сожалению, все они оказались неэффективными для идентификации ранее неизвестных вирусных патогенов в связи их некультивируемостью и отсутствием диагностических антител к ним. Возможности ПЦР диагностики в подобных случаях также ограничены в связи с необходимостью специфических олигонуклеотидных праймеров комплементарных к консервативным последовательностям фрагментов генома возбудителя. Быстрая мутация РНК-содержащих вирусов может сделать диагностические праймеры неэффективными. [12: . Leland D.S., Ginocchio C.C. Role of cell culture for virus detection in the age of technology // Clinical Microbiology Review. – 2007. - Vol.20. - P.49-78. ] 

В отличие от вышеперечисленных методов идентификации возбудителей, метагеномный мониторинг позволяет выявлять новые вирусы без предварительного знания последовательности их геномов. Вирусная метагеномика используется для непосредственной идентификации новых этиологических агентов из клинических материалов [[endnoteRef:13], [endnoteRef:14], [endnoteRef:15]]. К примеру, в метагеномных исследованиях [[endnoteRef:16]] идентифицировали аннеловирусную (ZcAV) инфекцию морских львов. Помимо ZcAV, открыты аннеловирусы тюленей, сакобувирусы морских котиков [[endnoteRef:17]]. Bodewes et al. [[endnoteRef:18]] с помощью метагеномных исследований идентифицировали герпесвирус. Используя методы высокопроизводительного секвенирования, идентифицированы семь новых папилломавирусов тюленей Уэдделла (Leptonychotes weddelii) [[endnoteRef:19]]. [13: . Yongfeng H., Fan Y., Jie P., Jian Y., Ting Z., Lilian S., Jin Q. Direct pathogen detection from swab samples using a new high-throughput sequencing technology // Clinical Microbiology and Infection. – 2011. - Vol.17. - P.241-244.]  [14: . Karamendin K.O., Kydyrmanov A.I., Kasymbekov E.T., Daulbaeva K.D., Sayatov M.Kh., Fereidouni S. (2018) Application of massive parallel sequencing for the investigation of wild birds viruses. Bulletin of National Academy of Sciences of The Republic of Kazakhstan. 4(374):13–17. ISSN 2518-1467 (Online), ISSN 1991-3494 (Print)]  [15: . Gong Y., Yang S., Chen G., Chen Y, Huang Y., Ning H., Tsao K. A metagenomics study for the identification of respiratory viruses in mixed clinical specimens: an application of the iterative mapping approach // Archives of Virology. - 2017. - Vol.162, - Vol.2003–2012. –URL: https://doi.org/10.1007/s00705-017-3367-4.]  [16: . Ng T.F., Suedmeyer W.K., Wheeler E., Gulland F., Breitbart M. Novel anellovirus discovered from a mortality event of captive California sea lions // Journal of General Virology. - 2009. – Vol 90, - P. 1256-61.]  [17: . Ng T.F., Wheeler E., Greig P., Waltzek T.B., Gulland F., Breitbart M. Metagenomic identification of a novel anellovirus in Pacific harbor seal (Phoca vitulina richardsii) lung samples and its detection in samples from multiple years // Journal of General Virology. - 2011. - Vol.92. – Р. 1318-1323.]  [18: . Bodewes R., Contreras G.J., Garcia A. R., Hapsari R., van de Bildt, M.W., Kuiken T., Osterhaus AD. Identification of DNA sequences that imply a novel gammaherpesvirus in seals // Journal of General Virology. - 2015. - Vol.96. - P.1109-14. ]  [19: . Smeele ZE, Burns JM, Van Doorsaler K, et al. Diverse papillomaviruses identified in Weddell seals // Journal of General Virology. - 2018. - Vol.99 (4). - P.549-557. – URL: doi:10.1099/jgv.0.001028.] 

Вышеприведенные данные метагеномных мониторинговых исследований, проведенных в мире, свидетельствуют о разнообразии вирусов поражающих морских млекопитающих, что указывает на актуальность проведения аналогичных исследований для получения исходных данных о вирусных метапопуляциях среди каспийских тюленей.



[bookmark: _Toc56517737]1 Материалы и методы
[bookmark: _Toc150967115][bookmark: _Toc150969304][bookmark: _Toc150970643][bookmark: _Toc152417330][bookmark: _Toc169498661][bookmark: _Toc182761340][bookmark: _Toc182761492][bookmark: _Toc182762222][bookmark: _Toc274658918][bookmark: _Toc56517738]1.1 Сбор полевых материалов 
От живых тюленей собраны сыворотки крови, носовые, ротовые, конъюнктивальные, ректальные, урогенитальные (препуциальные и вагинальные) смывы по сертифицированным методикам, рекомендованным ВОЗ и Международным Эпизоотическим Бюро, а также Комиссией по морским млекопитающим [[endnoteRef:20], [endnoteRef:21], [endnoteRef:22]]. От павших тюленей взяты секционные материалы в виде кусочков внутренних органов, согласно протоколу Woods Hole Oceanographic Institution [[endnoteRef:23]]. [20: . WHO/CDS/CSR/NCS/ Manual for on Animal Influenza Diagnosis and Surveillance - Geneva, - 2002. - P. 15-18. ]  [21: . Office International des Epizooties (OIE), Manual of standards for diagnostic tests and vaccines // Paris, 2000 and TITLE IV, Marine Mammal Health and Stranding Response. - 1972. – Р. 18-20.]  [22: . The Marine Mammal Protection Act of 1972 as amended 2007 // National Marine Mammal Tissue Bank and tissue analysis. – URL: http://www.mmc.gov/legislation/pdf/mmpasec407.pdf]  [23: . Pugliares K., Bogomolni A., Touhey K., Herzig S., Harry C., Moore M. Marine Mammal Necropsy: An introductory guide for stranding responders and field biologists // Woods Hole Oceanog. Inst. Tech.Rept.  - WHOI-2007-06.























ПРИЛОЖЕНИЕ А
Календарный план

ПРИЛОЖЕНИЕ Б
Решение Локальной этической комиссии
] 

Смывы брали стерильным ватным тампоном с пластиковой или деревянной ручкой, помещали во флаконы с транспортировочной 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 в конечной концентрации 0,5%. Пробы до проведения исследований хранили в жидком азоте (-196ºС).
[bookmark: _Toc150967116][bookmark: _Toc150969305][bookmark: _Toc150970644][bookmark: _Toc152417331][bookmark: _Toc152731507][bookmark: _Toc182761341][bookmark: _Toc182761493][bookmark: _Toc182762223]Образцы для метагеномных исследований поместили в специальный реагент – DNA/RNA Shield, сохраняющий генетическую целостность и профили экспрессии образцов при температуре окружающей среды без охлаждения или заморозки. Гистологические пробы размером 1×1×1 см фиксировали в нейтральном забуференном 10% формалине.
1.1.1 [bookmark: _Toc56517739]Носовой смыв
Отбор биоматериала выполняется при физической иммобилизации животного. Для сбора слёзной жидкости и эпителиальных клеток необходимо аккуратно провести кончик аппликатора до 4 см в каждую ноздрю, уделяя внимание истечениям из носа. Далее поместить аппликатор в криопробирку с вирус-транспортирующей средой и отрезать стержень. От одного животного необходимо отобрать 2 смыва. Каждый аппликатор поместить в отдельную пробирку.
[bookmark: _Toc56517740]1.1.2	Ротовой смыв
Отбор биоматериала выполняется при физической иммобилизации животного. Для сбора слёзной жидкости и эпителиальных клеток необходимо аккуратно провести впитывающим кончиком аппликатора по внутренним сторонам щек и ротоглотки, уделяя внимание секрету тонзиллы. Далее поместить аппликатор в криопробирку с вирус транспортирующей средой и отрезать стержень. От одного животного необходимо отобрать 2 смыва. Каждый аппликатор поместить в отдельную пробирку.
[bookmark: _Toc56517741]1.1.3	Урогенитальный смыв
Отбор биоматериала выполняется при физической иммобилизации животного. Для сбора урогенитальной слизи и эпителиальных клеток необходимо аккуратно провести впитывающим кончиком аппликатора по внутренним сторонам половых путей самок или препуция самцов, уделяя внимание секрету. Далее поместить аппликатор в криопробирку с вирус транспортирующей средой и отрезать стержень. От одного животного необходимо отобрать 2 смыва. Каждый аппликатор поместить в отдельную пробирку.
[bookmark: _Toc56517742]1.1.4	Ректальный смыв 
Отбор биоматериала выполняется при физической иммобилизации животного. Для сбора ректальных смывов и образцов фекалий необходимо аккуратно вводить аппликатор в анальное отверстие до 5-6 см и провести по внутренним сторонам кишечника. Далее поместить аппликатор в криопробирку с вирус транспортирующей средой и отрезать стержень. От одного животного необходимо отобрать 2 смыва. Каждый аппликатор поместить в отдельную пробирку.
[bookmark: _Toc262739939][bookmark: _Toc264305266][bookmark: _Toc270614038][bookmark: _Toc274658919][bookmark: _Toc496686502][bookmark: _Toc56517743]1.2 Сбор сывороток крови 
Пробы крови для исследований брались с помощью системы Vacutainer из эпидурального венозного синуса спиномозгового канала от клинически здоровых животных. Сыворотки крови хранили при -20°С.
[bookmark: _Toc56517744]1.3 Маркировка индивидуальной упаковки
Пробирки с пробами маркируются с помощью самоклеящейся нейлоновой лентой, наклеиваемой внахлест. Для маркировки применяется код животного состоящий из латинского двухбуквенного обозначения места сбора материала, год сбора на указанной точке, двухзначный порядковый номер животного, например: PR.2019-01 (PR – Прорва, 2020 год, 09 –номер животного); вид биоматериала - Ocular swab (глазной смыв), nasal swab (носовой смыв), buccal swab (ротовой смыв), genital swab (смыв урогенитальных путей), rectal swab (ректальный смыв); вид животного – Casp. seal (Caspian seal) дата сбора материала.

Пример:
	номер животного
	PR.2020-09

	вид биоматериала
	Ocular swab

	вид животного
	Casp. seal

	дата сбора материала.
	01.11.2020



[bookmark: _Toc56517745]1.4 Информация в полевом журнале
В полевом журнале указывается номер животного, дата, время, место отбора пробы (GPS-координаты); информация о животном, которая необходима для дальнейших исследований: вид животного, пол, возраст (белек, сиварь, сеголетка, неполовозрелая особь, взрослая особь), морфометрические данные, окраска шерсти; содержимое пробы; количество проб, маркировка на индивидуальной этикетке, краткое описание индивидуальной упаковки, комментарии.
[bookmark: _Toc56517746]1.5 Хранение и транспортировка
Образцы во время полевых работ хранятся в сосуде Дьюара, в жидком азоте (-196ºС). Допускается хранение глазных мазков при температуре от 2 до 8 °С – в течение 1-2 суток; при температуре -18 °С – в течение 2-3 недель; при температуре -80 °С или в жидком азоте – длительно. Возможно только однократное замораживание и оттаивание биоматериала.


[bookmark: _Toc274658950][bookmark: _Toc56517747]2 Результаты исследования
[bookmark: _Toc56517748]2.1 Сбор полевых материалов от тюленей на островах и побережье казахстанской акватории моря в период миграционных скоплений
Каспийский тюлень, как трансграничный вид, является одним из индикаторов экосистемы Каспия. В условиях интенсивного освоения их среды обитания, одним из факторов оказывающих отрицательное воздействие на популяцию млекопитающих являются инфекционные заболевания, этиология которых до последнего времени остается неизвестной. Возбудители заболеваний выявляются только после массовых вспышек инфекций, достигаюших эпизоотических масштабов. Следовательно, существует потребность в метагеномных исследованиях для своевременного выявления новых вирусов с зоонозным потенциалом, которые позволяют разработать эффективную стратегию борьбы с эпизоотиями уязвимых видов животных.
При этом, одним из основных вопросов, с которым сталкиваются при анализе результатов вирусной метагеномики, является то, что большая часть вирусных последовательностей, полученных с помощью секвенирования нового поколения, остаются не охарактеризованными, из-за того, что они не имеют сходства с какими-либо известными последовательностями в общих банках данных и не были детально исследованы. 
Исследования вирусных метапопуляций каспийских тюленей с применением высокопроизводительных методов секвенирования второго и третьего поколений позволит обнаружить некультивируемые и труднодиагностируемые рутинными молекулярными методами вирусные патогены, в том числе с неизвестными геномами.
Для изучения вирусных метапопуляций каспийских тюленей неинвазивными методами будут собраны биологические материалы.
Материалы от живых тюленей собраны в казахстанской части акватория Каспия. Исследования регламентировались соответствующим Постановлением правительства Республики Казахстан (Постановление №1469, 2004) и Приказом Министра сельского хозяйства РК (Приказ № 652, 2004). Тюленей отлавливали с помощью обручных сетей (сачками) на лежках. После отлова определяли пол и произведены замеры биометрических показателей животных. Фиксация тюленей осуществлялась без медикаментозной анестезии, учитывая продолжительность периода восстановления животных и малоинвазивность методики взятия крови.
При дистанционном визуальном осмотре тюленей и непосредственном обследовании отловленных животных больные или ослабленные особи не обнаружены.
[bookmark: _Toc56517749]2.1.1	Носовой смыв
Назальные (носовые) смывы от живых тюленей собираются с целью идентификации возбудителей респираторных и мультисистемных вирусных инфекций животных передающиеся воздушно-капельным путем; ортомиксовирусов (гриппозные инфекций); коронавирусов (коронавирус тюленей, коронавирус собак); морбилливирусов (в том числе чумы собак и чумы тюленей); герпесвирусов (альфа- и гаммагерпесвирусы тюленей серотипов 1-7); лиссавирусов (в том числе бешенства) и ряда других патогенов организме животного. Отбор биоматериала выполняли при физической иммобилизации животного. Для сбора слёзной жидкости и эпителиальных клеток, кончик аппликатора аккуратно провели до 4 см в каждую ноздрю, уделяя внимание истечениям из носа. От одного животного брали два носового смыва. Аппликатор с первым смывом поместили в криопробирку с вирус транспортирующей средой и отрезали стержень. Второй смыв брали в пробирку с реагентом DNA/RNA Shield.
[bookmark: _Toc56517750]2.1.2	Ротовой смыв
Ротовые смывы от живых тюленей собираются с целью идентификации возбудителей респираторных, желудочно-кишечных и мультисистемных вирусных инфекций животных (аденовирусов, герпесвирусов, калицивирусов, короновирусов, лиссавирусов, ортомиксовирусов, парамиксовирусов) и ряда других патогенов.
Отбор биоматериала выполняли при физической иммобилизации животного. Для сбора слюны и эпителиальных клеток, впитывающим кончиком аппликатора провели по внутренним сторонам щек и ротоглотки, уделяя внимание секрету тонзиллы. От одного животного брали два ротового смыва. Один аппликатор поместили в криопробирку с вирус транспортирующей средой и отрезали стержень. Второй ротовой смыв брали в пробирку с реагентом DNA/RNA Shield.
[bookmark: _Toc56517751]2.1.3	Урогенитальный смыв
Урогенитальные смывы от живых тюленей собираются с целью идентификации возбудителей мультисистемных вирусных инфекций животных (аденовирусов, гепадновирусов, герпесвирусов, калицивирусов, папиломавирусов) и ряда других патогенов.
Для сбора урогенитальной слизи и эпителиальных клеток аккуратно провели впитывающим кончиком аппликатора по внутренним сторонам половых путей самок или препуция самцов, уделяя внимание секрету. От одного животного брали два урогенитального смыва. Первый смыв поместили в криопробирку с вирус транспортирующей средой. Второй смыв брали в пробирку с реагентом DNA/RNA Shield.
[bookmark: _Toc56517752]2.1.4	Ректальный смыв 
Ректальные смывы от живых тюленей собираются с целью идентификации возбудителей желудочно-кишечных и мультисистемных вирусных инфекций животных (аденовирусов, гепадновирусов, калицивирусов, папиломавирусов, парвовирусов) и ряда других патогенов. Для сбора ректальных смывов и образцов фекалий аппликатор вводили в анальное отверстие до 5-6 см и провели по внутренним сторонам кишечника. От одного животного брали два ректального смыва. Первый смыв поместили в криопробирку с вирус транспортирующей средой. Второй смыв брали в пробирку с реагентом DNA/RNA Shield.
[bookmark: _Toc56517753]2.2 Сбор сывороток крови 
Пробы крови для исследований брались с помощью системы Vacutainer из эпидурального венозного синуса спиномозгового канала от клинически здоровых животных. Сыворотки крови хранили при -20°С.
[bookmark: _Toc56517754]2.3 Характеристика собранных материалов 
В 2020 гг. для вирусологических, виромных и метагеномных исследований было получено 79 клинических образцов и пять секционных материалов от 21 тюленя (20 живых и один мертвый). Характеристика биологического материала, собранного от каспийских тюленей приведена в таблице 1.

Таблица 1 – Характеристика биологического материала, собранного от каспийских тюленей в 2020 г.
	Время сбора
	Место сбора
	Кол-во животных
	Вид материала/количество биопроб

	
	
	
	Смыв:
	Фекалий
	Секционные материалы
	Сыворотка крови

	
	
	
	носовой
	ротовой
	урогенитальный
	ректальный
	
	
	

	2020 г.
сентябь
	О-ва Дурнево
	4
	4
	4
	4
	4
	
	-
	-

	2020 г. октябрь - ноябрь
	О-в Малая Жемчужная (Россия)
	3
	2
	2
	2
	2
	-
	5
	-

	
	район Прорвы и Кашаган
	13
	13
	13
	13
	13
	-
	-
	-

	Итого:
	76 проб



Из таблицы 1 видно, что из собранных в 2020 г. биологических образцов 76 являлись носовыми, ротовыми, урогенитальными и ректальными смывами от 20 живых тюленей, пять проб относились к секционным материалам в виде тканей головного мозга, легких, печени, селезенки, толстого кишечника.
На всех исследованных участках не обнаружены живые, ослабленные или больные тюлени, мертвые рыбы или птицы. 
В сентябре 2020 г., 16 биологических образцов, в виде назальных, ротовых, ректальных и урогенитальных смывов получено от четырех особей каспийских тюленей в районе островов Дурнево.
В ноябре 2020 г. в районе Прорвы (45°53'28" C.Ш., 52°73'1" В.Д.) обнаружено массовое скопление тюленей; для виромных исследований был осуществлен сбор клинических образцов от 10 особей животных. Характеристика собранных материалов приведены в таблице 2.

Таблица 2 – Характеристика и количество собранных проб. Биометрические данные отловленных/отпущенных для анализа особей каспийских тюленей 
	Регистрационный  номер
	Координаты сбора материала
	Пол животного
	Масса, кг
	Обхват груди, см
	Длина тела, см
	Клинический статус

	PR20-01
	45°53'28" N., 52°73'1" E.
	самец
	62,5
	104
	130
	бодрый

	PR20-02
	45°53'28" N., 52°73'1" E.
	самец
	50,4
	110
	118
	бодрый

	PR20-03
	45°53'28" N.,
 52°73'1" E.
	самец
	85,25
	141
	120
	бодрый

	PR20-04
	45°53'28" N., 52°73'1" E.
	самец
	82,2
	137
	131
	бодрый

	PR20-05
	45°53'28" N., 52°73'1" E.
	самец
	96,6
	124
	137
	бодрый

	PR20-06
	45°53'28" N., 52°73'1" E.
	самка
	60,1
	105
	117
	бодрый

	PR20-07
	45°53'28" N., 52°73'1" E.
	самка
	70,6
	125
	124
	бодрый

	PR20-08
	45°53'28" N., 52°73'1" E.
	самка
	55
	109
	112
	бодрый

	PR20-09
	45°53'28" N., 52°73'1" E.
	самка
	45,5
	115
	123
	бодрый 

	PR20-10
	45°53'28" N., 52°73'1" E.
	самка
	59,5
	117
	111
	бодрый

	PR20-11
	45°53'28" N., 52°73'1" E.
	самец
	25
	100
	110
	бодрый 

	PR20-12
	45°53'28" N., 52°73'1" E.
	самка
	29,4
	86
	90
	бодрый

	PR20-13
	45°53'28" N., 52°73'1" E.
	самка
	25
	85
	82
	бодрый



С 01 по 10 ноября 2020 г. для вирусологических, микробиомных, виромных, молекулярно-паразитологических и серологических исследований были получены 56 биологических проб и 13 образцов сыворотки крови от 13 тюленей, без ущерба для их жизни и здоровья.
Секционные материалы от одного мертвого тюленя и биологические образцы в виде смывов от двух тюленей, собранных на острове Малый Жемчужный предоставлены сотрудниками Института проблем экологии и эволюции имени Северцева (г. Москва, Россия). 
Таким образом, согласно календарному плану организован сбор биологических материалов от тюленей на островах и побережье в казахстанской и российской акватории моря в период миграционных скоплений.
В результате полевых исследований неинвазивными методами собраны 76 биологических образцов от 21 особи каспийских тюленей для исследования вирусной метапопуляций. Сбор материалов будет продолжено до конца 2020 г. Полученные материалы позволит выполнять поставленные задачи проекта.

[bookmark: _Toc169498675][bookmark: _Toc182761360][bookmark: _Toc182761512][bookmark: _Toc182762245][bookmark: _Toc274658973][bookmark: _Toc56517755]ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Согласно календарному плану организован сбор биологических материалов от тюленей на островах и побережье в казахстанской и российской акватории моря в период миграционных скоплений.
В результате полевых исследований неинвазивными методами собраны 76 биологических образцов от 21 особей каспийских тюленей для исследования вирусной метапопуляций. Сбор материалов будет продолжено до конца 2020 г. Полученные материалы обеспечат выполнение поставленных задачи проекта.
Проект направлен на получение новых научных знаний о вирусах, инфицирующих каспийских тюленей. Полученные результаты могут быть использованы при расшифровке вспышек заболеваемости тюленей и контроле возникающих чрезвычайных ситуаций в популяции этих животных.
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