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ПТИЧИЙ ОРТОАВУЛАВИРУС APMV-13/БЕЛОЛОБЫЙ ГУСЬ/ 
СЕВЕРНЫЙ КАЗАХСТАН/5751/2013, ИСПОЛЬЗУЕМЫЙ ДЛЯ 

ПРИГОТОВЛЕНИЯ ДИАГНОСТИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ

Аннотация. В октябре 2013 г. из клоакального смыва белолобого гуся оби
тающего в системе озер Северо-Казахстанской области был выделен ин
фекционный агент с гемагглютинирующим титром 1:512 и инфекционностью 
7,6 lg ЭИД50/0,2 мл. Идентификация гемагглютинирующего агента в ПЦР с 
праймерами к консервативным участкам L-гена, позволила отнести его к се
мейству Paramyxoviridae. Методом секвенирования фрагмента L-гена и по
следующего BLAST-анализа показана циркуляция в популяциях диких птиц 
Казахстана нового ранее неизвестного серотипа парамиксовируса птиц. 
Проведено полногеномное секвенирование казахстанского изолята APMV- 
13/white-fronted goose/North Kazakhstan/5751/2013. Определена последо
вательность генов: 3'-NP-P/V/W-M-F-HN-L-5', кодирующих восемь белков, 
характерных для парамиксовирусов птиц. Филогенетические исследования 
показали, что казахстанский изолят АРМV-13 является новым природным 
вариантом, значительно отличающимся от других вирусов этого серотипа. 
Ключевые слова: штамм, парамиксовирус, серотив, популяция, дикие пти
цы, ПЦР.

Түйіндеме. Солтүстік Қазақстан облысындағы көлдер жүйесіндегі 
ақмаңдайлы қаздың клоака шайындысынан 2013 жылдың қазан айында 
1: 512 гемагглютиндік титрі бар және 7,6 lg ЭИД50/0,2 мл инфекциясымен 
жұқпалы агент бөлінген. Гемагглютиндеуші агенттерді ПЦР-да L-генінің 
консервативті учаскелеріне арналған праймерлермен анықтау, оның Paramyxo- 
viridae тұқымдасына енетінін анықтауға мүмкіндік берді. L-гені фрагментін 
тізбектеу әдісімен және BLAST-талдау арқылы Қазақстанның жабайы құстар 
популяциясында, құс парамиксовирустарының белгісіз жаңа серотипінің 
айналымда болғандығын көрсетті. Қазақстандық АPMV-13/ақмаңдайлы қаз/ 
Солтүстік Қазақстан/5751/2013 толық геномдық тізбектеу жүргізілді. Құс 
паримиксовирусына тән сегіз ақуызды кодтайтын гендердің реттілігі анықталды: 
3'-NP-P /V/W-M-F-HN-L-5'. Филогенетикалық зерттеулер көрсеткендей,
қазақстандық құстардың APMV-13 осы серотиптің басқа вирустарынан 
айтарлықтай ерекшеленетін жаңа табиғи нұсқа болып табылады.
Түйінді сөздер: штамм, парамиксовирус, серотив, популяция, жабайы құстар, 
ПЦР.
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Abstract. In October 2013, an infectious agent with a hemagglutinating titer of 
1: 512 and an with infectiousness of 7,6 lg EID50 / 0.2 ml was isolated from the 
cloacal swab of a white-fronted goose in the lake system of the North Kazakhstan 
region Kazakhstan. The identification of the hemagglutinating agent in PCR with 
primers for the conserved regions of the L gene allowed us to attribute it to the 
Paramyxoviridae family. The method of sequencing a fragment of the L-gene and 
subsequent BLAST analysis showed the circulation of a novel previously unknown 
Avian orthoavulavirus 13 (APMV-13) in populations of wild birds of Kazakhstan. 
We carried out genome sequencing of the Kazakh isolate APMV-13/ white-fronted 
goose / Northern Kazakhstan / 5751/2013. The sequence of genes was deter
mined: 3'-NP-P/ V / W-M-F-HN-L-5 ', which encodes eight proteins distinctive to 
Avian orthoavulavirus. Phylogenetic studies have shown that the Kazakh Avian 
orthoavulavirus 13 (APMV-13) is a novel natural variant, significantly different from 
other species.
Keywords: strain, paramyxovirus, seratype, population, wild birds, PCR.

Введение. Парамиксовирусы (ПМВ) птиц -  РНК-содержащие 
вирусы, образующие подсемейство Avulavirus относящееся к семей
ству Paramyxoviridae, способны вызывать заболевания с различными 
клиническими проявлениями у большинства видов диких и домаш
них птиц. Согласно новой классификации Авулавирусы на основе 
филогенетических различий делятся на три рода - Orthoavulavirus, 
Metaavulavirus, Paraavulavirus. У рода Авулавирусы к концу 2014 г. 
было известно двенадцать серотипов APMV-1-APMV-12 [1-4]. В 
2015-2017 гг. появились сообщения об обнаружении семи новых аву- 
лавирусов: у диких гусей в Японии [5], в Казахстане [6] и в Украине [7]; 
у уток в Японии [8], Корее [9] и у кулика в Бразилии [10]. Эти данные 
свидетельствуют о том, что ПМВ активно циркулируют в дикой орни
тофауне и существует высокая вероятность возникновения других его 
серотипов. В Казахстане на протяжении многих лет эколого-вирусо
логические исследования ПМВ проводятся в Институте микробиоло
гии и вирусологии КН МОН РК с 2019г. Большое количество штаммов 
вируса болезни Ньюкасла изолировано от домашних, синантропных 
(домовой и полевой воробей, серая ворона, сорока) и диких птиц (ди
ких голубей) во время их массовой гибели [11,12]. В целом в респуб
лике ПМВ серотипов 4, 6 ,8 и 13 удалось изолировать от 11 видов 
диких птиц. В морфологическом отношении все ПМВ представляют 
собой плеоморфные, оболочечные вирионы с отрицательными, од
ноцепочечными РНК-геномами, размерами от 15 до 19 тыс. пар осно
ваний. В их структуре последовательно связаны 6-10 генов, которые
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кодируют синтез 7 - 12 белков [13]. Репликация РНК осуществляет
ся в соответствии с «правилом шести», то есть длина генома у всех 
представителей подсемейства Paramyxovirinae кратна шести парам 
нуклеотидов, при таких соотношениях обеспечивается наиболее ком
пактная и оптимальная в функциональном отношении упаковка по
линуклеотидов [14,15]. Гены ПМВ птиц расположены в следующем 
порядке: 3’^ N  (нуклеокапсид)^-Р (фосфопротеин)^-М (матриксный 
б ел ок)^Ғ  (белок с л и я н и я ^ -HN (гемагглютинин-нейраминидаза)^^ 
(большой полимеразный протеин)-5’. Исключение составляет ПМВ- 
6, у которого имеется дополнительный ген небольшого гидрофоб
ного белка (SH). Белки F и HN образуют шипоподобные структуры 
вирусной оболочки, против которых образуются нейтрализующие и 
протективные антитела. Р-ген также кодирует синтез еще двух до
полнительных белков (V и W) [16].

Цель работы заключается в вирусологической и молекуляр
но-генетической характеристике нового ПМВ (APMV-13), выделен
ного от дикой птицы в Казахстане, рекомендуемого в качестве ди
агностического препарата при индикации возбудителей APMV-13 
инфекций у птиц и специфических антител к ним.

Методы исследований. Для вирусологических исследований 
собраны пробы в виде клоакальных, трахеальных смывов и помёт 
от птиц водного и околоводного комплексов. Пробы до вирусологи
ческих исследований хранили в жидком азоте (-196°С). Изоляцию 
вирусов проводили путем инокуляции каждой пробы исследуемого 
материала в аллантоисную полость трех 9-10 -дневных развиваю
щихся куриных эмбрионов (РКЭ) и последующей инкубации при тем
пературе 37°С в течение 72 ч. Аллантоисную жидкость на наличие 
вируса проверяли в реакции гемаггютинации (РГА) микрометодом с 
использованием 0,75% суспензии куриных эритроцитов. Инфекцион
ный титр вирусов вычисляли по методу L. Reed и H. Muench [17] и вы
ражали в lg ЭИД50/0,2 мл. Типовую принадлежность изолятов APMV 
птиц устанавливали в реакции торможения гемагглютинации (РТГА) 
[18] с набором поликлональных диагностических сывороток к виру
сам серотипов 1-9: Иммунные сыворотки предоставлены Националь
ной референс-лабораторией по вирусу болезни Ньюкасла, института 
Фридриха-Леффлера, Insel Riems, Германия. Изолят APMV тиц кло
нировали методом предельных разведений, путем заражения РКЭ в 
разведениях от 10-1 до 10-7 .Титры вируссодержащей аллантоисной 
жидкости в РГА при разведении 10-7 составили 1:128 -  1:512. Выделе
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ние РНК вирусов проводили с использованием набора QIAamp Viral 
RNA Mini kit (Qiagen Германия) в соответствии с рекомендациями 
производителя. РНК экстрагировали из 140 мкл клинических образ
цов и элюировали в окончательном объеме 50 мкл.

Обратную транскрипцию -  полимеразную цепную реакцию (ОТ- 
ПЦР) проводили на основе одностадийного протокола с помощью 
набора AccessQuick One-Step RT-PCR Kit (Qiagen Германия) в соот
ветствии с инструкциями производителя с применением праймеров 
Pan-PMV, к консервативному фрагменту L-гена [14]. Идентификацию 
вирусов проводили путём секвинирования фрагмента L-гена на 
автоматическом 8-капиллярном секвенаторе ABI 3500 DNA Analyzer 
(Applied Biosystems, США) и последующим BLAST-анализом после
довательностей. Вирусный геном секвенировали на приборе HiSeq 
(Illumina, США). В качестве матрицы применяли синтезированную 
двухцепочечную кДНК с набором RiboClone (Promega, США). Вырав
нивание и филогенетический анализ секвенированных генов с нукле
отидными последовательностями из GenBank проводили с помощью 
компьютерной программы MEGA 6.0 методом присоединения соседей 
на основании 500 выборок, модель Tamura-Nei.

Основные результаты. Проведён вирусологический скрининг 
43 образцов архивных материалов (клоакальные и трахеальные 
смывы), собранных в 2013 г. в системе озер Северо-Казахстанской 
области от диких птиц водного и околоводного комплексов, относя
щихся к семействам Утиные (Anatidae). В результате первичного за
ражения пробами на РКЭ из клоакальных смывов выделено четыре 
ГАА, три от белолобого гуся и один от шилохвости с титрами в РГА 
1:256 - 1:512, 7,6 lg ЭИД50/0,2 мл. Изоляты клонировали методом пре
дельных разведений на РКЭ в разведениях от 10-1 до 10-7. Титры ви
руссодержащей аллантоисной жидкостей в РГА при разведении 10-6 
составил 1:128-1:512. В таблице 1 представлены результаты РТГА 
новых изолятов АPMV с гомологичными и референсными диагности
ческими сыворотками.

Как видно из таблицы все четыре казахстанских изолята ПМВ, 
в том числе APMV-13/white-fronted goose/North Kazakhstan/5751/2013 
в титре 1:320 взаимодействовали с гомологичными иммунными сы
воротками и не реагировали или же реагировали в низких титрах с 
референсными сыворотками к вирусам серотипов 1-9. Секвенирова- 
ние продуктов амплификации L-гена и последующий BLAST-анализ 
в GenBank консервативного фрагмента L-гена этих изолятов указа

55



Биология

ли на значительное генетическое расхождение с ранее известными в 
науке серотипами ПМВ (Рисунок 1), что позволило предположить о 
циркуляции на территории Казахстана нового ранее неизвестнго ге
нотипа ПМВ.

Таблица 1 - Результаты РТГА казахстанских изолятов APMV от диких
птиц с кроличьими гипериммунными и референсными сыворотками

Иммунная сыворотка к штамму:
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□  A v ia n  o a r a m v x o v ir u s  1 2  i s o la te  W ia e o n / l ta l v / 3 9 2 0  1 / 2 0 0 5 .  c o m p le t e  a e n o m e 2 89 2 89 91% 3e-74 73% K C 3 3 3 0 5 0 . 1

□ N e w c a s t le  d i s e a s e  v i r u s  i s o la te  c h ic k e n / B Y P /P a k is ta n /2 0 1 0 .  c o m o le t e  a e n o m e 143 143 91% 2e-30 67% J N 6 8 2 2 1 0 . 1

□  N e w c a s t le  d i s e a s e  v i r u s  i s o la te  N C W 2 K 3 5 /C H /T N /2 0 0 3 .  c o m o le t e  a e n o m e 140 140 91% 3e-29 67% K F 7 4 0 4 7 8 . 1

□  N e w c a s t le  d i s e a s e  v i r u s  s t r a in  c o r m o r a n t / U S (W l i /1 8 7 1 9 - 0 3 ( U S G S l/ 2 0 0 3 .  p a r t ia l  a e n o m e 140 140 91% 3e-29 67% GQ 288385.2

□  P ia e o n  o a r a m v x o v ir u s  1 s t r a in  P P M V - 1 /E e la iu m / 0 3 - 0 5 8 4 3 /2 0 0 3 .  p a r t ia l  a e n o m e 138 138 66% 1e-28 70% J X 9 0 1 1 1 8 . 1

□  N e w c a s t le  d i s e a s e  v i r u s  i s o la te  c h ic k e n / C P /P a k is t a n /2 0 1 0 . c o m o le t e  a e n o m e 134 134 91% 1e-27 67% J N 6 8 2 2 1 1 . 1

□  N e w c a s t le  d i s e a s e  v i r u s  i s o la te  2 0 0 9  M a l i  M L 0 0 8 .  c o m o le t e  a e n o m e 132 132 83% 4e-27 67% J F 9 6 6 3 8 7 . 1

□  N e w c a s t le  d i s e a s e  v i r u s  s t r a in  c h ic k e n / S u k o r e io /0 1 9 / 1 0 .  c o m o le t e  a e n o m e 131 131 91% 2e-26 66% HQ697255.1

□ N e w c a s t le  d i s e a s e  v i r u s  s t r a in  c o rm o r a n t / U S fC A V 9 2 - 2 3 D 7 1 /1 9 9 7 .  o a r t ia l  a e n o m e 131 131 91% 2e-26 67% G Q288388.2

□  N e w c a s t le  d i s e a s e  v i r u s  s t r a in  c o r m o r a n t / C a n a d a / 9 5 D C 2 3 4 5 /1 9 9 5 .  p a r t ia l  a e n o m e 131 131 91% 2e-26 67% G Q 2 8 8 3 8 4 . 2

Рисунок 1 -  BLAST-анализ нуклеотидных последовательностей неиденти
фицированного казахстанского изолята APMV-13/white-fronted goose/North

Kazakhstan/5751/2013
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При анализе неидентифицированного изолята APMV-13/white- 
fronted goose/North Kazakhstan/5751/2013 выявлено наибольшее 
сходство (73%) его по L-гену с недавно выделенным ПМВ серотипа 
12 [19,20], с остальными вирусами из GenBank индекс дивергенции 
составил более 33%, что позволило предположительно отнести этот 
штамм к новому серотипу. На рисунке 2 представлены нуклеотидные 
последовательности всех шести генов ПМВ-13 (3'-NP-P/V/W-M-F- 
HN-L-5'), кодирующих восемь белков: NP (493 аминокислотных остат
ка ^ о ) , P (397 aо), V (241 aо), W(150 aо), M (366 aо), F (545 aо), HN 
(549 aо), и L (2,199 ао).

Рисунок 2 -  Вид полного секвенированного генома APMV-13/white-fronted 
goose/North Kazakhstan/5751/2013 в программе UGENE.

В результате определения нуклеотидной последовательности с 
помощью секвенатора нового поколения HiSeq 3000 (Illumina) и по
следующего BLAST-анализа выявлена принадлежность изолята к 
ПМВ нового 13 серотипа. В соответствии с этим изолят получил обо
значение APMV-13/white-fronted goose/North Kazakhstan/5751/2013. 
Филогенетический анализ генов нового казахстанского ПМВ в сравне
нии с другими из международной базы данных GenBank, представ
ленные на рисунке 4 показал, что казахстанский изолят APMV-13/ 
white-fronted goose/North Kazakhstan/5751/2013 вместе с ПМВ серо
типов 1, 9, 12 и 16 образовал отдельную монофилетическую группу, 
состоящую из представителей рода Orthoavulavirus внутри которого 
наиболее филогенетически близким оказался ПМВ-12, выделенный в 
2012 г. в Италии.
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Рисунок 4 -  Филогенетические взаимоотношения нового парамиксовируса 
APMV-13/white-fronted goose/North Kazakhstan/5751/2013 c другими парамик

совирусами птиц

Заключение. Таким образом, в результате проведенных моле
кулярно-генетических исследований, подтверждены данные о цир
куляции в Казахстане нового для мировой науки ПМВ серотипа 13 
(по новой таксономической классификации от 2017 г.). Полученный 
штамм APMV-13/white-fronted goose/North Kazakhstan/5751/2013 об
ладает специфической иммуногенностью, позволяющей использо
вать его в качестве диагностического препарата для выявления ан
тител к ПМВ в сыворотках крови птиц при естественной инфекции. 
Новый штамм депонирован и хранится в коллекции микроорганиз
мов РГП на ПХВ «НИИПББ» КН МОН РК (регистрационный номер 
М-9-16Ю от 21.12.2016).
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