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Аннотация. Приведены результаты изучения биологических и молекуляр-
но-генетических свойств нового штамма парамиксовируса птиц серотипа 
6 красноносый нырок/Балхаш/5842/2013, отличающегося от эталонных и 
ранее выделенных вариантов этого серотипа. При вирусологическом ис-
следовании выделен гемагглютинирующий агент, который идентифициро-
ван как ПМВ-6. При молекулярном анализе нуклеотидной последователь-
ности F-гена данного штамма выявлено генетическое расхождение выде-
ленного изолята от эталонных и ранее выделенных штаммов ПМВ-6. Сла-
бая патогенность, обеспечиваемая наличием аминокислотной последо-
вательности PEPRNIL в составе сайта расщепления белка слияния F, по-
зволяет рекомендовать его для использования в качестве диагностикума 
в практических вирусологических лабораториях при расшифровке этиоло-
гии энзоотических вспышек парамиксовирусов и оценке напряженности 
популяционного иммунитета у домашних и диких птиц. Выявленные отли-
чия казахстанского штамма ПМВ-6/красноносый нырок/Балхаш/5842/2013 
от референсного (APMV-6/duck/Hong Kong/18/199/1977) и других штаммов 
ПМВ-6 указывают на наличие нового природного варианта. 
Ключевые слова: красноносый нырок, штамм парамиксовируса, пара-
миксовирус серотипа 6, сыворотка иммунная, анализ филогенетический, 
дикая птица. 
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Туйшдеме. Парамиксовирустар серотиптерЫщ ертеректе белЫген нуска-
ларынан жэне эталондык нускасынан ерекшеленелн парамиксовирус-6/кы-
зылтумсык суцгу1р/Балкаш//5842/2013 жаца штамыныц биологиялык жэне 
молекулалы-генетикальщ касиеттер1 зерттелдк F 6ipiry акуызыныц ыдырау 
сайтыныц курамында PEPRNIL аминкышкылды тобепнщ болуын камтама-
сыз етелн патогендИ темен касиел, оны тэж1рибел1к вирусология зертхана-
ларында парамиксовирустардыц энзоотиялык этиологиясын аныкгауда ди-
агностикум релнде колдануга, сонымен катар туз жэне уй к¥стаРыныц попу-
ляциялык иммунитетУц децгейЫ багалау ymiH усынуга болады. Аныкталган 
айырым казакстандык штамм ПМВ-6/красноносый нырок/Балкаш/5842/2013 
референсного (APMV-6/duck/Hong Kong/18/199/1977) жэне баска да штам-
мдарыныц ПМВ-6 керсетед1 болуы жаца табиги нускасы. 
Туйшд1 с езде р: красноносый нырок, парамиксовирус штамм, 6 серотипты 
парамиксовирус, иммундык кан сары суы, филогенетикальщ анализ, диаг-
ностики , туз к¥с ы-

Abstract. The results of studying the biological and molecular genetic properties 
of the new avian paromixovirus of serotype 6 Red-crested pochard/Balkhash/ 
5842/2013, differing from the reference and previously identified variants of this 
serotype are presented. The weak pathogenicity provided by the amino acid 
sequence PEPRNIL in the cleavage site of the F fusion protein allows to 
recommend it for use as a diagnosticum in practical virological laboratories 
when revealing the etiology of enzootic outbreaks of paramyxoviruses and 
assessing the intensity of population immunity in domestic and wild birds. 
Differences of the Kazakhstan strain of PMV-6/red-crested pochard/Balkhash/ 
5842/2013: reference (APMV-6/duck/Hong Kong/18/199/1977) and other strains 
of PMV-6 indicate the existence of a new natural option. 
Key words: wild bird, strain of the paramyxovirus, serotype 6 paramyxovirus, 
immune serum, phylogenetic analysis, diagnosticum. 

В в е д е н и е . П а р а м и к с о в и р у с ы ( П М В ) п т и ц о б р а з у ю т р о д 
Avu lav i rus с е м е й с т в а Pa ramyxov i r i dae и с п о с о б н ы в ы з ы в а т ь за-
болевания с различными клиническими проявлениями более чем 
у 200 видов д и к и х и д о м а ш н и х птиц. Д о недавнего времени на 
основании серологических различий внутренних вирионных бел-
ков они разделялись на 9 серотипов (ПМВ-1 - ПМВ-9 ) [1]. 

В 2 0 1 0 г. P.J.Mi l ler et al. [2] от п и н г в и н о в на Ф о л к л е н д с к и х 
островах в ы д е л и л и ПМВ, который по а м и н о к и с л о т н о й последо-
вательности 6 структурных белков был близок к ПМВ-6 и ПМВ-8 , 
но ф и л о г е н е т и ч е с к и о к а з а л с я д о с т а т о ч н о д и в е р г е н т н ы м и по-
э т о м у о т н е с е н к с а м о с т о я т е л ь н о м у 10 с е р о т и п у . П о з д н е е во 
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Франции от обыкновенного бекаса изолирован ПМВ-11, харак-
терной особенностью которого явился наибольший среди виру-
сов данного рода геном [3]. 

В последние годы семейство Paramyxoviridae пополнилось 
новыми серотипами вируса (ПМВ-12- ПМВ-15), выделенными от 
различных видов диких птиц [4-7]. 

В Казахстане на протяжении многих лет эколого-вирусоло-
гические исследования ПМВ проводятся в Институте микробио-
логии и вирусологии КН МОН РК. Большое количество штаммов 
вируса болезни Ньюкасла, относящихся к ПМВ-1, изолированы 
от домашних, синантропных (домовой и полевой воробей, серая 
ворона, сорока) и диких птиц, а в феврале 2005 г. - от диких го-
лубей во время их массовой гибели [8,9]. В целом в республике 
ПМВ серотипов 4, 6 и 8 удалось изолировать от 11 видов диких 
птиц. 

В морфологическом отношении все ПМВ представляют со-
бой плеоморфные, оболочечные вирионы с отрицательными, 
одноцепочечными РНК-геномами, размерами от 15 до 19 тысяч 
пар оснований. В их структуре последовательно связаны 6-10 
генов, кодирующих синтез 7-12 белков [10]. Репликация РНК осу-
ществляется в соответствии с "правилом 6", т. е. длина генома у 
всех представителей подсемейства Paramyxovirinae кратна 6 
парам нуклеотидов. При таких соотношениях обеспечивается 
наиболее компактная и оптимальная в функциональном отно-
шении упаковка полинуклеотидов [11,12]. 

Гены ПМВ птиц расположены в следующем порядке: 3'—>N 
(нукпеопротеин)—>Р (фосфопротеин)—>М (матриксный белок)—>F 
(белок слияния)—>HN (гемагглютинин-нейраминидаза)—>L (боль-
шой полимеразный протеин)-5'. Исключение составляет ПМВ-6, 
у которого имеется дополнительный ген небольшого гидрофоб-
ного белка (SH). Белки F и HN образуют шипоподобные структу-
ры вирусной оболочки, против которых образуются нейтрализу-
ющие антитела. Р-ген также кодирует синтез еще двух дополни-
тельных белков (V и W) [13]. 

В международной базе данных GenBank имеется 6 полных 
нукпеотидных последовательностей ПМВ серотипа 6 из разных 

47 



Биология 

стран. Длина генома референсного APMV-6/duck/HongKong/18/ 
199/1977 и трех других штаммов (APMV-6/duck/Taiwan/Y1/1998, 
APMV-6/goose/FarEast/4440/2003, APMV-6/mallard/Jilin/127/2011) 
составляет 16236 нукпеотидов. В то время как у штаммов APMV-
6/red-necked stint/Japan/8KS0813/2008 и APMV-6/duck/ltaly/IT4524-
2/2007 она равнялась 16230 нуклеотидам. Различие в 6 нукпео-
тидов связано с их делецией у 2-х штаммов на концевом участке 
нетранслируемой области F гена. Все эти вирусы соответству-
ют "правилу 6", установленному для ПМВ. 

В 2013 г. в Балхашском районе (устье р. Или) Алматинской 
области РК из клоакального смыва красноносого нырка изолиро-
ван гемагглютинирующий агент. Идентификация в ПЦР с прай-
мерами к консервативным участкам L-гена, общими для всех ПМВ, 
позволила отнести его к этому семейству. 

Дальнейшее секвенирование полученных ПЦР-продуктов 
амплификации L-гена и BLAST-анализ в GenBank указали на 
принадлежность этого вируса к ПМВ-6. В соответствии с этим 
изолят получил обозначение ПМВ-6/красноносый нырок/Балхаш/ 
5842/2013. 

В настоящем сообщении приводятся результаты изучения 
биологических, антигенных и молекулярно-генетических свойств 
нового штамма ПМВ-6/красноносый нырок/Балхаш/5842/2013 с 
целью использования его при диагностике возбудителей ПМВ-6 
инфекций у птиц и специфических антител к ним. 

Методы исследования. Для вирусологических исследо-
ваний собраны пробы в виде клоакальных, трахеальных смы-
вов от птиц водного и околоводного комплексов. Смывы соби-
рали стерильным ватным тампоном, помещали во флаконы со 
средой 199, содержащей комплекс антибиотиков (пенициллин 
2000 ед./мл, стрептомицин 2 мг/мл, гентамицин 50 мкг/мл, ни-
статин 50 ед./мл) и бычий сывороточный альбумин (0,5 %/л). 
Для помета и клоакальных смывов концентрацию антибиоти-
ков увеличивали в 5 раз. Пробы до вирусологических исследо-
ваний хранили в жидком азоте (-196 °С). 

Изоляцию и восстановительные пассажи проводили путем 
инокуляции каждой пробы исследуемого материала в алланто-
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исную полость трех 10-11-дневных развивающихся куриных эмб-
рионов с последующей инкубацией при температуре 37 °С в те-
чение 72 ч. Аллантоисную жидкость на наличие вируса проверя-
ли в реакции гемагглютинации (РГА) микрометодом с использо-
ванием 0,75 %-ной суспензии куриных эритроцитов. Инфекци-
онный титр вирусов вычисляли по методу L. Reed и Н. Muench 
[14] и выражали в lg ЭИД50 /0,2 мл. 

Вирус-содержащую аллантоисную жидкость осветляли цен-
трифугированием при 5000 об./мин. в течение 10 мин. при 4 °С. 
Затем вирус концентрировали путем центрифугирования при 
29000 об./мин. в течение 180 мин. при 4 °С. Полученный осадок 
вируса ресуспендировали в минимальном объеме буфера, пос-
ле чего определяли гемагглютинирующую активность. 

Получение гипериммунных сывороток 
Иммунные сыворотки к казахстанскому штамму ПМВ-6/крас-

ноносый нырок/Балхаш/5842/2013 получали путем двукратной 
иммунизации кроликов массой 2,5-3 кг очищенным и концентри-
рованным вирусным материалом. Первую иммунизацию прово-
дили подкожно в область шейных и подколенных лимфатических 
узлов путем 15-20-точечных инъекций очищенного и концентри-
рованного антигена (100 мкг) в смеси с полным адъювантом 
Фрейнда (Sigma, Co. St. Louis, USA). Повторную иммунизацию 
проводили через 3 недели, вводя животным подкожно (с адъю-
вантом) и внутривенно (без адъюванта) равное количество ан-
тигена. Кровь у животных забирали из краевой вены уха через 14 
дней после повторной иммунизации. Сыворотку распределяли 
по ампулам и хранили при - 20 °С. 

Выделение РНК из биологических образцов 
Выделение РНК проводили с использованием набора 

QIAamp Viral RNA Mini kit (Qiagen GmbH, Hilden) в соответствии с 
рекомендациями производителя. РНК экстрагировали из 140 мкп 
клинических образцов и элюировали в окончательном объеме 
50 мкп. 

Получение кДНК из РНК парамиксовирусов 
кДНК получали методом обратной транскрипции с исполь-

зованием универсального праймера random hexamer. 
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Обратная транскрипция - полимеразная цепная реакция 
ОТ-ПЦР проводили с использованием праймеров к консер-

вативному фрагменту L-гена, общему для всех ПМВ. 
Реакцию проводили в термоцикпере Eppendorf Gradient при 

следующих параметрах: обратная транскрипция при 48 °С 
45 мин., начальная - 2 мин., денатурация при 95 °С и амплифи-
кация в 30 циклов, включающая денатурацию (94 °С, 30 с), от-
жиг праймеров (55 "С, 30 с) и удлинение цепи (72°С, 30 с) с пос-
ледующей окончательной элонгацией при 72 °С, 10 мин. 

Секвенирование продуктов ПЦР по Сенгеру 
Секвенирование ДНК проводили с использованием терми-

нирующих дидеоксинуклеотидов на автоматическом 8-капилляр-
ном секвенаторе ABI 3500 DNAAnalyzer (Applied Biosystems, США). 

Секвенирование нового поколения 
Для секвенирования вирусной РНК на приборе MiSeq 

(lllumina, США) в качестве матрицы использовали синтезирован-
ную с применением набора RiboClone (Promega, США) двухце-
почечную кДНК. Для фрагментации кДНК до размеров около 
250 п.о. использовали ферментативный метод с применением 
транспозазы из набора Nextera XT Library Preparation Kit (lllumina, 
США). При подготовке библиотеки фрагментированных ДНК ис-
пользовали адаптеры lllumina. Качество приготовленных библио-
тек проверяли на приборе Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, 
Германия). Секвенирование проводили с использованием комп-
лекта MiSeq Reagent v.2 (lllumina, США). Полученные последова-
тельности были собраны и проанализированы с использовани-
ем программного обеспечения UGENE 1.20 (Россия). 

Филогенетический анализ и построение древ выполнены с 
помощью программ BioEdit и MEGA версии 4 [14] методом "при-
соединение соседей" с использованием последовательностей 
из GenBank. 

Результаты и обсуждение. При вирусологическом иссле-
довании биологических проб, собранных осенью 2013 г. на тер-
ритории Балхашского района Алматинской области от красно-
носого нырка, выделен гемагглютинирующий агент. 

Предварительная идентификация изолята в ПЦР с прайме-
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рами к консервативным участкам L-гена, общими для всех ПМВ, 
позволила отнести его к семейству Paramyxoviridae. После про-
ведения клонирования предельными разведениями в системе 
развивающихся куриных эмбрионов проведена идентификация 
вируса в реакции торможения гемагглютинации (РТГА) с исполь-
зованием набора иммунных сывороток к ПМВ серотипов 1-9 (таб-
лица). 

Результаты идентификации в РТГА представлены в табли-
це. Как видно, вирус ПМВ/красноносый нырок/Балхаш/5842/2013 
в РТГА в титрах 1:320 - 1:640 взаимодействовал только с сыво-
ротками к APMV-6/duck/Hong Kong/18/199/1977, с диагностичес-
кими сыворотками к ПМВ птиц серотипов 1-5, 7-9 получены от-
рицательные результаты. 

Эти данные позволили отнести казахстанский изолят к 
ПМВ-6 и обозначить его как ПМВ-6/красноносый нырок/Балхаш/ 
5842/2013. 

Результаты реакции торможения гемагглютинации ПМВ-6/красноносый 
нырок/Балхаш/5842/2013 с иммунными сыворотками 

Титр антигемагглютининов с иммунными 
сыворотками к вирусам 

Вирус ПМВ-6/красноносый 
нырок/Балхаш/5842/ 
2013 

APMV-6/duck/Hong 
Kong/18/199/1977, 

ПМВ-6/красноносый нырок/ 1280 320 
Балхаш/5842/2013 

APMV-6/duck/Hong Kong/18/ 640 640 
199/1977, 

Примечание: даны обратные величины титров специфических 
антигемагглютининов. 

Биологические свойства. 
Изолят ПМВ-6/красноносый нырок/Балхаш/5842/13 репро-

дуцируется в системе развивающихся куриных эмбрионов при 
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температуре 37 °С до инфекционного титра 5,5 lg ЭИД50/02 мл. 
Титр гемагглютинации вируса колеблется в пределах 1:128-1:512. 

Вирус обладает умеренно-термостабильным HN-белком. 
В РГА казахстанский изолят агглютинирует эритроциты курицы, 
морской свинки, белой мыши, барана, крупного рогатого скота и 
не взаимодействует с эритроцитами лошади. По скорости элю-
ции с нативных куриных эритроцитов исследуемый штамм ПМВ-
6/красноносый нырок/Балхаш/5842/2013 относится к быстро элю-
ирующему варианту, тогда как эталонный вариант APMV-6/duck/ 
Hong Kong/18/199/1977 является медленно элюирующим. 

К выделенному штамму ПМВ-6/красноносый нырок/Балхаш/ 
5842/13 получена кроличья иммунная сыворотка с титром в РТГА 
1:1280. 

Гэнетическая характеристика вируса. 
Секвенирование полученных ПЦР-продуктов амплификации 

L-гена и BLAST-анализ в GenBank также указали на принадлеж-
ность вируса к ПМВ-6. Отмечено, что геном казахстанского изо-
лята ПМВ-6/красноносый нырок/Балхаш/5842/2013 сходен с та-
ковым референсного варианта APMV-6/duck/HongKong/18/199/ 
1977 и несет 16236 нуклеотидов. Так же как и у других предста-
вителей данного серотипа, он состоит из 7 генов, расположен-
ных в следующем порядке: 3-N-P-M-F-SH-HN-L-5', и отличается 
от других серотипов содержанием дополнительного гена, коди-
рующего гидрофобный малый (SH) белок. 

На основе последовательностей нуклеотидов гена F вычис-
лены аминокислотные составы функционально активных сайтов 
расщепления белков слияния F штаммов из GenBank и казах-
станского изолята. Показано, что все они сходны между собой и 
имеют в данной области последовательность PEPRiL, харак-
терную для слабопатогенных вирусов (рис. 1). 

Сравнительное филогенетическое исследование изолята 
ПМВ-6/красноносый нырок/Балхаш/5842/2013 проведено с 6, 
имеющимися в международной базе данных, полными нуклео-
тидными последовательностями геномов штаммов ПМВ-6. 

В результате анализа последовательностей нуклеотидов 
этих вирусов выявлены 3 кластера: отдельную корневую эволю-
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DNA Sequences Translated Protein Sequences 

Species/Abbrv * * * * * * * * * * * * * 

1. APMV-6/roallard/Jilin/127/2011 DNQNP PEPR G 

2. APMV-6_F_gene_KZ DNQNP PEPR G 

3. APMV-6/Goose/FarEast/4440/2003 DNQNP PEPR G 

4. APMV-6/mllard/Belgium/12245/07 DNQNP PEPR G 

5. APMV-6/duclc/Italy/4526/07 DNQNP PEPR G 

6. APMV-6/duck/HongKong/18/199/77 HNQNP PEPR G 

Филогенетический анализ казахстанского штамма ПМВ-6 

Рис. 1. Состав аминокислот функционально активных сайтов белка 
расщепления F ПМВ-6/красноносый нырок/Балхаш/5842/2013 

и других вирусов из GenBank 

ционную ветвь формирует референсный вариант APMV-6/duck/ 
Hong Kong/18/199/1977, от которого впоследствии получили 
дальнейшее развитие штаммы 2000-х гг. ПМВ из российского 
Дальнего Востока вместе с европейскими штаммами сформи-
ровали отдельный второй кластер. Вместе с тем казахстанский 
изолят и географически близкий к нему APMV-6/mallard/Jilin/127/ 
2011 из Китая образовали третий самостоятельный филогене-
тический кластер (рис. 2). 

Молекулярный анализ нуклеотидной последовательности 
F-гена казахстанского штамма ПМВ-6/красноносый нырок/Бал-

APMV-6/mallard/Belgium/12245/07 

APMV-6/duck/ltaly/4526/07 

- APMV-6/Goose/FarEast/4440/2003 

•APMV-6/mallard/Jilin/127/2011 complete genome 

— APMV-6/red-ccrested pochard/Balkhash/5842/2013 

APMV-6/duck/HongKong/18/199/77 REF STRAIN 

Рис. 2. Филогенетическое древо F-гена ПМВ-6/красноносый нырок/ 
Балхаш/5842/2013 и ПМВ-6 из GenBank 
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хаш/5842/2013 показал наличие уникальных замен в позициях 
С651Т, A726G, Т1155С, A1377G и Т1431С, что свидетельствует 
о генетическом расхождении выделенного изолята с циркулиру-
ющими в мире вирусами данного серотипа. 

Выявленные отличия указывают на то, что казахстанский 
штамм ПМВ-6/красноносый нырок/Балхаш/5842/2013 отличает-
ся от референсного (APMV-6/duck/Hong Kong/18/199/1977) и дру-
гих штаммов ПМВ-6 и является новым природным вариантом. 
Приготовленные на его основе тест-системы могут быть исполь-
зованы в вирусологических лабораториях при индикации возбу-
дителей ПМВ-6 инфекций и противовирусных антител к ним. 

Выводы 
1. При вирусологическом исследовании биологических 

проб, собранных осенью 2013 г. на территории Балхашского рай-
она Алматинской области от красноносого нырка, выделен ге-
магглютинирующий агент, который в РТГА, секвенировании ПЦР-
продуктов амплификации L-гена и BLAST-анализе в GenBank 
идентифицирован как ПМВ-6. 

2. Вирус обладает умеренно-термостабильным HN-белком, 
относится к быстроэлюирующему варианту, агглютинирует эрит-
роциты курицы, морской свинки, белой мыши, барана, крупного 
рогатого скота и не взаимодействует с эритроцитами лошади. 

3. При молекулярном анализе нуклеотидной последова-
тельности F-гена штамма ПМВ-6/красноносый нырок/Балхаш/ 
5842/2013 выявлено наличие уникальных замен в позициях 
С651Т, A726G, Т1155С, A1377G и Т1431С, что свидетельствует 
о генетическом расхождении выделенного изолята от эталон-
ных и ранее выделенных штаммов ПМВ-6. 

4. Наличие аминокислотной последовательности PEPRiL 
в составе сайта расщепления белка слияния F казахстанского 
изолята, характерной для слабопатогенных вирусов, позволяет 
рекомендовать его как безопасный антиген в практических ви-
русологических лабораториях при диагностике возбудителей 
ПМВ-6 инфекций у птиц. 
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Новый штамм депонирован в коллекции микроорганизмов 
"РГП НИИ проблем биологической безопасности" КН МОН РК 
(депозит М-1-15/Д от 28.07.2015). 
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