[bookmark: _Hlk119796490][bookmark: _Toc100668767][bookmark: _Toc100671250]Казахский национальный университет имени аль-Фараби


УДК: 578.832.1:638.1					На правах рукописи



	


Онгарбаева Нурай Сырлыбаевна


Молекулярно-биологические характеристики вирусов гриппа свиней, циркулирующих в Казахстане


6D060700 – Биология
	

Диссертация на соискание степени 
доктора философии (PhD)




Отечественный научный консультант
 к.б.н. Н.Г. Кливлеева

Зарубежный научный консультант 
PhD, Директор 
Сотрудничающего центра ВОЗ по изучению 
экологии гриппа у животных и птиц, 
Детский научный госпиталь им. Св.Иуды, 
Мемфис, Tеннеси (США)
Ричард Дж. Вебби







Республика Казахстан
Алматы, 2024
Содержание
НОРМАТИВНЫЕ ССЫЛКИ	5
ОПРЕДЕЛЕНИЯ	6
ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ	7
ВВЕДЕНИЕ	9
1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ	15
1.1 Систематическое положение, номенклатура и классификация вирусов гриппа	15
1.2 Строение и функции полипептидов вируса гриппа	17
1.3 Резервуары вируса гриппа А в природе	24
1.4 Дрейф и шифт вариации вирусов гриппа	25
1.5 Роль свиней в качестве резервуара вирусов гриппа	27
1.6 Взаимосвязь гриппа свиней и человека	30
1.7 Реассортантный вирус A(H1N1)pdm09 XXI столетия	33
1.8 Циркуляция вируса гриппа в популяции свиней на территории Казахстана	37
2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ	43
2.1 Материалы исследования	43
2.1.1 Штаммы и сыворотки вирусов гриппа	43
2.1.2 Системы культивирования для изоляции вирусов гриппа	44
2.1.3 Лекарственные препараты	44
2.2 Методы исследования	44
2.2.1 Сбор носоглоточных смывов и венозной крови	44
2.2.2 Серологический анализ сывороток крови	45
2.2.3 Освобождение сывороток от неспецифических ингибиторов	45
2.2.4 Изоляция и клонирование вирусов гриппа	45
2.2.5 Идентификация изолированных штаммов	46
2.2.6 Молекулярно-биологические методы исследования	46
2.2.6.1 Полимеразно-цепная реакция в режиме «реального времени»	46
2.2.6.2 Подготовка ПЦР-продуктов к секвенированию	47
2.2.6.3 NGS секвенирование на платформе Illumina MiSeq	48
2.2.7 Методы изучения биологических свойств вирусов гриппа свиней	50
2.2.8 Чувствительность к различным концентрациям противовирусных препаратов	51
2.2.9 Изучение антигенных взаимосвязей штаммов вируса гриппа свиней	51
2.2.9.1 Концентрация вирусов	51
2.2.9.2 Определение концентрации белка	52
2.2.9.3 Получение иммунных сывороток	52
2.2.10 Получение лиофильновысушенных препаратов ВГ и сывороток к ним	53
2.2.11 Статистический анализ	53
3 РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ	54
3.1 Сбор биологических образцов от свиней в различных регионах Казахстана	54
3.2 Скрининг носоглоточных смывов и идентификация подтипов вирусов гриппа свиней	55
3.3 Серологический анализ сывороток крови	57
3.4 Изоляция и идентификация гемагглютинирующих агентов	58
3.5 Эволюционно-филогенетический анализ нуклеотидных последовательностей казахстанских штаммов вируса гриппа свиней	60
3.5.1 Секвенирование нуклеотидных последовательностей генов штаммов вируса гриппа свиней	60
3.5.2 Филогенетический анализ генов казахстанских штаммов вируса гриппа свиней	62
3.5.3 Мутации в генах казахстанских штаммов вируса гриппа свиней	73
3.6 Биологические свойства казахстанских штаммов вируса гриппа свиней 2018-2019 гг.	88
3.6.1 Гемагглютинирующая и инфекционная активности казахстанских изолятов	88
3.6.2 Термочувствительность гемагглютинина и степень адсорбции и элюции вируса с эритроцитов	89
3.6.3 Спектр гемагглютинирующей активности штаммов вируса гриппа свиней	91
3.6.4 Чувствительность к сывороточным ингибиторам	93
3.6.5 Чувствительность к противовирусным препаратам	94
3.6.5.1 Эмбриотоксичность противогриппозных препаратов на куриных эмбрионах	95
3.6.5.2 Чувствительность казахстанских штаммов вируса гриппа свиней 2018-2019 гг. к различным концентрациям противогриппозных препаратов	96
3.7 Антигенные взаимосвязи казахстанских штаммов вируса гриппа свиней 2018 – 2019 гг.	98
3.8 Получение лиофильновысушенных препаратов казахстанских штаммов вируса гриппа свиней 2018-2019 гг. и сывороток к ним и испытание их чувствительности и специфичности	101
ЗАКЛЮЧЕНИЕ	105
CПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ ИСТОЧНИКОВ	107
ПРИЛОЖЕНИЕ А	126
ПРИЛОЖЕНИЕ Б	127
	



[bookmark: _Toc164666974]НОРМАТИВНЫЕ ССЫЛКИ

В настоящей диссертации использованы ссылки на следующие стандарты: Закон Республики Казахстан «О науке» от 18.02.2011г. №407-IVЗРК;
ГОСО РК 5.04.034-2011. Государственный общеобразовательный стандарт образования Республики Казахстан. Послевузовское образование. Докторантура. Основные положения (изменения от 23 августа 2012г. №1080);
ГОСТ 7.1-2003. Библиографическая запись. Библиографическое описание. Общие требования и правила составления.































[bookmark: _Toc164666975]ОПРЕДЕЛЕНИЯ

В настоящей диссертации использованы следующие термины с соответствующими определениями:
Адъювант – вещество, неспецифический агент, усиливающий иммунный ответ на антигены.
Иммунизация – создание искусственного иммунитета – активного (при введении вакцин и анатоксинов) или пассивного (при введении сывороток или гамма-глобулинов).
Культивирование вируса – выращивание вируса в искусственных условиях путем заражения животных, культур клеток и тканей в диагностических целях (выделение от больных и носителей), при экспериментальной работе (изучение вируса), для производства вирусных вакцин и диагностикумов. 
Перевиваемая линия – культуры клеток, сохраняющие способность к размножению вне организма (in vitro) неопределенно длительное время.
Секвенирование (от англ. sequence — «последовательность») - это общее название методов, которые позволяют установить последовательность нуклеотидов в молекуле ДНК.
Титр вируса – наибольшее разведение, при котором еще наблюдается агглютинация эритроцитов.  
Эпизоотический мониторинг - это сбор данных, анализ и прогноз эпизоотического состояния определенных территорий в связи с хозяйственной деятельностью человека. Выявление возбудителей болезней животных и их количество, а также определяются условия, способствующие или препятствующие распространению этих болезней.
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	АЕ 
	- агглютинирующая единица

	ВОЗ
	- Всемирная организация здравоохранения

	ВГ
	- вирус гриппа

	ВГ(А)
	- вирус гриппа А

	ВГ(В)
	- вирус гриппа В

	ВГ(С)
	- вирус гриппа С

	ВГ(D)
	- вирус гриппа D

	ВГП
	- вирус гриппа птиц

	ВГС
	- вирус гриппа свиней

	ВПВГП
	- высокопатогенный вирус гриппа птиц

	ГА
	- гемагглютинирующая активность

	ГАА
	- гемагглютинирующий агент

	ГАЕ
	- гемагглютинирующая единица

	ГЭ
	- геномный эквивалент

	ИФА
	-  иммуноферментный анализ

	КК
	- культура клеток

	КЭ
	- куриные эмбрионы

	НПВГП
	- низкопатогенный вирус гриппа птиц

	МЭБ
	- Международное эпизоотическое бюро, переименовано в 2003 г. во Всемирную организацию здоровья животных

	МЗ РК
	- Министерство здравоохранения Республики Казахстан

	ОТ-ПЦР
	- полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией (reverse transcription polymerase chain reaction)

	ООО
	- общество с ограниченной ответственностью

	ППДП
	- предприятие по производству диагностических препаратов

	РТ-ПЦР
	- полимеразная цепная реакция в реальном времени (real-time polymerase chain reaction)

	РК
	- Республика Казахстан

	РКЭ
	- развивающиеся куриные эмбрионы

	РГА
	- реакция гемагглютинации

	РТГА
	- реакция торможения гемагглютинации

	РИНА
	- реакция ингибиции нейраминидазной активности

	СПЭВ
	-  линия клеток почки эмбриона свиньи (свиные почки эмбриональные, версенизированные)

	ТЦД50
	- 50%-ная тканевая цитопатичекая доза

	ТОО
	- Товарищество с ограниченной ответственностью

	ФАО
	- Продовольственная и сельскохозяйственная организация Объединенных Наций (FAO - Food and Agriculture Organization of the United Nations)

	ФБУН ЦНИИ
	- Федеральное бюджетное учреждение науки «Центральный научно-исследовательский институт эпидемиологии»

	ФБР
	- фосфатно-буферный раствор

	ЭИД50
	- 50%-ная эмбриональная инфекционная доза

	ЦПД
	- цитопатическое действие

	lg
	- десятичный логарифм

	HА
	- гемагглютинин

	MDCK
	- перевиваемая линия клеток почки собаки (Madin-Darby canine kidney cells)

	М
	- матричный белок

	NА
	- нейраминидаза

	NP
	- нуклеопротеин

	NS
	- неструктурный белок

	NGS
	- секвенирование нового поколения (Next Generation Sequecing)

	Seq PCR
	-сиквенс ПЦР

	SRA
	- Архив считывания последовательностей (Sequence Read Archive)

	sw 
	- свинной

	TRsw
	- тройной реассортант вируса гриппа свиней

	Csw
	- классический вирус гриппа свиней

	EAsw
	- евроазиатский вирус гриппа свиней

	BV-BRC 
	- ресурсный центр бактериальной и вирусной биоинформатики - это информационная система, предназначенная для поддержки работы сообщества биомедицинских исследователей в области бактериальных и вирусных инфекционных заболеваний путем интеграции информации о патогенах и инструментами анализа (https://www.bv-brc.org/).
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[bookmark: _Hlk160351178]Общая характеристика диссертационного исследования. Работа посвящена идентификации и изоляции циркулирующих на территории Республики Казахстан штаммов вируса гриппа свиней (ВГС), изучению их молекулярно-биологических свойств и определению филогенетической принадлежности для выявления закономерностей их распространения и эволюции.
Актуальность исследования. ВГ(А) заражают различные виды млекопитающих и птиц. Свиньи в ряду животных, подверженных гриппу, занимают особое место, они являются одними из естественных хозяев этих вирусов. Грипп является очень важным респираторным заболеванием свиней, основными возбудителями являются ВГ(А) подтипов H1N1, H1N2 и H3N2, которые антигенно родственны человеческим ВГ. Свиньи восприимчивы к заражению птичьими и человеческими ВГ, и предполагается, что они играют важную роль в экологии гриппа человека. 
Ко-инфекция двумя разными ВГ может привести к рекомбинации и появлению нового варианта вируса, потенциально значимого для общественного здравоохранения. Вирусные рецепторы различаются у млекопитающих и птиц, но у свиней есть рецепторы на клеточной поверхности, как для птичьих, так и для вирусов млекопитающих. Поэтому передача птичьих вирусов легче происходит в направлении свиней, чем людей. В результате внимание ученых сосредоточено на свиньях как на потенциальном «сосуде для смешивания». Свиньи часто находятся в тесном контакте с домашней птицей, в том числе околоводными видами, и людьми, особенно в Азии, где зарегистрировано появление многих новых штаммов вируса. Следовательно, заражение свиней несет в себе риск приобретения вирусами адаптации, необходимой либо для поддержания инфекции внутри поголовья свиней, тем самым обеспечивая дополнительный резервуар для инфекции человека, либо для обеспечения мутаций, необходимых для передачи от человека к человеку, что приведет к распространению этого вируса в человеческой популяции.
Установлено, что вирусы свиного гриппа, с момента своего появления многократно рекомбинировались с адаптированными к птицам и млекопитающим ВГ, что свидетельствует о совместимости генофонда птичьих, человеческих и свиных ВГ. Эти новые варианты могут в дальнейшем широко распространяться среди свиней и поэтому представлять угрозу для здоровья человека. Потенциальное сочетание обратного зооноза от человека к домашним животным и реассортация генов могут создать благоприятную экосистему для преодоления видового барьера между вирусами свиней и вирусами человека.
Свиной ВГ(А) H1N1/2009 (pdmH1N1), вызвавший пандемию в 2009 г., представляет собой генетическую модификацию четырех различных штаммов ВГ: сегмент гена гриппа человека, сегменты генов гриппа птиц и сегменты двух свиных вирусов Евразийской и Северо-Американской линий. Вызванная этим вирусом первая пандемия XXI века еще раз доказала высокий риск межвидовой трансмиссии и частых эпизоотий в популяции свиней. Появление и установление линии пандемического гриппа H1N1 2009 г. среди людей и свиней создало прекрасную возможность для рекомбинации между современными и сезонными вирусами гриппа. В связи с быстрым распространением вируса среди свинопоголовья, вирусы H1N1 2009 г. существенно увеличили разнообразие генетического материала ВГ(А) свиней. Появились новые свиные реассортанты, зарегистрированные в Северной и Южной Америке, Азии и Европе. 
В нынешних условиях развития свиноводства в РК (700 тыс. голов свиней на начало 2023 г.) систематический контроль и плановые диагностические исследования популяции свиней на предмет выявления циркулирующих среди них высококонтагиозных заболеваний (возбудителей гриппа), способных к трансграничному распространению, значительно возросли. Это связано с тем, что основное поголовье свиней на 1 мая 2021 г. сосредоточено в хозяйствах населения (в частных подворьях и мелкотоварных хозяйствах) – 571,6 тыс. голов, у индивидуальных предпринимателей и крестьянских или фермерских хозяйствах – 94,9 тыс. голов.
Эпиднадзор за новыми вариантами ВГ(А) H1N1pdm09, которые стали эндемичными у свиней, имеет важное значение для понимания динамической экологии ВГ(А) в популяциях свиней и людей. Систематический контроль и плановые диагностические исследования животных на предмет выявления циркулирующих среди них возбудителей гриппа, способных к трансграничному распространению, необходим для выявления эволюции ВГ как у свиней так и людей. Антигенная характеристика ВГ позволит понять генетические изменения и важна при подборе вакцинного штамма.
Несмотря на то, что изучение ВГ(А) у свиней продолжалось почти столетие, многие вопросы до сих пор остаются без ответа. Отсутствуют эффективные комплексные и систематические программы мониторинга и профилактики инфекции ВГ(А) у свиней как на региональном, национальном, так и на глобальном уровнях. 
Таким образом, актуальность исследования определяется ключевой ролью свиней как природного резервуара для возбудителей гриппозной инфекции, базой для возникновения новых, потенциально опасных вариантов вирусов. 
Объекты исследования: вирусы гриппа свиней, носоглоточные смывы, сыворотки крови.
Предмет исследования. Определение молекулярно-биологических свойств казахстанских изолятов вируса гриппа свиней.
Цель исследования. Изучение молекулярно-биологических характеристик и выявление изменчивости вирусов гриппа, циркулирующих в популяции свиней в Республике Казахстан.
Задачи исследования:
1. Молекулярно-биологический скрининг и изоляция штаммов ВГ из носоглоточных смывов, собранных от свиней в различных регионах Казахстана.
2.  Филогенетический анализ вариабельных генов (гемагглютинин, нейраминидаза, NS и M) штаммов ВГС.
3.  Сравнительное изучение биологических свойств и антигенных взаимосвязей штаммов ВГС.
4.  Получение лиофильновысушенных препаратов штаммов ВГС и иммунных кроличьих сывороток к ним. 
Методы исследования. Работа выполнена с применением современных сертифицированных вирусологических и молекулярно-биологических методов. Молекулярно-генетические исследования (NGS секвенирование на платформе Illumina MiSeq и секвенирование по технологии Сэнгера) проводились с использованием соответствующих методик и материально-технической базы лабораторий биохимии вирусов и молекулярной вирусологии ТОО «Научно-производственный центр микробиологии и вирусологии».
Научная новизна исследования 
Впервые в животноводческих хозяйствах различных регионов Казахстана в эпидемические периоды с 2018 г. по 2021 г. проведено мониторинговое исследование и выявлена социркуляция двух подтипов ВГА: H1N1 и H3N2, с преобладанием ВГА H1N1.
Впервые из носоглоточных смывов, собранных от свиней в свинокомплексах северного и алматинского регионов Казахстана, изолировано шесть штаммов.
Впервые определена и опубликована нуклеотидная последовательность полного генома ВГС А/свинья/Караганда/3/2020 (MZ396822.1 - MZ396828.1) и А/свинья/Караганда/4/2020 (MZ363969.1 - MZ363976.1) в международной базе данных GenBank.  
Впервые установлена филогенетическая принадлежность штаммов ВГС А/свинья/Караганда/03/2020, А/свинья/Караганда/04/2020 к европейской ветви и изолятов ВГС А/свинья/Петропавловск/01/2018, А/свинья/Петропавловск/02/2018, А/свинья/Петропавловск/03/2018, А/свинья/Павлодар/43/2019 к азиатской ветви.
Впервые в структуре гена белка М2 карагандинских ВГС (03/20; 04/20) и алматинского штамма (45/19) обнаружена мутация S31N, отвечающая за формирование устойчивости к Ремантандину.
Проведено сравнительное изучение биологических свойств североказахстанских и алматинского штаммов ВГС 2018-2019 гг. с изолятами ВГС, циркулировавшими в свинофермах Костанайской и Актюбинской областях в 2012-2014 гг. и эталонными штаммами ВГ. Показана гетерогенность популяций ВГС 2018-2019 гг. по ряду биологических свойств. 
Впервые изучена чувствительность североказахстанских и алматинского штаммов ВГС 2018-2019 гг. к современным противогриппозным препаратам, входящим в государственный реестр лекарственных средств и медицинских изделий, и в клинический протокол диагностики и лечения гриппа и ОРВИ МЗ РК.
На штамм А/свинья/Петропавловск/03/18 (H1N1), предназначенный для производства диагностических препаратов, получен патент №34782 от 09.04.2021.
Теоретическая и практичнеская значимость работы.
Накоплен огромный арсенал знаний об особенностях циркуляции ВГ и роли свиней в эволюции и трансмиссии этого патогена. Исследование молекулярно-биологических характеристик изолятов ВГ, изолированных от свиней, является фундаментальным вкладом в экологию гриппа. Кроме теоретической значимости диссертационная работа представляет и практическую ценность, связанную с возможностью использования штамма А/свинья/Петропавловск/03/18 (H1N1) для производства современных диагностических препаратов. 
Оригинальный штамм ВГС А/свинья/Петропавловск/03/18 (H1N1) депонирован (регистрационный номер М-3-19/D от 27.03.2019) в национальной коллекции микроорганизмов РГП на ПХВ "Научно-исследовательский институт проблем биологической безопасности" МОН РК. На оригинальный штамм ВГС А/свинья/Петропавловск/03/18 (H1N1), предназначенный для производства диагностических препаратов, получен Патент (№34782 от 09.04.2021).
Лиофильновысушенные препараты казахстанских штаммов ВГА, циркулировавших в популяциях свиней в 2018-2019 гг.,  и иммунные сыворотки к ним, рекомендованы для применения в вирусологических лабораториях здравоохранения и ветеринарных служб республики для оценки напряженности коллективного иммунитета к гриппу и расшифровки возникающих вспышек ОРВИ и идентификации вновь выделенных изолятов ВГ. 
В международной базе данных GenBank в свободном доступе находятся нуклеотидные последовательности всех генов ВГС А/свинья/Караганда/03/2020 и А/свинья/Караганда/04/2020 под номерами MZ396822.1 - MZ396828.1 и MZ363969.1 - MZ363976.1, что дает возможность использовать их для локального и глобального сравнительного филогенетического анализа со штаммами ВГ, циркулирующими в настоящий момент.
Основные положения диссертации, выносимые на защиту
1. В свинофермах различных регионов Казахстана в 2018 - 2021 гг. от свиней собрано 2144 биологических образцов. При скрининге образцов в ПЦР и РТГА установлена социркуляция ВГА Н1N1 и H3N2. Из образцов, полученных из Северного и Южного регионов Казахстана, на КЭ и КК MDCK выделены пять штаммов вируса гриппа А/Н1N1 и один А/Н3N2. 
1. Филогенетический анализ вариабельных генов (НА, NA и NS) штаммов ВГ, циркулировавших в популяциях свиней в РК в 2018 – 2020 гг., выявил принадлежность карагандинских ВГС (03/20; 04/20) к европейской ветви, а североказахстанских штаммов (43/19; 03/18; 02/18; 01/18) – к азиатской.
1. По основным биологическим свойствам изоляты представляют в основном однородную группу, проявляя гетерогенность по некоторым свойствам. Установлено близкое антигенное родство североказахстанских штаммов (44/19; 43/19; 03/2018; 02/2018 и 01/2018) с эталонными ВГА H1N1 (A/New Jersey/8/76; A/swine/USA/1976/31 и A/swine/Iowa/15/30), алматинского штамма (45/19) – с вирусом A/Wisconsin/67/05(H3N2).
1. Лиофильно высушенные антигены ВГС 2018 – 2019 гг. и иммунные кроличьи сыворотки к ним сохраняли активность после шести-девяти месяцев хранения, что позволяет рекомендовать данные препараты для использования в качестве диагностических. 
Связь с планом основных научных работ. Диссертационная работа выполнена в рамках двух проектов: грантового финансирования МОН (МНВО) РК AP05130989 «Молекулярно-генетическая изменчивость вирусов гриппа свиней в Казахстане» (2018 - 2020 гг.) и международного ISTC K-2231 «Molecular characterization of swine influenza viruses circulating in different regions in Kazakhstan and comparison with contemporary human influenza viruses» (2018 - 2021 гг.) в ТОО «НПЦ микробиологии и вирусологии». Научный руководитель проектов – к.б.н. Н.Г. Кливлеева. 
Апробация работы. Основные результаты диссертационной работы опубликованы и доложены на трех международных научных конференциях: «Influenza 2018: Centenary of the 1918 Pandemic» (Лондон, 2018 г.); Конгресс «10th Edition of Options for the Control of Influenza» (Сингапур, 2019 г.); 22nd Annual Meeting of the European Society for Clinical Virology (Копенгаген, 2019 г.), в материалах международных научно-практических конференций ближнего зарубежья: «Вирусные инфекции и общество: проблемные вопросы диагностики, лечения и профилактики» (Екатеринбург, 2018 г.); «Молекулярные основы эпидемиологии, диагностики, профилактики и лечения актуальных инфекций» (Санкт-Петербург, 2018 г.) и Республики Казахстан: «Современные вызовы для биотехнологии, ветеринарии и медицины» (Гвардейский, 2020 г.), на ежегодных научных семинарах кафедры «Молекулярная биология и генетика» факультета «Биология и биотехнология» КазНУ им. аль-Фараби и частично включены в Отчеты о научно-исследовательской работе по проектам АР05130989, ISTC K-2231 и OR11465435-OT-22. 
Публикации. Согласно требованиям Положения о диссертационном совете КазНУ им. аль-Фараби материалы диссертации отражены в 17 публикациях, в том числе 2 статьях в журналах, входящих в Q3 по базе Web of Science, 3 статьях в журналах, включенных в перечень Комитета по обеспечению качества в сфере образования Министерства науки и высшего образования РК (КОКСНВО МНВО РК), 3 тезисах в материалах международных конференций, 2 тезисах в материалах международных конференций в ближнем зарубежье и 1 тезисе в материалах международной конференции в Республике Казахстан. А также 1 патент на изобретение. 
Объем и структура диссертации. Диссертация изложена на 127 страницах и состоит из разделов: обозначения и сокращения, введение, обзор литературы, материалы и методы, результаты, заключение и выводы, список использованных источников, который включает 250 наименований, из них 200 на английском языке. Диссертационная работа содержит 30 таблиц, 32 рисунка и два приложения. 
Диссертант выражает особую признательность научным руководителям к.б.н. Н.Г. Кливлеевой (заведующий лабораторией биохимии вирусов ТОО «Научно-производственный центр микробиологии и вирусологии»), Р. Дж. Вебби (директор Сотрудничающего центра ВОЗ по изучению экологии гриппа у животных и птиц США, Мемфис, Теннеси), в.н.с., к.б.н. Т.И. Глебовой  и сотрудникам лаборатории биохимии вирусов за помощь, оказанную при формурилоровании задач исследования, за консультативное содействие и осуществление верификации результатов в процессе выполнения работы, анализ и оформление результатов в виде публикаций и научных докладов. А также руководителям лаборатории вирусологии АО «Научный центр противоинфекционных препаратов» к.б.н. И.С. Коротецкому и лаборатории прикладной генетики РГП «Национальный центр биотехнологии» КН МОН РК к.б.н А.Б. Шевцову за содействие, оказанное при выполнении NGS секвенирования.


[bookmark: _Toc164666978]1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

[bookmark: _Toc164666979]1.1 Систематическое положение, номенклатура и классификация вирусов гриппа
[bookmark: _Ref104467462][bookmark: _Ref166089394]Вирусы гриппа принадлежат семейству Orthomyxoviridae, которое согласно классификации Международного комитета по вирусной таксономии включает семь родов Influenzavirus A, Influenzavirus B, Influenzavirus C, Influenzavirus D, Thogotovirus, Isavirus и Quaranfilvirus [1, 2]. Классификация семейства ортомиксовирусов приведена в таблице 1.

Таблица 1 – Классификация ортомиксовирусов 
	Порядок
	Семейство
	Род
	Вид

	Mononegavirales
	Orthomyxoviridae
	Influenzavirus A
	Influenza A virus

	
	
	Influenzavirus B
	Influenza B virus

	
	
	Influenzavirus C
	Influenza C virus

	
	
	Influenzavirus D
	Influenza D virus

	
	
	Isavirus
	Infectious salmon anemia virus

	
	
	Thogotovirus
	Thogoto virus Dhori virus

	
	
	Quaranfilvirus
	Quaranfil virus



[bookmark: _Ref104465342]В настоящее время известно, что из всех родов вирусов гриппа, только ВГ(А) имеет широкий спектр хозяев, который включает в себя различные виды птиц и млекопитающих. ВГ(B) выделены от людей, тюленей [3] и свиней [4], ВГ(С) – от людей и свиней [5]. Распространение ВГ(С) среди людей происходит либо в форме локальных вспышек, либо имеет спорадический характер. Серологические признаки ВГ(С) были недавно обнаружены у верблюдов [6]. ВГ(D) выявлены у крупного рогатого скота и свиней [7]. Имеются сведения об обнаружении антител к ВГ(D) у мелких жвачных животных (коз и овец) [8]. Исследования показывают, что ВГ(D) может быть возбудителем заболевания людей, особенно среди фермеров, работающих с крупным рогатым скотом.  Однако изолировать вирус из носоглоточных смывов человека пока не удалось [9]. Isavirus является возбудителем анемии у лососевых. Представители Thogoto virus были выделены в Африке от человека, клещей и зайцеобразных. Dhori virus, впервые был выделенный в Индии от клещей, а затем в Западной России, Египте и на юге Португалии; способен также инфицировать человека, вызывая энцефалопатию [10, 11]. Группа Quaranfil virus включает клещевые вирусы, обнаруженные у людей и птиц [12].
Классификация вирусов гриппа основана на антигенных различиях. Поверхностные белки ВГ(А) представлены 18 подтипами НА H1-H18 и 11 NA N1-N11 [13, 14]. В таблице 2 показано распространение подтипов поверхностных белков вируса гриппа А.
 
Таблица 2 - Подтипы гемагглютинина и нейраминидазы вируса гриппа А человека и животных 
	Гемагглютинин
	Нейраминидаза

	Подтип
	Носитель
	Подтип
	Носитель

	Н1
	человек
свинья
птица
	N1
	человек
свинья
птица

	Н2
	человек
свинья
птица
	N2
	человек
свинья
птица

	Н3
	человек
свинья
лошадь
птица
тюлень
	N3
	птица
тюлень

	Н4
	птица
	N4
	птица

	Н5
	птица
	N5
	птица

	Н6
	птица
	N6
	птица

	Н7
	лошадь
птица
тюлень
	N7
	лошадь
птица

	Н8
	птица
	N8
	лошадь
птица
тюлень

	Н9-Н16
	птица
	N9
	птица

	Н17-Н18
	летучая мышь
	N10- N11
	летучая мышь



В настоящее время известно множество  вариантов вирусов как типа A, так и типа B. Была разработана международная система кодировки [15], по которой каждый вариант получил свое название, например:
A/California/04/09(H1N1),
где последовательно указаны: тип вируса гриппа (A, B или C), место выделения, порядковый номер выделенного в данном году и в данной лаборатории вируса, год выделения, антигенный подтип (в скобках), если вирус был выделен от животного, то после указания типа вируса указывается название животного, например:
A/swine/Iowa/15/30 (H1N1).


[bookmark: _Toc164666980]1.2 Строение и функции полипептидов вируса гриппа
Ортомиксовирусы (с греч.: ortho – прямой или правильный; myxa – слизь) содержат линейную негативной полярности РНК, состоящую из 6-8 сегментов. Геномы ВГ(А) и ВГ(B) содержат восемь генных сегментов, тогда как геномы ВГ(С) и ВГ(D) имеют семь генных сегментов [16].
Возбудители гриппа А, В, С и D отличаются по основным внутренним антигенам - белкам NP и M1 [17]. Вирусы серотипов А и B, помимо этого, различаются двумя поверхностными гликопротеидами - НА и NA. Вирус гриппа С и D, в отличие от них, содержат только один тип оболочечного гликопротеида - НЕF (haemagglutinin-esterase fusion protein) [18]. Thogoto и Dhori вирусы имеют единственный гликопротеид, который по строению отличается от известных белков остальных представителей рода Influenza virus.
ВГ(А) имеет округлую или продолговатую форму размером около 80-120 нм в диаметре и состоит из липидного бислоя с погруженными в него НА и NА (рисунок 1). За бислоем следует внутренняя оболочка, из М белка и с расположенным внутри нуклеокапсидом, состоящим из восьми фрагментов одноцепочной негативной вРНК в комплексе с РНК-зависимыми РНК полимеразами и NP. Такая РНК комплементарна иРНК и не способна непосредственно участвовать в синтезе белков. Поэтому в вирионе содержится также РНК-зависимая РНК полимераза (транскриптаза) – фермент, способный синтезировать иРНК, комплементарную вирусной, на основе которой осуществляется синтез вирусных белков в инфицированной клетке [19].


[bookmark: _MON_1215618790][bookmark: _MON_1199184310][bookmark: _MON_1215618777][image: http://vivovoco.ibmh.msk.su/VV/JOURNAL/NATURE/06_06/GRIPP01.JPG]

Рисунок 1 - Схема строения и электронная микрофотография вириона вируса гриппа А

Геном ВГ(А) содержит восемь сегментов отрицательной одноцепочечной РНК: PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M и NS. Каждый из этих сегментов кодирует один белок, за исключением сегментов PB1, M и NS, где сегмент PB1 кодирует белок PB1, белок PB1-F2 и белок PB1-N40; сегмент M кодирует белок M1 и белок M2; сегмент NS кодирует белок NS1 и NS2 [1].
Полимеразная активность определяется тремя ферментами (РА, РВ1 и РВ2), участвующими в репродукции и считывании генетической информации с РНК. Все три полимеразных белка связаны только с одним концом каждого комплекса RNP [20, 21]. 
Кислотный (PA) и два основных (РВ1 и РВ2) протеина, закодированные тремя самыми крупными сегментами РНК, образуют комбинацию РВ1-РВ2 или РА-РВ1-РВ2 [22-24], которые содержат РНК-зависимую РНК полимеразу. 
Гемагглютинин (НА) - является одним из самых крупных белков в вирионе. Он распределяется равномерно на поверхности вириона и составляет 25-35% массы всех белков. НА отвечает за прикрепление и последующее проникновение вируса в клетку посредством рецептор-опосредованного эндоцитоза [25], поэтому его еще называют прикрепительным белком. Другой важной функцией НА является его участие в стадии проникновения вируса в клетку, в частности в процессе слияния клеточной мембраны с вирусной, а также стимуляции экспорта вирусного генома к месту сборки вируса. 
[bookmark: _Ref104985309]HA представляет собой тример идентичных субъединиц, каждая из которых содержит два полипептида, которые возникают в результате протеолитического расщепления одного предшественника на две субъединицы: НА1 (319-328 аминокислот) и НА2 (221-222 аминокислот). Эти цепи ковалентно скреплены дисульфидной связью [26]. Мономеры соединены нековалентной связью в тримеры [27, 28] (рисунок 2, 3). 
Гидрофобный N-конец НА2 высоко консервативен для разных штаммов. Ближе к C-концу гидрофобный домен, состоящий из 40 аминокислотных остатков, пронизывает липидный бислой вириона. Подмембранный гидрофильный домен НА2 состоит из 9-11 заряженных аминокислотных остатков.
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Рисунок 2 – Трехмерная структура гемагглютинина [29]

[bookmark: _Ref104450095][bookmark: _Ref104985567]Расщепление предшественника имеет важное значение для активации потенциала слияния мембран и, следовательно, инфекционной активности [30, 31]. Именно против НА направлены антитела, нейтрализующие инфекционность ВГ. Для HA большинства подтипов сайт расщепления представляет собой один остаток аргинина, и расщепление происходит внеклеточно еще не идентифицированным ферментом [32]. Однако некоторые представители подтипов H5 и H7 приобрели несколько основных остатков в месте расщепления [33], которые распознаются внутриклеточным субтилизин-подобным ферментом [34]. В этих случаях расщепление является эффективным, инфекционность вируса высока, а вирусы являются высокопатогенными [30, 31, 35]. Во всех случаях ферментативное расщепление генерирует N-конец «слитого пептида», консервативной незаряженной области HA [28], которая играет важную, но неопределенную роль в слиянии мембран.
Нейраминидаза (NA) – является вторым важнейшим поверхностным антигеном вириона ВГ, встроенным в мембрану. Основная функция NA - удаление сиаловой кислоты от НА, так как без этого процесса НА не может освободиться от поверхности клетки и участвовать в следующих стадиях репродукции вируса. Помимо этого NA участвует в освобождении вирусных частиц с поверхности клетки и способствует распространению вируса в организме.
[bookmark: _Ref104984861]NA представляет собой грибовидный тетрамер с молекулярной массой 200-250 тыс. Да, состоящий из идентичных субъединиц с головкой гриба, подвешенной к вирусной мембране на тонком стебле длиной 60 Å. Длина варьирует между штаммами вируса (рисунок 3). Каждая из субъединиц, образующих головку гриба, состоит из шестилопастной конструкции, похожей на пропеллер, лопасти которой образованы четырьмя антипараллельными нитями β-структуры [36, 37]. Активный сайт фермента, содержащий ряд консервативных заряженных аминокислотных остатков, расположен примерно в центре каждой субъединицы [26, 37]. Как и в случае НА, мономеры NA соединены между собой дисульфидными связями, которые находятся внутри мономера и стабилизируют структуру этого белка. Дисульфидных связей в структуре NA больше, чем в структуре НА. Молекула NA состоит из 464 аминокислотных остатков. На N-конце молекулы находится гидрофобная область из 29 аминокислотных остатков. Первые 6-10 аминокислотных остатков образуют цитоплазматический «хвост», который, так же как и в структуре НА, играет важную роль в сборке вирусных частиц, упаковке вирусного генома и транспорте вновь синтезированных молекул к клеточной поверхности. Далее следуют трипсин чувствительные сайты в положениях 57 (лизин) и 63 (аргинин). У С-конца молекулы гидрофобной области не обнаружено (в отличие от НA). Имеются также данные, что С-конец молекулы NA выполняет важную функциональную роль в процессе репродукции ВГ, в частности участвует в процессе расщепления вновь синтезированной молекулы НА [36-38]. 
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[bookmark: _Ref97122344]Рисунок 3 - Трехмерная модель поверхностных белков вируса гриппа [39]

Мембранный белок М2 – это небольшой трансмембранный белок с молекулярной массой 11 тыс. Да, который состоит из 97 аминокислотных остатков и кодируется сплайсированной мРНК (рисунок 4) [40]. 
В то время как белок M2, обильно экспрессируется на плазматической мембране инфицированных вирусом клеток, он является сравнительно второстепенным компонентом вирионов [33]. В структуре белка М2 имеются три функционально важные области: N-терминальный конец – эктодомен - включает 23 аминокислотных остатка для вирусов гриппа типа А и 7 аминокислотных остатков для вирусов гриппа В; далее расположены 20 аминокислотных остатков, относящихся к трансмембранному домену, С-фрагмент – цитоплазматический «хвост», включающий 53 аминокислотных остатка для вирусов гриппа А и 83 аминокислотных остатка для вирусов гриппа В. Основная функция белка М2 (область эктодомена и трансмембранного домена) заключается в создании ионного канала, регулирующего рН в процессе раздевания вируса в эндосомах и в аппарате Гольджи – месте синтеза НА. В этих случаях создание кислых рН является необходимым условием для раздевания вируса и стабилизации конформации НА во время его внутриклеточного транспорта. Вирусы с дефектом активности ионного канала в белке М2 способны репродуцироваться, но эффективность репродукции резко снижена. В последнее время получены данные о том, что М2 (область цитоплазматического «хвоста») играет важную роль не только в создании ионного канала, но и в процессах упаковки вирионной РНК, отпочковывания вириона, в определении морфологии вирусной частицы. Кроме этого, оказалось, что белок М2 способен блокировать слияние аутофагосом с лизосомами клетки. Мутации в эктодомене и трансмембранном домене, изменяющие количество аминокислотных остатков в цитоплазматическом «хвосте», сказываются на проявлении вирулентных и иммуногенных свойств вируса.
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Рисунок 4 - Трехмерная модель белка М2, встроенного в мембрану
вириона вируса гриппа [39].

Мембранный белок М1 выстилает внутреннюю поверхность липидного слоя. Доля белка М1 составляет около 40% всей массы белка вириона. Молекулярная масса этого белка 25 тыс. Да, он гидрофобен и образует слой толщиной 35-40 Å. При сборке вирусной частицы в клетке гликопротеины точно находят место нахождения белка М1, что указывает на взаимосвязь НА, NA и М1-белка. Контакт М1-белка с цитоплазматическими «хвостами» поверхностных гликопротеинов возможно является результатом их электростатического взаимодействия. Кроме того, М1-белок взаимодействует с внутренними компонентами вируса, в частности с РНК и NP. Взаимодействие М1 – белка с NP осуществляется с помощью его С-конца (165-252 аминокислотные остатки). Таким образом, очевидно, что М1-белок играет существенную роль в детерминации формы вириона в процессе его сборки и отпочковывания. Также М1-белок выполняет важные регуляторные функции в процессе репродукции вируса, участвует в поддержании рН. Он контролирует транскрипцию вРНК и нуклеоцитоплазматический транспорт РНП в зараженной клетке. Участие М1-белка в нуклеоцитоплазматическом транспорте РНП определяется наличием сигнала ядерной локализации в его структуре. Помимо сигнала ядерной локализации для выполнения М1-белком транспортных функций важен и процесс фосфорилирования этого белка, который происходит с участием клеточного фермента протеинкиназы С.
[bookmark: _Ref97128073]Нуклеопротеин (NP) – внутренний белок вириона, занимающий центральную роль в репликации вируса [41]. Как структурный белок, не обладающий собственной ферментативной активностью - это самый распространенный вирусный белок в инфицированных клетках. NP является важным компонентом комплекса вРНП и участвует в организации упаковки РНК и в ядерном переносе вРНК [42-45].
NP является основным белком, обогащенным аргининовыми остатками, имеет положительный заряд +14 при рН 6.5, в вирионе содержатся около 1000 его молекул. РНК находятся снаружи РНП [41] (рисунок 5).
 NP - многофункциональный белок, взаимодействует в составе РНП с самим собой, с вРНК, с белками РВ2, РВ1 и РА образует транскриптазный комплекс [46]. В зараженных клетках роль NP сводится к антитерминаторному действию в точках терминации вирусных мРНК [47]. 
NP является родоспецифическим белком вирусов гриппа, а также играет ключевую роль в определении видовой специфичности [48, 49].
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Рисунок 5 - Трехмерная модель комплекса нуклеопротеинов
и РНК вируса гриппа [39].

В тесном контакте с NP и РНК находится РНК-зависимая РНК-полимераза, являющаяся полифункциональным комплексом, состоящим из пяти белков: РВ1, РВ1-F2, NP40, PB2 и РА. 
Белки PB1, PB2, PA составляют так называемый полимеразный комплекс (рисунок 6), содержатся в вирионе в количестве 30-60 молекул каждого. 
Белки PB1, PB2, PA взаимодействуют с двумя концами каждого фермента вирусной РНК. Кроме того, PB1 и PB2 взаимодействуют с NP.
Белок РВ1 катализирует процессы полимеризации (элонгации) РНК-транскрипта, кРНК и вРНК [50]. Белок РВ2 узнает и связывается с 5-кэп участком клеточной РНК. Этот фрагмент отщепляется эндонуклеазой и, претерпев конформационные изменения, участвует в праймировании транскрипции вирионных РНК [51]. Белок РА участвует в синтезе вРНК [52] и индуцирует в ядре протеолиз коэкспрессируемых белков [53, 54].
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Рисунок 6 - Трехмерная модель внутренних белков вируса гриппа [39].

Неструктурные белки. Самый маленький восьмой сегмент генома вируса гриппа кодирует два белка, обнаруживаемых только в инфицированных клетках, - неструктурные белки NS1 и NS2. 
NS2-белок - небольшой белок, состоящий из 112 аминокислотных остатков. Основная функция - участие в транспорте РНП из ядра в цитоплазму, что необходимо для дальнейшей сборки вируса (за это его прозвали белком ядерного экспорта). NS2-белок взаимодействует с клеточным белком CRM1, который является клеточным фактором транспорта белков из ядра в цитоплазму. Помимо участия в транспорте РНП, NS2-белок выполняет регуляторную роль в процессе синтеза вирусоспецифических РНК, снижая уровень синтеза мини-репликонов вРНК, сРНК и мРНК.
NS1-белок - состоит из 230-237 аминокислотных остатков (в зависимости от штамма вируса) с молекулярной массой 26 тыс. Да. NS1 белок выполняет ряд регуляторных функций: ингибицию полиаденилирования хозяйских мРНК [55], ингибицию нуклеарного экспорта полиаденилированных хозяйских мРНК [56], ингибицию сплайсинга хозяйских мРНК [57] за исключением сплайсинга М2 мРНК [58], стимуляцию трансляции вирусных мРНК [59, 60] и модуляцию транскрипции и репликации вирусных РНК [61] селективный нуклеарный транспорт вирусных мРНК [62] и, возможно, является фактором вирулентности вируса гриппа [63].
Следует отметить, что многофункциональность свойственна не только NS1-белку. Структурные белки, такие как HA, NA, помимо своих основных функций, выполняют также дополнительные функции, обеспечивающие безопасность репродукции вируса. Например, NA обладает способностью стимулировать апоптоз; HA и NA проявляют фибринолитическую активность, способствующие снижению активности развития воспалительной реакции [64, 65].


[bookmark: _Toc164666981]1.3 Резервуары вируса гриппа А в природе 
ВГ(А) являются важными патогенами для ветеринарии и здоровья человека во всем мире. Эта категория вирусов имеет разнообразный круг хозяев, включая большое количество видов птиц и млекопитающих. Экология и эпидемиология ВГ(А) очень сложны и объединяют множество свободноживущих и домашних птиц-хозяев, а также множество диких и домашних млекопитающих в окружающей среде, включая людей, свиней, лошадей, собак, летучих мышей и спорадические инфекции у различных хозяев-млекопитающих (рисунок 7). 
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H - подтип гемагглютинина, в скобках указан подтип, ранее распространенный, но больше не циркулирующий. 

Рисунок 7 – Схематическое изображение источника и перемещения вирусов гриппа А или их генов в эколого-эпидемиологической ситуации птиц и млекопитающих [66].

Еще одной ключевой характеристикой вируса является его генетическая и антигенная изменчивость, обусловленная сочетанием высокой скорости мутаций и сегментированного генома, обеспечивающего способность быстро изменяться и адаптироваться к новым хозяевам. При правильных условиях ВГ(А) может адаптироваться к новому хозяину таким образом, чтобы он мог эффективно воспроизводиться и передаваться, становясь эндемичным для определенного вида. В общем, этот процесс адаптации приводит к появлению вирусной линии, имеющей определенный уровень специфичности к хозяину, что затрудняет заражение других видов. Например, вирус, который становится эндемичным для лошадей, становится менее способным заражать другие виды, такие как свиньи или люди. 

[bookmark: _Toc164666982]1.4 Дрейф и шифт вариации вирусов гриппа
Можно выделить три механизма изменчивости ВГ – антигенный дрейф (посредством накопления мутаций), антигенный шифт (посредством реассортации) и рекомбинация. Антигенный дрейф происходит в результате точечных мутаций в геноме, что в свою очередь приводит к изменению антигенных детерминант белков до такой степени, что они перестают распознаваться иммунной системой хозяина. Именно мутации ответственны за возникновение новых антигенных вариантов.
Высокая скорость мутаций ВГ(А) и способность рекомбинировать генные сегменты обеспечивают разнообразие вирусной популяции [67, 68]. Оба метода дают вирусу возможность быстро изменяться и адаптироваться, что содействует способности вирусов заражать новые виды хозяев. ВГ(А) могут сильно различаться по аминокислотной последовательности, особенно по поверхностным гликопротеинам, НА и NA [69]. Эти различия в аминокислотной последовательности приводят к различиям в антигенности, поэтому антитела к ВГ(А) H1 нейтрализуют только вирусы H1, а не какой-либо другой подтип ВГ(А). Это имеет большое значение для вакцинации, так как вакцинная защита опосредована, прежде всего, специфическими антителами, вырабатываемыми к белку НА и, в меньшей степени, к белку NA [70]. 
[bookmark: _Ref100842779][bookmark: _Ref100842840]Два подтипа ВГ(А) H1N1 и H3N2 являются эндемичными по всему миру среди людей. Для обоих подтипов вируса присутствует одна линия вируса, которую можно проследить до того времени, когда вирус был введен в человеческую популяцию [71-73]. В отличие от вирусов гриппа животных, эти два подтипа вируса эволюционировали с небольшой разницей в последовательности, основанной на географическом происхождении вируса. Это всемирное распространение, вероятно, является результатом широкого и быстрого перемещения людей между регионами, которые эффективно передают вирус и позволяют им одновременно циркулировать. Однако вирусы изменяются с высокой и предсказуемой скоростью, которую иногда называют молекулярными часами [71]. Наблюдаемые изменения в геноме не случайны, а сосредоточены преимущественно в поверхностных гликопротеинах [74]. 
[bookmark: _Ref100843402]Считается, что одним из первичных селективных факторов в отношении белка HA является давление антител со стороны хозяина либо в результате предыдущего воздействия вируса, либо в результате вакцинации [74]. Для человеческого белка ВГ(А) H3 были охарактеризованы пять антигенных областей, в которых антитела к этим областям могут нейтрализовать вирус и, следовательно, будут защищать хозяина во время инфекции. Накопление аминокислотных замен в антигенных участках представляет собой антигенный дрейф, который приводит к тому, что вакцины против ВГ(А) со временем становятся менее защитными. Что касается людей, посевные штаммы вакцины против гриппа, как ВГ(А), так и ВГ(B), оцениваются ежегодно, чтобы определить, эффективно ли циркулирующие в настоящее время полевые штаммы нейтрализуются антителами, продуцируемыми против вакцинного штамма. Сравнение вирусной последовательности используется для определения того, когда появляются новые вирусные варианты и с какой частотой [75]. Вакцинация против человеческого гриппа требует точного соответствия вакцины полевому штамму, иначе защита от вакцинации будет нарушена [76]. Антигенные различия более чем в четыре раза, по-видимому, представляют собой диапазон, в котором снижение специфичности антител влияет на защиту от вакцин. Посевные штаммы обычно меняют каждые 3–4 г., чтобы компенсировать этот антигенный дрейф [75]. 
Для домашней птицы также имеет место антигенный дрейф, но интерпретация и значение его гораздо сложнее. Проблема, связанная с ВГП, связана с большим разнообразием вирусов, которые могут инфицировать домашнюю птицу. Поскольку большинство вспышек низкопатогенных и высокопатогенных ВГП являются результатом независимой интродукции вирусов из различных резервуаров диких птиц, большинство эпидемиологически не связанных вспышек антигенно отличаются друг от друга даже в пределах одного и того же подтипа [77, 78]. Это антигенное разнообразие, обычно подразделяется на североамериканские и евразийские линии, и при выборе штамма вакцинного посевного материала следует, как минимум, учитывать как можно более точное соответствие аминокислотной последовательности HA, чтобы попытаться получить наилучшую защиту [79]. Однако на выбор штамма вакцинного посевного материала влияет множество различных факторов.
[bookmark: _Ref104458585][bookmark: _Ref100844032]Для человека и млекопитающих животных дополнительной проблемой при гриппозной инфекции является антигенный шифт. Антигенный шифт происходит, когда большая часть популяции хозяина ранее контактировала с определенным подтипом HA в результате инфекции или вакцинации, а затем подвергалась воздействию другого подтипа HA [80]. Поскольку у принимающей популяции защитный иммунитет к новому вирусу слабый или отсутствует вообще, он может быстро распространяться в новой популяции, вызывая широкомасштабную, а иногда и серьезную вспышку гриппа, называемую пандемией. В человеческой популяции за последнее столетие произошли четыре крупные пандемии. Наиболее серьезным был случай, когда в 1918 г. появился вирус А/H1N1, вероятно, заменивший человеческий грипп А/H2, что привело к крупной пандемии, унесшей жизни около 50 миллионов человек [81]. Вторая пандемия века произошла в 1957 г., когда вирус А/H1N1 был вытеснен вирусом А/H2N2. Третья пандемия началась в 1968 г., когда вирус А/H3N2 вытеснил вирус А/H2N2 [82]. Самой последней пандемией был грипп А/H1N1pdm, возникший в 2009 г. Этот вирус, хотя и относится к тому же подтипу, что и циркулирующий сезонный вирус А/H1N1, но тем не менее отличался достаточно, чтобы быстро распространяться среди людей, и в конечном итоге вытеснил старый вирус А/H1N1 из циркуляции среди людей [83]. Происхождение новых пандемических вирусов, как правило, до конца не изучено, тем не менее представляется, что они могут быть вызваны введением в человеческую популяцию совершенно нового ВГ(А) или рекомбинацией между циркулирующим штаммом человека и другим ВГ(А) животных [82]. Вирус А/H1N1 1918 г. оказался совершенно новым вирусом, но вирусы А/H2N2 и А/H3N2 были реассортантными вирусами, которые изменили несколько генов, включая, что наиболее важно, ген HA. Вирус А/H1N1pdm 2009 г. был тесно связан с ВГС, циркулирующим в Северной Америке, но событие реассортации с неизвестным вирусом привело к появлению двух других генов, которые позволили вирусу реплицироваться и хорошо передаваться людям [87].
[bookmark: _Toc100756372]	Таким образом, харрактерной особенностью вирусов гриппа А является их большая изменчивость, обусловленая тремя механизмами (антигенный дрейф, антигенный шифт и рекомбинация). Наиболее значимым механизмом изменчивости вируса гриппа является рекомбинация или замена одного или нескольких генных сегментов. Эти изменения достигаются за счет сегментированного генома вируса и двойного или множественного заражения хозяина штаммами вируса разных подтипов или генетических линий. В результате реализации данного механизма значительно увеличивается скорость эволюции ВГ(А). События реассортации, ведущие к обмену генами HA и NA, имеют особое значение, поскольку они могут привести к антигенному шифту. В истории вируса гриппа реассортация привела как минимум к трем антигенным изменениям и появлению штаммов, вызвавших пандемии 1957, 1968 и 2009 гг. 

[bookmark: _Toc164666983]1.5 Роль свиней в качестве резервуара вирусов гриппа
[bookmark: _Ref104469034]Свиной грипп является серьезным респираторным заболеванием свиней. Обычно грипп у свиней характеризуется высокой заболеваемостью (приближающейся к 100%) и в целом низкой смертностью (<1%). Вирус свиного гриппа у свиней вызывает клиническое заболевание, подобное гриппу у людей. В частности, инфекции, вызванные вирусом свиного гриппа, проявляются в виде острого респираторного заболевания, характеризующегося лихорадкой, малоподвижностью, снижением потребления пищи, респираторного дистресса, кашля, чихания, конъюнктивита и выделений из носа [84-86]. Свиной грипп был впервые признан болезнью свиней во время пандемии «испанского гриппа» осенью 1918 г., когда Д.С. Коэн, работавший в Бюро животноводства США в Форт-Додже, штат Айова инспектором по холере свиней, наблюдал поразительное сходство клинической картины у больных людей и свиней [87]. Этиологичесский агент заболевания ВГ впервые изолирован Ричардом Е. Шоупом в 1931 г. [87, 88]. С тех пор свиной грипп играет важную роль в свиноводстве во всем мире [89]. 
[bookmark: _Ref101446532]После изоляции Е. Шоупом первого вируса свиного гриппа прошло более 50 лет, прежде, чем в 1983 г. от свиньи в Китае был выделен вирус гриппа типа С [90-93]. Циркуляция штаммов ВГ(B) Victoria/B и Yamagata/B у свиней сначала была подтверждена в серологических исследованиях в Соединенных Штатах в 2010-2012 гг. Кроме того, в этих исследованиях вирус гриппа типа В был обнаружен в РТ-ПЦР и при секвенировании трех мазков из носа свиней [94, 95]. В 2014 г. от естественно инфицированных свиней были выделены и идентифицированы три штамма Викторианской линии вируса гриппа типа В [4]. Вирусы гриппа типов В и С вызывают легкие респираторные заболевания у свиней [4, 91-93, 96]. Штамм вируса гриппа нового типа D обнаружен у свиней в 2011 г. в Оклахоме в США [97, 98], также он был обнаружен в популяции свиней в Китае [99], Италии [100], Люксембурге [101] и Франции [102]. Интересно, что в отличие от людей, у которых сезонность влияет на возникновение и прогрессирование заболевания гриппом, вирусы гриппа у свиней могут быть обнаружены в течение всего года [103, 104].
[bookmark: _Ref101448716]Известно, что ВГ(А) имеют широкий круг хозяев [105]. Основным резервуаром служат водные и околоводные птицы (гуси, утки, кулики и чайки), а также многие другие виды птиц [106]. Комбинация циркулирующих 16 подтипов НА и девяти подтипов NA позволяет сформировать 144 сочетания НА/NА, из которых у птиц уже выделено более 110 субтипов. Неизвестно, существуют ли в природе все теоретические комбинации НА/NА. К важным видам млекопитающих-хозяев относятся: люди, свиньи и лошади. Другие млекопитающие выступают как случайные хозяева без установления устойчивых цепей заражения.
Не смотря на то, что свиньи не считаются основным естественным резервуаром ВГ(А), как носители динамичного набора вирусов, они играют центральную роль в экологии гриппа [105]. В популяциях свиней были выделены подтипы ВГ(А) человеческого и птичьего происхождений, включая H1, H2, H3, H4, H5, H7 и H9 [107]. Однако число таких выделений ограниченно. 
В Европе свиной грипп вызывается тремя подтипами вируса, которые генетически отличаются от Csw H1N1. Птичьи вирусы свиного H1N1 обычно вызывают менее тяжелые симптомы, чем human-like свиные вирусы H3N2, поэтому естественные инфекции H1N1 иногда не распознаются. 
Имеются данные о том, что вирусы гриппа несколько раз заносились европейским свиньям. Однако устойчивые инфекционные цепи были впервые установлены в 1970-х гг. До этого вирусы сезонного и Csw выявлялись в ходе серологических исследований и отдельных выделений вируса. Различают зоонозные вирусы человеческого и птичьего происхождения, выделенные от свиней, с одной стороны, и «human-like» и «avian-like» вирусы, с другой стороны. В то время как первые вирусы встречаются время от времени и вымирают после нескольких циклов репликации, вторые вирусы имеют определенные генетические настройки, образующие отдельные клады на филогенетических деревьях, которые указывают на стабильные события заражений для многих поколений вирусов. Также, эти вирусы показывают генетические изменения. Термины «human-like» и «avian-like» используют в основном для обозначения предыдущего хозяина [108, 109].
Наибольшее распространение среди свиней получили штаммы вируса гриппа А подтипов H1N1, H3N2 и H1N2. Они являются энзоотическими у свиней во всем мире, но их происхождение, а также их генетические и антигенные характеристики различаются между континентами и географическими регионами [110]. Внутри каждого из этих подтипов обнаруживаются многочисленные антигенные и реассортантные варианты. 
Рекомбинация часто происходит не только среди ВГ(А) свиней, но и среди ВГ(А) из других источников, особенно человеческого и иногда птичьего происхождений. Сохранение этих вирусов в популяции свиней сопровождается дальнейшей рекомбинацией, антигенным сдвигом и/или дрейфом. Внедрение нового ВГ(А) в популяцию свиней обычно вызывает эпидемию, за которой следуют эндемичные и/или субклинические инфекции, которые могут сохраняться в течение длительного периода времени [111].
[bookmark: _Ref101449009][bookmark: _Ref101177010][bookmark: _Ref101447339]Одной из основных детерминант круга хозяина являются молекулы рецептора на поверхности клетки-хозяина. Вирус гриппа А связывается с сиаловой кислотой (N-ацетилнейраминовая кислота), соединенной а-гликозидной связью с концевыми остатками галактозы углеводных цепей гликопротеинов и гликолипидов [112]. Как видовая, так и тканеспецифическая экспрессия молекул рецепторов определяют круг хозяев и тропизм вирусов гриппа А [113, 114]. В то время как вирусы птичьего гриппа связываются с а-2,3-связанной сиаловой кислотой, штаммы вируса сезонного гриппа человека распознают а-2,6-связанную сиаловую кислоту. Эпителий верхних дыхательных путей свиней экспрессирует оба типа рецепторов и поэтому свиньи могут быть восприимчивы к вирусам гриппа, адаптированым как к птицам, так и к людям и могут выступать промежуточными хозяевами [113]. 
На экологию ВГ сильно влияет адаптация вируса к хозяину. Согласно классической теории, свиньи могут играть значительную роль в адаптации ВГ животных к человеку. Эта гипотеза была впервые поддержана Scholtissek и его коллегами в 1985 г. На основании своих исследований по изучению сохранения чувствительных к температуре (ts) мутантов NP гена птичьего вируса H7N1 путем коинфицирования фибробластов куриных эмбрионов, было сделано предположение о том, что NP ВСГ могут иметь более широкий круг хозяев в сравнении с человеческими или птичьими вирусами и что свиньи являются «смешивающим сосудом» для генерации реассортантных вирусов [115]. Гипотеза «смешивающего сосуда» была подтверждена двумя выводами. Во-первых, сходство подтипов между циркулирующими вирусами гриппа А человека и вируссами гриппа свиней. Во-вторых, возможность одновременного инфицирования свиньи вирусами птичьего, человеческого и свиного гриппа, что приводит к образованию и выделению реассортантов [116]. На молекулярном уровне в 1998 г. Ito и его коллеги подтвердили данную гипотезу, продемонстрировав присутствие основных рецепторов сиаловой кислоты для вирусов птичьего и человеческого гриппа (Siaα2,3Gal и Siaα2,6Gal соответственно) в трахее свиней. Кроме того, они продемонстрировали, что некоторые «птичьи» вирусы свиного гриппа приобрели молекулярные черты адаптации человека путем непрерывной репликации в эксплантатах трахеи свиней [113]. В результате было сделано предположение, что свиньи могут также выступать в качестве промежуточного хозяина, в котором вирусы птичьего гриппа способны приобретать черты адаптации к млекопитающим. Однако для достижения эндемичных параметров репликации и трансмиссивности ВГ(А) -S, вероятно, потребуется дополнительная адаптация [117].
[bookmark: _Ref101451356]Сегодня конкретная роль свиньи и точные механизмы межвидовой передачи остаются неизвестными. Недавние исследования показали, что передача вируса от человека к свиньям является ключом к пониманию эволюции разнообразия гриппа у свиней, при этом накопилось значительно больше информации о передаче вируса от человека свиньям, чем от свиней человеку [118].
[bookmark: _Ref101450258][bookmark: _Ref101449910]Появление в 2009 г. вируса H1N1pdm09 у свиней вызвало опасения, что свиньи являются источником пандемий, и стимулировало дополнительные исследования [119-121]. Некоторые ученые предположили, что предыдущие пандемические вирусы двадцатого века также могли быть генерированы путем рекомбинации в организме млекопитающего-хозяина, возможно, в свинье [122, 123]. Затем была предложена дополнительная роль свиней в генерации вирусов пандемического гриппа. 
Впервые обнаруженый у свиней на Среднем Западе США в 1918 г. классический свиной грипп оставался важным для свиноводческой отрасли во всем мире. Однако с 1998 г. в результате серии событий эпидемиология свиного гриппа резко изменилась и в популяции свиней США утвердился ряд новых подтипов и генотипов. Появился новый ВГС, который имел уникальную внутреннюю генетическую комбинацию, состоящую из генов свиного, человеческого и птичьего ВГ(А), а также генов H3 и N2 human-like вирусов [124, 125]. Данная генетическая комбинация получила название кассета внутренних генов тройной реассортации, которая способна принимать различные сочетания HA и NA, такие как H1N1, H1N2, H3N1 и H3N2 [126]. В результате с 1999 г. в Северной Америке множественные антигенные варианты и множественные события реассортации с человеческими вирусами создали постоянно меняющуюся коллекцию ВГС [127]. В основу человеческого пандемического вируса H1N1 2009 г. также были включены несколько генов из кассеты внутренних генов тройной реассортации [83]. 
[bookmark: _Toc100756373]Из чего можно заключить, что в силу особенностей строения эпителия верхних дыхательных путей свиней, экспрессирующих рецепторы сиаловой кислоты а-2,3- и а-2,6-типов, они способны инфицироваться как птичьими, так и человеческими ВГ. И поэтому свиньи  могут играть значительную роль в адаптации ВГ животных к человеку и выступать в качестве промежуточного резервуара для генерации вирусов пандемического гриппа.

[bookmark: _Toc164666984]1.6 Взаимосвязь гриппа свиней и человека
[bookmark: _Ref101449749]ВГ(А) является наиболее распространенными, способными инфицировать различные виды животных и единственными вирусами обладающими пандемическим потенциалом (таблица 1) [128-130]. ВГ широко распространены в природе и поражают как людей, так и ряд млекопитающих, включая свиней, лошадей, тюленей и китов, а также птиц различных отрядов [105, 131]. Благодаря уникальной физиологии и большого сходства между гриппом свиней и человека, свиньи считаются «плавильным котлом», в которых вирусы «птичьего» гриппа адаптируются к млекопитающим, включая человека [131]. Диапазон хозяина ВГ(А) и ВГ(В) определяется их специфичностью к рецепторам сиаловой кислоты. Белки HA ВГ(А) могут связываться с рецепторами сиаловой кислоты α-2,3 и α-2,6, присутствующими в эпителии респираторного тракта птиц и человека, соответственно [112, 132, 133]. Как было указано выше, в эпителии респираторного тракта свиней присутствуют рецепторы сиаловой кислоты, и α-2,3, и α-2,6, благодаря чему свиньи могут инфицироваться как ВГ птиц так и человека, увеличивая вероятность одновременного заражения и репликации разных подтипов вирусов, а также генетической реассортации [112, 134]. При возникновении нового вируса способного инфицировать людей, обладающего стойкой способностью передаваться от человека человеку и высокой вирулентностью, может возникнуть пандемия, поскольку у людей вряд ли будет заметный иммунитет к новому штамму. Все пандемии последних ста лет возникли в результате появления нового штамма гриппа, против которого у людей практически отсутствовал иммунитет: испанский грипп H1N1 (1918), азиатский грипп H2N2 (1957), гонконгский грипп H3N2 (1968) и свиной грипп H1N1 (2009). Краткое описание пандемий представлено в таблице 3 [135].

Таблица 3 - Краткое описание основных характеристик пандемий за последние сто лет
	Название пандемии
	Год
	Штамм
	Предполагаемое происхождение вспышки
	Приблизительное количество смертей

	Испанский грипп

	1918 - 1920
	H1N1
	Китай
	40 - 50 млн

	Азиатский грипп

	1957 - 1958
	H2N2
	Китай
	1 - 2 млн

	Гонконгский грипп

	1968 – 1970
	H3N2
	Китай
	500 000 – 2 млн

	Свиной грипп

	2009 - 2010
	H1N1
	Мексика
	свыше 575 000



Первая пандемия объявленная в 1918 г. Испанией в дальнейшем получила название «испанки» [87, 136]. По оценкам, треть населения мира (или ≈500 миллионов человек) были инфицированы и имели клинически выраженные заболевания [137] во время пандемии гриппа 1918–1919 гг. Пандемия протекала волнами и преимущественно унесла жизни молодых людей. Показатели летальности составили > 2,5% по сравнению с <0,1% для других пандемий гриппа [138, 139]. Общая смертность оценивалась в ≈50 миллионов и, вероятно, достигла 100 миллионов. Пандемия гриппа 1918 г. возникла в результате реассортации циркулирующего до этого человеческого вируса H1, получившего гены N1 и гены внутренних белков от птиц [140-143]. Одной из особенностей пандемии гриппа 1918 г. являлась одновременная (или почти одновременная) инфекция людей и свиней. По видимому вирус 1918 г. экспрессировал антигенно новый подтип, к которому у большинства людей и свиней в 1918 г. не было иммунитета [144]. 
Вторая пандемия гриппа произошла в 1957 г. (в Азии) и была связана с вирусом H2N2, который унес жизни около двух миллионов человек, самая высокая смертность наблюдалась среди больных старше 65 лет. [135]. Третья пандемия гриппа («гонконгский» грипп) в 1968 г. охватила население вспышкой заболевания, вызванной вирусами типа H3N2, подобными штамму А/Гонконг/1/68 и привела к гибели примерно двух миллионов человек [122, 135]. Пандемии 1957 г. и 1968 г. были вызваны новыми вирусами, появившимися в результате реассортации. Геномы трех последних пандемических ВГ (1918 H1N1, 1957 H2N2 и 1968 H3N2) произошли полностью или частично из животных резервуаров, а гены HA всех пандемических вирусов в конечном итоге - от вирусов птичьего гриппа. Установлено, что вирусы гриппа A(H1N1), впервые выделенные от свиней в 1930 г., антигенно схожи с реконструированным человеческим вирусом A(H1N1) 1918 г. [145] и, вероятно, имеют общего предка [146, 147]. С 1930 г. до конца 1990-х гг. эти вирусы «классического свиного гриппа» циркулировали среди свиней и оставались относительно антигенно стабильными [148, 149].
В 2009 г. человечество столкнулось с последней пандемией гриппа (свиной), вызванной принципиально новым вариантом ВГ А подтипа H1N1, впервые обнаруженного у свиней в Мексике в марте-мае 2009 г. [119], и лишивший жизни около 575 000 человек по всему миру [135]. «Свиной грипп» произошел от пандемического реассортантного варианта H1N1, получившего в поледствии название «A(H1N1) pdm09» [119]. В начале пандемии гриппа 2009 г. полногеномное секвенирование «A (H1N1) pdm09» показало, что это был новый реассортантный вирус, состоящий из сегментов трех основных линий swВГ(А) [121]: Сегменты генов HA, NP и NS относятся к Csw, попавших к свиньям примерно в 1918 г. и впоследствии циркулировавших у них в виде Csw и TRsw; сегменты генов NA и M относятся к евразийской генетической линии ВГС, полностью произошедшие от птичьего ВГ и, как считается, проникли в евразийскую популяцию свиней в 1979 г.; сегменты генов PB2 и PA относятся к TRsw линии ВГС; и наконец, сегмент гена PB1 находится в линии TRsw ВГС, в свою очередь заимствованый от вируса гриппа человека 1968 г. (H3N2). 
Азия является глобальным источником новых вирусов сезонного гриппа человека [150, 151], вирусов птичьего гриппа, связанных с пандемиями 1957 г. и 1968 г. [152], и новых вирусов птичьего гриппа с пандемическим потенциалом [153, 154]. С 2009 г. в нескольких исследованиях указывалось на то, что азиатские свиньи являются возможным источником реассортантного вируса свиней TRsw/Csw/EAsw, который являлся предшественником A(H1N1)pdm09. Известно, что Азия - единственный регион, где TRsw, Csw и EAsw, обмениваются сегментами посредством реассортировки [155-157]. В начале пандемии ВГ(А), идентифицированные у свиней в Гонконге (swВГ(А)), были более тесно связаны с A(H1N1)pdm09, чем с любыми другими swВГ(А), доступными в мире. 
В то время как популяция свиней может выступать в качестве резервуара для вирусов человеческого происхождения, циркулирующих с более низкой скоростью дрейфа, человеческая популяция, вероятно, вырабатывает защитный иммунитет только против недавних сезонных штаммов с более высокой скоростью дрейфа. Таким образом, человеческая популяция защищена от недавних сезонных штаммов, но остается наивной против старых штаммов, циркулирующих только у свиней  [158, 159]. Серологическое исследование показало, что инфекционный иммунитет к новым вирусам человека H3N2 обеспечивает минимальную перекрестную защиту от европейских вирусов H3N2 человеческого происхождения, циркулирующих у свиней  [160].
Вследствии этого, не смотря на то, что только подтипы H1N1, H1N2 и H3N2 являются эндемичными для свиней во всем мире, обнаруживается огромное разнообразие как в генах HA и NA, так и в остальных шести генах. В целом все пандемии последних ста лет возникли так или иначе из животных резервуаров в результате появления нового штамма ВГ(А), против которого у людей практически отсутствовал иммунитет. ВГ(А) человека и свиней тесно взаимосвязаны между собой и благодаря межвидовой передаче приводят к регулярной трансмиссии от человека к свинье и оборатно. Такая взаимосвязь ВГ(А) человека и свиней является причиной появления пандемического реассортантного варианта A(H1N1) pdm09. 
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Несмотря на то, что во всем мире в популяции свиней эндемичны только три подтипа ВГ(А) H1N1, H1N2 и H3N2, гены HA и NA демонстрируют огромное разнообразие. Большая часть наблюдаемого разнообразия ВГ(А)  является результатом двусторонней передачи между свиньями и людьми. Эти сложные эволюционные процессы были отмечены появлением тройных реассортантных вирусов H3N2 c ​​последующим сохранением кассеты внутренних генов тройной реассортации. Эта динамика способствовала возникновению многочисленных генетических и антигенно различных линий, социркулирующих у свиней по всему миру. В дальнейшем исход этих эволюционных событий был четко продемонстрирован в 2009 г. пандемией свиного происхождения [161]. 
11 июня 2009 г. Всемирная организация здравоохранения объявила первую пандемию 21 века, вызванную вирусом A(H1N1)pdm09. Данная эпидемия гриппа была выявлена в апреле 2009 г. на границе США и Мексики. Возбудитель, ответственный за эту пандемию, вирус свиного гриппа A A(H1N1)pdm09 характеризуется уникальной комбинацией генных сегментов различного происхождения, которая ранее не была идентифицирована среди вирусов человеческого или свиного гриппа A. Филогенетический анализ вируса A(H1N1)pdm09 показал, что предки 8 сегментов различны и имеют птичье, человеческое и свиное происхождение [120]. В предыдущих пандемических вирусах подтип H1 сменился на H2 в 1957 г. и с H2 на H3 в 1968 г., тогда как пандемический вирус 2009 г. имел H1 североамериканских свиней и N1 евразийских свиней, заменив циркулирующий подтип сезонного вируса H1N1 человека [162]. Филогенетический анализ всех доступных последовательностей вируса H1N1 в GenBank показал, что штаммы вируса A(H1N1)pdm09, штаммы свиней из Нью-Джерси 1976 г. и штаммы пандемического H1N1 1918 г. отличаются от штаммов сезонных ВГ человека H1N1, циркулировавших с 1918 г. (рисунок 8).
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Рисунок 8 - Филогенетическое дерево максимального правдоподобия из 3764 полноразмерных нуклеотидных последовательностей гемагглютинина штаммов A(H1N1)pdm09 из ресурса вирусов гриппа NCBI. 

Филогенетическую реконструкцию проводили с использованием RAxML версии 7.2.6. Выделены позиции штаммов пандемического гриппа 1918 г., свиного гриппа Нью-Джерси 1976 г., сезонного и пандемического гриппа человека А 2009 г.
Как указывают многие исследования, важную роль в вирулентности ВГ(А)  играет гликозилирование, подчеркивая его значимость для функции НА. Участки гликозилирования HA специфичны для клетки-хозяина и влияют на сборку, транспорт, протеолитическое расщепление, связывание с рецептором и активность слияния HA и, таким образом, на инфекционность вируса. [163-165]. Кроме того, было обнаружено, что углеводные боковые цепи, присоединенные к HA, влияют на антигенные свойства и модулируют распознавание HA с помощью CD4 + Т-клеток [166]. Гликозилирование у вируса A(H1N1)pdm09 было связано с маскировкой эпитопов на молекуле HA, которое значительно уменьшило гликозилирование в сравнении с предыдущим вирусом сезонного гриппа H1N1 [167]. Это открытие может частично объяснить, почему однократной дозы вакцины против гриппа A(H1N1)pdm09 было достаточно, чтобы вызвать иммунитет у иммунологически наивных людей.
Вирус пандемического гриппа ведет себя так же, как и другие вирусы гриппа, сохраняет инфекционность более 24 часов при низкой (˂25%) и высокой (˃80%) относительной влажности, но менее стабилен при промежуточной влажности (50%) и более высоких температурах [168, 169]. Таким образом, вирус должен быть наиболее устойчивым при низких температурах зимой. Вирус A(H1N1)pdm09 появившийся весной 2009 г. в Северной Америке и в дальнейшем распространившийся по всему миру, с тех пор циркулирует у людей и иногда передается от людей свиньям, что приводит к вирусной адаптации в популяциях свиней [170]. О передаче вируса A(H1N1)pdm09 от людей свиньям сообщалось во многих странах. В Канаде инфекция A(H1N1)pdm09 была зарегистрирована на свиноферме в апреле 2009 г., и впоследствии также выявлена передача инфекции от свиньи к свинье [171, 172]. В Австралии в течение 2009 г. у свиней было зарегистрировано по меньшей мере три вспышки A(H1N1)pdm09 [173]. Также есть сообщения об инфицировании свиней A(H1N1)pdm09 в 2009 г. в Юго-Восточной Азии, в том числе в Таиланде и Вьетнаме [174, 175]. По меньшей мере 25 стран сообщили о возникновении инфекции A(H1N1)pdm09 у свиней в МЭБ [176].
[bookmark: _Toc101518791][bookmark: _Ref106699850]Накопленые в настоящее время научные данные о циркуляции ВГС имеют большое значение для понимания эпидемиологии и эволюции ВГ [177]. После пандемии 2009 г. генетический контроль циркуляции ВГС показал совместную циркуляцию различных подтипов ВГ(А). Так, активное наблюдение, проведенное в США у свиней от четырех до 24-недельного возраста и старше выявило одновременное заражение вирусами гриппа H3N2 и H1N1pdm09. В Китае 24% обследованных свиней дали положительный результат на сочетанную инфекцию на вирусы H1 и H3. Полногеномный филогенетический анализ ВГ(А) в США в 2009-2016 гг., продемонстрировал наличие 44 различных генотипов H3N2, причем большинство этих генотипов содержат по крайней мере один сегмент гена пандемического вируса 2009 г. Сосуществование различных штаммов ВГС у отдельных особей способствует реассортации генов и появлению новых штаммов с зоонозным потенциалом. [178].
Многолетние наблюдения выявили появление новых реассортантов H1N1. Так в Германии в 2013 г. выявлен ВГС подобный свиным H1N1, с гемагглютинином полученным от человеческого вируса гриппа и птичьей нейраминидазой и внутренними генами [179]. Известны случаи заражения всеми типами ВГ, зарегистрированными в популяциях свиней во всем мире. Многочисленные сообщения об инфицировании свиней вирусами птичьего гриппа, зафиксированные в последние два десятилетия в Китае, США, Канаде, Южной Корее, Нигерии и Египте, предоставляют доказательства межвидовой передачи ВГ от птиц свиньям. Генетическое разнообразие ВГС расширяет межвидовая передача ВГ H3N8 от лошади к свинье в Китае. Появление двойных и тройных реассортантных ВГ, возникших у свиней в результате рекомбинации птичьих, человеческих и свиных штаммов, еще больше увеличили генетическое разнообразие ВГС. Глобальная тревога и значительная угроза общественному здоровью связаная с последней пандемией COVID-19, еще раз подтверждает необходимость активного эпиднадзора за зоонозными вирусными заболеваниями с пандемическим потенциалом [177]. 
В связи с реальной угрозой появления новых ВГ от свиней для предотвращения будущих пандемий гриппа необходимо проводить активный надзор за циркуляцией ВГС, включающий их генетическую характеристику, необходимую как для контроля эволюции вирусов в поголовье свиней и разработки чувствительных и специфических диагностических тестов, так и для выбора вакцинного штамма. В свою очередь эффективность вакцин должна оцениваться в контексте серологической перекрестной реактивности при появлении новых вариантов. Кроме того решающее значение для эпиднадзора за гриппом имеет успешная изоляция вируса, необходимая для определения его типовой и подтиповой принадлежности и дальнейшей характеристики.
Для получения полной картины отличий наиболее известных вирусов между собой и с вирусом A/H1N1/2009pdm приведена таблица аминокислотных последовательностей гемагглютинина и нейраминидазы в сравнении с вирусом гриппа 1918г. и птичьим вирусом гриппа А/H5N1, содержащие сайты патогенности.
Аминокислотная последовательность НА различных субтипов вирусов гриппа характеризуется невысокой степенью гомологии, лишь около 35% аминокислот в структуре НА у них сходны. Несмотря на то, что вирусы разных типов и субтипов отличаются невысокой степенью гомологии аминокислотных последовательностей, в молекулах HA существует общность архитектурных конструкций, основных функциональных областей и консервативных участков. 
Большинство аминокислотных замен, влияющих на антигенные свойства вирусов и приводящих к возникновению новых эпидемически актуальных вариантов вирусов гриппа, локализованы в ограниченных районах поверхности НА — антигенных сайтах.
Для молекулы HA вируса гриппа были определены пять основных антигенных сайтов, изменения в которых коррелируют с изменениями антигенных свойств — A, B, C, D, Е. Гомология последовательности НА вирусов гриппа A подтипа H1N1pdm, выделенных в 2009 г., в сравнении с  штаммом A/Brisbane/59/2007 (H1N1), используемым до 2009 г. в качестве вакцинного, составила 79%. НА вируса гриппа A/California/07/2009 содержит 103 аминокислотных замены, при этом более 30 из них находятся в антигенных сайтах, а более 20 являются существенными, и связаны с изменением заряда или полярности. 

[image: ]

[bookmark: _Hlk160115069]Рисунок 9 - Выравнивание аминокислотных последовательностей гемагглютинина и нейраминидазы вирусов гриппа 1918г., A/H1N1/2009pdm и птичьего вируса гриппа А/H5N1 [180].

Жирным шрифтом выделены сигнальные пептиды HA и NA, гомологи последовательностей представлена обычным образом (точками), красным цветом обозначен сайт расщепления HA1 и HA2 у вирусов А/H5N1, голубым цветом – аминокислотные остатки, вовлеченные в третичной структуре в образование сайта связывания с сиаловым рецептором, серые прямоугольники – потенциальные сайты гликозилирования, зеленым цветом – консервативные аминокислотные остатки активного центра NA 

[bookmark: _Toc164666986]1.8 Циркуляция вируса гриппа в популяции свиней на территории Казахстана
ВГ из-за большого количества хозяев и высокого зоонозного потенциала представляет повсеместную опасность заражения не только свиней, но и других сельскохозяйственных продуктивных животных: крупного рогатого скота, овец, коз, лошадей, верблюдов, и птиц, особенно при наличии общих пастбищ и водопоев. Производство и торговля продуктами животного происхождения являются важным сектором государственной экономики, что обусловлено не только особенностями казахстанской культуры, но и стремлением выйти с экспортом отечественной продукции на мировой рынок. Так, по данным Комитета по статистике Министерства национальной экономики Республики Казахстан, на начало 2020 г. поголовье КРС составило 7 436,4 тыс. голов, свиней - 813,3, овец и коз – 19 155,7, лошадей – 2 852,3, верблюдов, и птиц всех видов – 45,0 млн голов. В современных условиях для развития и улучшения данного сектора наша страна нуждается в улучшении мер эпизоотологического и экономического характера по контролю и предотвращению распространения эпизоотических инфекций. 
Большую опасность с точки зрения распространения ВГ представляют пути пересечения миграций диких животных (в частности диких кабанов), и, особенно, перелетных птиц с сельскохозяйственными пастбищами и природными водоемами. В условиях природных пастбищ не исключен контакт сельскохозяйственных и диких животных и дальнейшее распространение через них ВГ среди домашних свиней и передачи инфекции от свиней людям. Из-за прямой и обратной взаимосвязи между людьми и свиньями страны запрещали импорт свинины и продуктов свиноводства из стран, где были подтверждены случаи заболевания. Следует отметить, что первая пандемия XXI столетия, вызванная вирусом – реассортантом с уникальной комбинацией генов вирусов Н1N1, Н1N2, Н3N2 птиц, свиней и человека, унесла жизни более полумиллиона человек по всему миру [135].
Контроль и предотвращение эпизоотий гриппа среди свиней представляют собой предмет осуществления эффективного международного сотрудничества по предотвращению трансграничного распространения инфекционных болезней животных, представляющих собой риск зоонозных инфекций человека, как для ветеринарных организаций ФАО и МЭБ, так и ВОЗ. Данная проблема представляется серьезной также и для Казахстана, как члена международного сообщества, обладающего огромной территорией с несколькими путями миграций диких птиц и протяженной сухопутной границей.
С целью выявления циркуляции ВГС на территории РК с 2012 по 2017 гг. проведен эпизоотический мониторинг. По данным Комитета статистики РК на 1 октября 2021 г. поголовье свиней в Республике составило 960,8 тыс. голов. Мониторинг охватил семь областей РК, где развито свиноводство и наблюдается наибольшее количество поголовья свиней (рисунок 9). На рисунке 9 представлено географическое расположение мест сбора биологических проб от свиней с 2012 по 2021 гг. и количество свинопоголовья в каждой области РК на 2021 год. Как известно, Казахстан занимает девятое место в мире по площади территории, в связи с чем результаты мониторингового исследования разделены на пять основных географических районов: Западный, Северный, Восточный, Южный и Центральный Казахстан.
На западе Республики ежегодному мониторингу подлежали Актюбинская область – 62,8 тыс. голов; на севере: Северо-Казахстанская – 258,3 тыс., Павлодарская – 77,5 тыс и Костанайская – 214,5 тыс.; на востоке – Восточно-Казахстанская – 78,7 тыс.; на юге – Алматинская – 63,1 тыс. и в центре - Карагандинская – 84,5 тыс. особей. Следует отметить, что поголовье свиней в частных подворьях и животноводческих хозяйствах в различных регионах РК распределено крайне неравномерно. Наибольшее количество свинопоголовья регистрируется в Северо-Казахстанской и Костанайской областях, а наименьшее в Мангистауской, Атырауской, Кызылординской, Туркестанской, Жамбылской и Западно – Казахстанской, где количество свиней не превышает 30 тыс. голов.
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- точки отбора вирусологических проб

Рисунок 9 - Карта, показывающая плотность свиней в РК на 2021 год и географическое расположение мест сбора биологических проб от свиней 2012–2021 гг.

В связи с этим сбор биопроб проводился в крестьянских животноводческих хозяйствах, расположенных в семи областях с наибольшим количеством поголовья свиней. Так, в эпидемические периоды 2012–2017 гг. в популяциях свиней животноводческих хозяйств Актюбинской, Алматинской, Восточно-Казахстанской, Карагандинской, Павлодарской, Костанайской и Северо-Казахстанской областей Республики Казахстан собрано 1720 носоглоточных смывов.
На рисунке 10 представлены результаты обследования на грипп свиней 2-6-месячного возраста, содержащихся в крестьянских хозяйствах и животноводческих комплексах. Процентное соотношение собранных носоглоточных смывов составило: в Актюбинской – 19,99%, Алматинской – 8,81%, Восточно-Казахстанской – 14,57%, Карагандинской – 22,62%, Костанайской – 18,04%, Павлодарской – 10,41% и 5,55% в Северо-Казахстанской.


Рисунок 10 – Процентное соотношение носоглоточных смывов, собранных в различных регионах Казахстана с 2012 по 2017 гг.

Результаты первичного скрининга в РТ-ПЦР 1720 собранных носоглоточных смывов показаны на рисунке 11. РНК ВГ(А) обнаружена в 398 биопробах, что составляет 23,14% от общего числа проб. Как показано на рисунке 11, процент инфицированных животных остается на одном уровне, в среднем от 18,00 до 48,70 процентов.
Лабораторная диагностика методом РТ-ПЦР 398 биопроб, положительных на грипп типа А, выявила наличие двух подтипов: А/H1N1 в 259 биопробе, что составляет 64,78% от всех ПЦР-положительных проб и А/Н3N2 в 15 носоглоточных смывах или 4,03% от позитивных проб. В 116 смывах (31,18%) установить подтип ВГ(А) не удалось (рисунок 12). В соответствии с рисунком 12, превалирующим подтипом ВГ(А) является А/H1N1 – 259 положительных проб.



Рисунок 11 – Общее количество носоглоточных смывов и положительных проб на тип А, собранных с 2012 по 2017 гг.

В целом, частота выявления положительных проб на подтипы ВГ А/H1N1 и А/H3N2 в период с 2012 по 2017 гг. различалась, в тоже время, оба подтипа ВГ были активны на протяжении всего периода. 



Рисунок 12 – Долевое соотношение подтипов А/H1N1 и А/H3N2 от всех ПЦР положительных проб на тип А, собранных с 2012 по 2017 гг.

Сравнительный ретроспективный анализ распространения ВГС в крестьянских и животноводческих хозяйствах в разрезе областей РК за период 2012 – 2017 гг. выявил, что регистрация ВГ(А) отмечается из года в год в каждой исследуемой области (рисунок 13) [181]. Исходя из данных рисунка 13, следует отметить, что процентное соотношение ВГС среди популяции свиней Казахстана в каждой области варирует в пределах 4,00 - 85,11.
Таким образом, эпидемические сезоны 2012 – 2017 гг. характеризовались социркуляцией ВГ А/H1N1 и А/H3N2, с преобладанием А/H1N1 в популяциях свиней на территории Казахстана.
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Рисунок 13 – Процент соотношения позитивных проб на тип А к количеству носоглоточных проб в разрезе областей РК за период 2012 – 2017 гг.
[bookmark: _Toc164666987]2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

[bookmark: _Toc164666988][bookmark: _Toc101362866]2.1 Материалы исследования
[bookmark: _Toc164666989][bookmark: _Toc101362875]2.1.1 Штаммы и сыворотки вирусов гриппа 
В работе использованы ВГ с антигенными формулами A/H1N1, A/H3N2 и типа В, из которых шесть штаммов ВГС, изолированные с 2018 по 2019 гг., четыре изолята ВГ, выделенные от свиней в 2012 и 2014 гг. и семь референсных штаммов, хранящиеся в коллекции лаборатории биохимии вирусов ТОО «Научно-производственный центр микробиологии и вирусологии» (таблица 4) и четыре гриппозных диагностикума: A/Michigan/45/2015 (H1N1)pdm, А/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 (H3N2), В/Phuket/3073/2013 (B/Yamagata Lineage) и В/Colorado/06/2017 (B/Victoria Lineage) производства ФГБУ НИИ гриппа Минздравсоцразвития Росcии (г. Санкт-Петербург).
 
Таблица 4 – Характеристика казахстанских и эталонных штаммов вируса гриппа 
	
№
	Полное наименование изолята
	Титр РГА 
	Инфекционная активность, lgЭИД50/0,2мл

	1.
	А/свинья/Алматы/45/19
	1:1024*
	3,82

	2.
	А/свинья/Павлодар/44/19
	1:1024
	5,82

	3.
	А/свинья/Павлодар/43/19
	1:1024
	5,43

	4.
	А/свинья/Петропавловск/03/18
	1:512
	7,98

	5.
	А/свинья/Петропавловск/02/18
	1:1024
	7,82

	6.
	А/свинья/Петропавловск/01/18
	1:1024
	6,50

	7.
	А/свинья/Актобе/15/14
	1:512
	3,43

	8.
	А/свинья/Актобе/10/14
	1:1024
	4,23

	9.
	А/свинья/Костанай/23/14
	1:1024
	4,23

	10.
	А/свинья/Костанай/06/12
	1:128
	4,67

	11.
	A/California/04/09 (Н1N1) pdm
	1:512
	8,00

	12.
	A/New Jersey/8/76 (H1N1)
	1:512
	8,78

	13.
	A/swine/USA/1976/31 (Hsw1N1)
	1:1024
	8,0

	14.
	А/swine/Iowa/15/30 (Hsw1N1)
	1:1024
	8,8

	15.
	А/Wisconsin /67/05 (H3N2)
	1:1024
	2,77

	16.
	A/Perth/16/09 (H3N2)
	1:256
	9,5

	17.
	A/Panama/2007/99 (H3N2)
	1:1024
	9,77

	Примечание - *титры гемагглютинирующей активности в РГА.



[bookmark: _Ref105425268]Для постановки РТГА использовали кроличьи сыворотки, полученные ранее к референсным штаммам ВГ(А) подтипов H1N1, H1N1 pdm, Hsw1N1 и H3N2 (таблица 4) и хранящиеся в коллекции лаборатории биохимии вирусов ТОО «Научно-производственный центр микробиологии и вирусологии», так и коммерческие наборы диагностических сывороток к ВГ (А) и (В) производства ООО «ППДП» (г. Санкт-Петербург, Россия) [182].

[bookmark: _Toc164666990]2.1.2 Системы культивирования для изоляции вирусов гриппа
Для изоляции и клонирования ГАА ВГС использовали 9-11-суточные РКЭ из птицефабрики АО «Аллель Агро» (Алматинская обл., Казахстан) и перевиваемые линии клеток MDCK и СПЭВ из коллекции клеточных линий человека и животных ТОО «Научно-производственное предприятие «АНТИГЕН»» (г. Алматы, Казахстан): 
- MDCK (Madin-Darby canine kidney, перевиваемая культура клеток эпителия почки собаки, АТСС Catalogue of Cell Lines a.Hybridoms,7-ed, 1992,:21);
- СПЭВ (свиная почка эмбриональная версинированная, Тез. докл. 2-й научной конф. МНИИВП. М.,1960.57, НИИ вирусологии РАМН; НИИ гриппа РАМН; ИНЦ РАН).

[bookmark: _Toc164666991]2.1.3 Лекарственные препараты
[bookmark: _Ref105422040]Для определения лекарственной устойчивости вирусов изучали действие четырех препаратов, вошедших в Перечень лекарственных средств Клинического протокола диагностики и лечения ГРИППа и ОРВИ (Одобрен Объединенной комиссией по качеству медицинских услуг
МЗ РК от «19» апреля 2019 г. Протокол №63) [183]:
· Ремантадин - гидрохлорид римантадина (альфа-метилтрицикло[3.3.1.1/.7]декан-1-метанамин 100 мг/капсула, АО «Olainfarm», Латвия, РК-ЛС-5№019143; 
· Тамифлю - фосфат осельтамивира (этил(3R,4R,5S)-5-амино-4-ацетамидо-3-(пентан-3-илокси)-циклогекс-1-ен-1-карбоксилат) 75 мг/капсула, «Cenexi SAS», Франция, упаковано «F. Hoffmann-La Roche AG», Швейцария РК-ЛС-5№004498; 
· Арбидол - умифеновир гидрохлорида моногидрат в пересчете на умифеновира гидрохлорид (этиловый эфир 6-бром-5-гидрокси-1-метил-4-диметиламинометил-2-фенилтиометилиндол-3-карбоновой кислоты) 100 мг/капсула, ОАО «Фармстандарт-Лексредства», г. Курск, Россия, РК-ЛС-5№014944;
· [bookmark: _Ref105404626][bookmark: _Ref105428538]Ингавирин - имидазолилэтанамид  пентандиовой кислоты – витаглутам, 90 мг/капсула, ОАО «Валента Фармацевтика», Россия, РК-ЛС-5№014881 [184, 185].

[bookmark: _Toc164666992]2.2 Методы исследования
[bookmark: _Toc164666993]2.2.1 Сбор носоглоточных смывов и венозной крови
Носоглоточные смывы собирали стерильными ватными тампонами, которые погружали в 2 мл транспортной среды 199 с 0,5% бычьим сывороточным альбумином и комплексом антибиотиков (пенициллин 50 000 ед/мл, стрептомицин 50 мкг/мл, гентамицин 3 000 мкг/мл, нистатин 5 000 ед/мл). Пробы выдерживали в течение суток при 4°С и хранили в жидком азоте (-196ºС). 
Кровь для РТГА брали из хвостовой или ушной вены в вакуумную пробирку с разделительным гелем и хранили в штативе в вертикальном положении при температуре 2 – 4°С [186].

[bookmark: _Toc164666994]2.2.2 Серологический анализ сывороток крови 
Специфические антитела в сыворотках крови, собранных из ушной или хвостовой вены свиней, определяли в РТГА. 
К последовательно разведенным испытуемым сывороткам от 1:10 до 1:640 в объеме 25 мкл добавляли равное по объему (25 мкл) количество определенного вида вируса в четырехкратном титре. Плашку встряхивали и к смеси добавляли раное количество 50 мкл 0,75% взвеси куриных эритроцитов. Тщательно перемешав смесь, плашку инкубировали в течение 30 мин при комнатной температуре.    Защитный уровень антител в крови в РТГА определяли как значение титра антител 1:40 и более [187].

[bookmark: _Toc164666995]2.2.3 Освобождение сывороток от неспецифических ингибиторов
Для удаления неспецифических термостабильных γ-ингибиторов иммунные сыворотки обрабатывали рецепторразрушающим энзимом (RDE) из неочищенного фильтрата V. Cholerae (Denka Seiken Co. Ltd. Tokyo, Япония). 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.
Для удаления термолабильных ингибиторов типов α и β сыворотки прогревали при температуре 56ºС в течение 30 мин. 

[bookmark: _Toc164666996]2.2.4 Изоляция и клонирование вирусов гриппа 
Для выделения ВГС из ПЦР положительных носоглоточных смывов и клонирования ГАА использовали 90-100% монослой перевиваемых линии клеток MDCK и СПЭВ, обладающих наибольшей чувствительностью к ВГ, с применением наборов реактивов производства Invitrogen (ThermoFisher Scientific) (США) [188] и Sigma-Aldrich (Merck) (Германия) [189].
Перевиваемые линии клеток MDCK и СПЭВ культивировали на матрацах объемом 75 см3 с ипользованием ростовой среды, состоящей из питательной среды Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), либо Minimum Essential Media (MEM), 10% фетальной бычьей сыворотки (FBS) и антибиотиков Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL, Pen Strep). Для снятия полного монослоя клеток использовали 0,25% Trypsin-EDTA (1X). Подсчет клеток проводили после окрашивания 0,4% Trypan Blue Solution. 
[bookmark: _Toc101362870]Перед заражением сформированный 90-100% монослой КК три раза промывали стерильным раствором Hank’s balanced salt solution, чтобы удалить сывороточные антитела и ингибиторы. В каждую пробирку со скошенным дном вносили по 0,1-0,2 мл вируссодержащего материала, проверив на бактериальную стерильность. После 30-60 мин контакта при 37°С в термостате вносили по 2,5-3 мл поддерживающей среды, состоящей из питательных сред Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), либо Minimum Essential Media (MEM) с 5% БСА и 1М HEPES-буфера и с добавлением 0,01% TPCK-treated трипсина. 
[bookmark: _Ref105148586]С целью выявления цитопатогенного действия (ЦПД) ВГ вели ежедневное наблюдение за инфицированным монослоем клеток при помощи широкопольного инвертированного микроскопа (Meiji Techno ТС5200, Япония) под увеличениями х10, х20 [190-192].
Изоляцию и клонирование гемагглютинирующих агентов (ГАА) проводили также на 9-11 дневных РКЭ с инокуляцией вирусного материала объемом 300 мкл в хорион-аллантоисную полость. Инфицированные КЭ инкубировали в термостате с вентиляцией (Binder КТ 115 Е6, Германия) в вертикальном положении при 350С в течении 36 часов. Наличие ВГ подтверждали в реакции гемагглютинации (РГА).

[bookmark: _Toc164666997]2.2.5 Идентификация изолированных штаммов 
[bookmark: _Ref105148293]Идентификацию изолятов проводили в РТГА и РИНА микрометодом согласно рекомендации ВОЗ [189, 193, 198],  а также в РТ-ПЦР с применением наборов реагентов производства ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора (Москва, Россия) (таблица 5) [193]. 
Идентификацию подтипов НА выделенных казахстанских изолятов ВГС 2018-2019 гг. в РТГА осуществляли с использованием двухкратных разведений ряда диагностических сывороток в объме 0,025 (0,05) мл соединенных с равным объемом рабочего разведения (4 АЕ) вируса. Рабочее разведение антигена, содержащееся в 0,025 мл 4 АЕ, готовили путем разведения антигена ФБС во столько раз, сколько получают от деления на 8 числа, соответствующего гемагглютинирующему титру.

[bookmark: _Toc164666998]2.2.6 Молекулярно-биологические методы исследования
[bookmark: _Toc164666999]2.2.6.1 Полимеразно-цепная реакция в режиме «реального времени» 
[bookmark: _Ref105424924]Первичный скрининг биологических образцов и идентификацию изолированных штаммов выполняли в ПЦР в режиме «реального времени» с гибридизационно - флуоресцентной детекцией. Выделение РНК и проведение реакции обратной транскрипции РНК (синтез кДНК) осуществляли с использованием комплектов реагентов «РИБО-преп» и «РЕВЕРТА-L».  Амплификацию проводили на приборе Rotor Gene Q6 (QIAGEN, Германия) с применением наборов реагентов производства ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора (г. Москва, Россия) (таблица 5) [194]. 
Полученные результаты интерпретировали на основании данных об уровне флуоресцентного сигнала относительно фона по каналам FAM/Green, JOE/Yellow и ROX/Orange для контрольных образцов и проб кДНК, выделенных из исследуемых образцов.

Таблица 5 – Наборы реагентов и их гены-мишени для определения типов и подтипов вирусов гриппа 
	Полное наименование набора реагентов Вариант FRT
	Ген-мишень
	Аналитическая чувствительность (предел обнаружения)

	АмплиСенс® Influenza virus A/B-FL
	M ген ВГ (A) и  NS ВГ (В)
	1х103 ГЭ/мл*

	АмплиСенс® Influenza virus «ГРИПП»
	
	5х103 ГЭ/мл

	АмплиСенс® Influenza virus A-тип -FL
	HA и NA ВГ типов А/H1N1 и А/H3N2
	1х103 копий/мл

	АмплиСенс® Influenza virus А/H1-swine-FL
	НА ВГ А/H1 swine pdm/09
	1х103 копий/мл

	АмплиСенс® Influenza virus A-тип-H5, Н7, H9-FL
	H5, Н7, H9
	1х103 ГЭ/мл

	Примечание - * Количество геномных эквивалентов микроорганизмом в 1 мл образца клинического материала.





[bookmark: _Toc164667000]2.2.6.2 Подготовка ПЦР-продуктов к секвенированию
Выделение РНК из носоглоточных смывов и очищенного вируса объемом 250 мкл с целью амплификации и последующего секвенирования проводили с использованием комплекта реагентов PureLink Viral RNA/DNA Mini Kit (Invitrogen, США). Количественные измерения РНК осуществляли с помощью набора Qubit RNA HS (High Sensitivity, Invitrogen, США) согласно инструкции, для флюориметра Qubit 2.
ОТ-ПЦР провели с использованием комплекта реагентов Super Script IV Reverse Transcriptase (Invitrogen, США) и праймера Tuni12 при следующих условиях: обратная транскрипция при 48°С - 45 мин, начальная 2 мин. денатурация при 95°С и амплификация в 30 циклах, включающая денатурацию (94°С, 30 сек), отжиг праймеров (52°С, 30 сек) и удлинение цепи (72°С, 30 сек) с последующей окончательной элонгацией при 72°С, 10 мин.
Для последующей амплификации полученной кДНК был использован набор реагентов Phusion High-Fidelity DNA Polymerase и праймеры для каждого сегмента [195]. Амплификацию сегментов ВГ осуществляли при следующем режиме:
Денатурация - 95 °С-5мин; 
ПЦР амплификация, 40 циклов:
Денатурация - 94°С -1 мин,
Отжиг праймера - 57°С -1 мин,
Элонгация - 72 °С- 1 мин;
Финальная элонгация - 72 °С- 5 мин.
Перед внесением ПЦР продуктов в реакцию секвенирования по Сэнгеру произвели ферментативную очистку ПЦР продуктов набором ExoSAP согласно инструкции производителя. 
Для NGS секвенирование очистку ПЦР продуктов от dNTP, солей, димеров праймеров и других примесей выполнили обратимой твердофазной иммобилизацией нуклеиновых кислот на парамагнитных частицах AMPure XP согласно инструкции производителя. 
Концентрацию продуктов ПЦР оценивали спектрофотометрически на приборе Qubit 2.0 с применением набора Qubit dsDNA HS Assay Kit. 
Электрофорез продуктов амплификации ДНК вирусов проводили в 2% растворе высокоочищенной агарозы в трис-ацетатном буфере (Invitrogen, США) в камере Scie-Plas HU-10 при напряжении 88V (8 вольт/см) на оборудовании Consort EV215 (Cleaver Scientific, Великобритания). Визуализацию ДНК проводили в Гель документирующей системе GelMax 125 Imager (Upland, CA, США).

[bookmark: _Toc164667001]2.2.6.3 NGS секвенирование на платформе Illumina MiSeq
Определение нуклеотидной последовательности полного генома ВГ осуществляли путем NGS секвенирования на платформе Illumina MiSeq.
ДНК- библиотеки готовили из полученных ПЦР продуктов (каждого из сегментов вируса гриппа) с использованием набора Illumina DNA Prep, (M). В ходе подготовки библиотек было проведено тагментирование ДНК, лигирование сиквенсных адаптеров и их амплификация. Баркодирование библиотек осуществляли с использованием набора Nextera DNA CD Indexes.
Анализ качества геномных библиотек был проведён при помощи биоанализатора на основе капиллярного электрофореза Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, США) с использованием набора DNA 12000 Kit
Определение нуклеотидной последовательности генов вируса гриппа осуществляли путем NGS секвенирования на платформе Illumina MiSeq, с использованием набора MiSeq Kit v3 (Illumina, США), позволяющего получать парноконцевые чтения длиной 300 п.н.
После завершения секвенирования на приборе Illumina MiSeq были получены файлы в формате fastq. Качество полученных ридов определяли с помощью программы FastQC. На протяжении большей части длины ридов качество секвенирования оставалось стабильным во всех образцах. Среднестастические значения качества ридов были выше 20 единиц по Phred Score. Анализ нуклеотидного состава по позициям в ридах показал в среднем равномерное распределение независимо от локализации в сиквенсе, за исключением последних 100 нуклеотидов. После оценки качества ридов, был проведен тримминг сиквенсов с использованием инструментов, имплементированных в платформе Galaxy. Были удалены последние 100 нуклеотидов. После проведенной оптимизации, качество полученных ридов соответствовало Q25 – Q30. 
Сборку нормализованных ридов проводили на референс–геном, в качестве которого использовали комбинированный геном в формате fasta, включающий последовательности генов, относящихся к разным антигенным группам. 
Для выравнивания полученных ридов на референтный геном, использовали программу Bowtie2, имплементированную в пакете программ UGENE v.1.32.0. 
В ходе выравнивания ридов на референс-гены, были обнаружены небольшие пробелы в последовательностях. Для закрытия обнаруженных в генах пробелов проводили отдельное дополнительное секвенирование генов по технологии Сэнгера на приборе AppliedBiosystems 3100 (США). Полученные риды позволили закрыть отсутствующие участки. 
По полученным нуклеотидным последовательностям генов белков ВГС построены филогенетические древа по методу Neighbor Joining с однопараметрическим алгоритмом Джукса-Кантора и значением Max Seq Difference равным 0,5. Для построения древ использовали программное обеспечение Mega6.06 и Tree Viewer version 1.17.5, имплементированное в базе данных NCBI. 
Для определения характера аминокислотных замен использовали таблицу физико-химических дистанций Р. Грентсема [188], учитывающую три параметра взаимозаменяемых аминокислотных остатков: полярность, объем и состав, определяемый как соотношение атомных масс неуглеродных атомов, входящих в концевые группы или кольца, к атомным массам углеродов боковых радикалов. При значении физико-химической дистанции большем 57,9 замена считается консервативной, в обратном случае – радикальной [196]. Согласно представлениям Р. Грэнтсема (1974), основными детерминантами эволюции белков являются физико-химические силы. Р. Грэнтсем считает, что эволюционное различие между аминокислотами, определяемое их относительными частотами замены (relative substitution frequency, RSF), зависит от физико-химических свойств их боковых радикалов. Другими словами, вероятность замены одной аминокислоты на другую тем выше, чем ближе их физико-химические свойства. Наиболее сильно с RSF коррелируют несколько свойств боковой цепи аминокислот: состав, полярность и объем (r = 0,49, 0,47 и 0,37 соответственно). Состав (с) определяется как отношение атомных масс неуглеродных элементов в концевых группах или кольцах к атомным массам углеродов, входящих в боковую цепь. Это довольно простой способ отражения различий состава между аминокислотами. Например, боковая цепь серина — СН2ОН, с = 17/12 (1,42), лизина — ССССNH2, с = 16/48 (0,33). Различие состава этих аминокислот можно вычислить по формуле: ссер − слиз = 1,42 – 0,33 = 1,09. [197].

2.2.6.4 Секвенирование по технологии Сэнгера 
Для закрытия обнаруженных в генах пробелов проводили отдельное дополнительное секвенирование генов по технологии Сэнгера на приборе ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США).
Определение нуклеотидной последовательности фрагментов кДНК вирусов проводили с использованием набора для термоциклического ПЦР секвенирования (Seq PCR) по Сэнгеру BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, США), согласно инструкции изготовителя. Электрофорез ДНК осуществляли на автоматическом генетическом анализаторе ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США).
[bookmark: _Toc101362869]Очистку продуктов ПЦР-секвенирования проводили спиртовым осаждением:
К 10 мкл образца добавляли 40 мкл полученной смеси из 3М ацетата Na рН 4.6, 95% C2H5OH, перемешивали, инкубировали при комнатной температуре в течение 30 мин. Далее к осадку добавляли 150 мкл 75% этанола, перемешивали и осаждали центрифугированием при 15600g в течение 30 мин. при температуре 4оС. Супернатант выбрасывали, осадок подсушивали при 56оС в течение 2 мин. и растворяли в формамиде, с последующим инкубированием при комнатной температуре. Далее денатурировали при 95°С в течение 2 мин., затем охлаждали во льду и загружали в автоматический генетический анализатор [198].

[bookmark: _Toc101362871][bookmark: _Toc164667002]2.2.7 Методы изучения биологических свойств вирусов гриппа свиней
[bookmark: _Ref105148796]Наличие и гемагглютинирующий титр ВГС в аллантоисной и культуральной жидкостях, инфицированных КЭ и КК MDCK, определяли в РГА общепринятым методом с использованием 0,75% взвеси куриных эритроцитов [189, 199, 200].
[bookmark: _Ref105658661]Инфекционную активность выделенных штаммов ВГС по методу L. Reed и H. Muench [201] определяли на КЭ и КК MDCK на основании оценки эмбриональной инфекционной дозы и тканевой цитопатогенной дозы и выражали в lgЭИД50/0,2 мл  и lgТЦД50/0,2 мл, соответственно.
Термочувствительность HА определяли по разнице титров HА до и после прогревания при 56°С в течение 5, 15, 30, 60 и 120 мин [202].
[bookmark: _Ref104887131]Спектр гемагглютинирующей активности штаммов ВГС выявляли в РГА с 0,5% суспензиями эритроцитов курицы, морской свинки, барана, лошади, человека «0» группы [203].
Оценку скорости адсорбции вирусов проводили на формалинизированных куриных эритроцитах при постоянном помешивании при 4°С в течение 18 ч. и по титру НА в надосадочной жидкости высчитывали процент адсорбировавшегося вируса. Скорость элюции с эритроцитов определяли в забуференом физиологическом растворе при 37С и высчитывали процент элюировавшего вируса через 30, 60, 120, 180, 240 мин. 
Чувствительность выделенных штаммов к сывороточным неспецифическим ингибиторам определяли в РТГА с нативными и прогретыми (62оС - 30 мин, 100оС – 10 мин) сыворотками крови морской свинки, курицы и кролика.

[bookmark: _Toc164667003]2.2.8 Чувствительность к различным концентрациям противовирусных препаратов
Для определения лекарственной устойчивости изолированных штаммов ВГС изучали действие в активной форме четырех коммерческих препаратов: Ремантадина, Тамифлю, Арбидола и Ингавирина, включенных в Государственный реестр лекарственных средств и медицинских изделий [183, 184].
В экспериментах препараты разводили в ФБР (ph7,2) в концентрации 50 мг на 1 мл раствора и выдерживали около 30 мин. при температуре 36,6°С до полного их растворения. 
Эмбриотоксичность противогриппозных препаратов определяли путем их введения в объеме 0,2 мл ФБР (в дозах от 10 мг до 0,04 мг) в хорионаллантоисную полость эмбриона. Контролем служила группа, которой вводили раствор ФБР без добавления препарата. Результаты учитывались по количеству погибших КЭ в течение всего периода до вылупления цыплят [204].
Вирусингибирующую активность изучали путем добавления равного объема исследуемого ВГС (100 ЭИД50/0,2мл) к препарату в разведении от исходного до 1:256 (от 50 мг/мл до 0,20 мг/мл). Полученную смесь выдерживали 60 мин при 36,6°С, затем вводили в аллантоисную полость КЭ в объеме 0,2 мл. Контролем служили две группы эмбрионов: 1-ая – чистый раствор ФБР, 2-ая – вирус в смеси с равным объемом ФБР. Опытные и контрольные группы КЭ инкубировали при 36,6°С в течение 48 ч. Противовирусное действие определяли по наличию гемагглютинирующей активности вируса в аллантоисной жидкости. 
Чувствительность выделенных штаммов ВГС к различным концентрациям противовирусных препаратов оценивали по степени подавления репродукции 100 ЭИД50/0,2 мл вируса различными концентрациями препаратов в КЭ [205]. Дозу препарата, подавляющую титр вируса в РГА в два раза по сравнению с контролем, считали ингибирующей концентрацией (ИК50). Для каждой комбинации концентрации препарата проводили три независимых эксперимента по пять куриных эмбриона в каждом из них. 

[bookmark: _Toc164667004]2.2.9 Изучение антигенных взаимосвязей штаммов вируса гриппа свиней
Антигенные свойства поверхностных гликопротеидов шести казахстанских изолятов ВГС 2018-2019 гг. исследовали в перекрестной РТГА с использованием кроличьих иммунных сывороток, полученных к пяти североказахстанским изолятам (44/19; 43/19; 03/18; 02/18 и 01/18) и одному алматинскому штамму (45/19), а также референсных сывороток к актюбинским и костанайским штаммам ВГС 2012-2014 гг. и к эталонным штаммам, полученных ранее и хранящихся в коллекции лаборатории биохимии вирусов ТОО «Научно-производственный центр микробиологии и вирусологии».

[bookmark: _Toc164667005]2.2.9.1 Концентрация вирусов
С целью концентрации вируса вируссодержащую аллантоисную жидкость осветляли центрифугированием при 4500 об/мин в течение 30 мин при 4°С. Вирусы концентрировали путем ультрацентрифугирования осветленной аллантоисной жидкости на центрифуге "Beckman Coulter Optima L-80" при 29000 об/мин, 120 мин, 4°С. Дальнейшую очистку концентрированного вирусного материала проводили в градиенте плотности сахарозы (20%-60%) [206]. Вирус собирали на границе раздела между 30% и 60%-ми растворами сахарозы, разводили десятикратным объемом ФБР (рН 7,2) и переосаждали центрифугированием при 29000 об/мин в течение 120 мин при 4°С. Полученный осадок ресуспендировали в минимальном объеме ФБР, после чего определяли гемагглютинирующую активность и концентрацию белка. 

[bookmark: _Toc164667006]2.2.9.2 Определение концентрации белка
Количество белка в материале определяли по методу М. Bradford с использованием готового реагента Bradford Reagent (Sigma-Aldrich) при длине волны 590 нм на спектрофотометре PD-303S (APEL, Япония).
Метод основан на связывании Coomassie brilliant blue G-250 с аминокислотными остатками белка, в основном с аргинином, а также с триптофаном, тирозином, гистидином и фенилаланином. При связывании происходит сдвиг максимума поглощения с длины волны равной 465 нм (свободный краситель) до 595 нм (связанный), при которой проводятся все измерения.
Для построения стандартной кривой использовали очищенный сывороточный альбумин в ФСБ в диапазоне концентраций 1–100 мкг/мл. В соответствии с весом белка и соответствующего значения поглощения строилась стандартная кривая и рассчитывался коэффициент детерминации R2, которые использовали для определения белка в неизвестных образцах. Количество белка очищенного концентрированного вируса определяли в объеме 0,1 мл, разведенным в ФСБ 1:10. При расчете концентрации учитывалось конечное разведение препарата [207].

[bookmark: _Toc164667007]2.2.9.3 Получение иммунных сывороток
Специфические гипериммунные кроличьи сыворотки к казахстанским изолятам ВГС получали путем 3-кратной иммунизации кроликов массой 2,5-3 кг очищенным и концентрированным вирусным материалом в смеси с полным и неполным адъювантом Фрейнда (Sigma, Co. St. Louis, США). Предварительно удалив неспецифические ингибиторы путем обработки RDE и прогреванием в течении 30 мин при температуре 56ºС. 
Концентрированный вирус вводили подкожно в дозе 100-150 мкг/животное с интервалом 14-21 сут. Протокол по проведению работ с животными был одобрен решением локальной этической комиссией (протокол № 5 от 08.10.2019).  
Кровь из ушной вены брали через две недели после иммунизации, соответственно 2 и 3 иммунизацию проводили каждые две три недели. 
Специфическую активность полученных гипериммунных кроличьих сывороток проверяли в РТГА с вирусами, к которым получали сыворотки, и с коммерческим набором антигенов для диагностики ВГ с антигенными формулами A/H1N1 и A/H3N2.
[bookmark: _Toc164667008]2.2.10 Получение лиофильновысушенных препаратов ВГ и сывороток к ним
Сублимационную сушку препаратов в окружении вакуума в три этапа: замораживние, собственно сушка и досушивание, проводили на лиофильном сушильном устройстве Alfa 1-2 LDplus (Martin Christ, Германия). 
В качестве стабилизатора использовали водный раствор 0,75% хлорида натрия с 2% желатиной и 20% сахарозой. Виалы с лиофильновысушенными вирусами были заложены на хранение при 4°С.
Предварительное глубокое замораживание препаратов производили 18 ч. при -800С  в ультранизкотемпературном морозильнике  (ULUF 65, Дания). 
Активность аллантоисных культур после нескольких месяцев хранения при 4°C проверяли в РГА [199] и по методу L. Reed и H. Muench [200].  
Активность лиофильновысушенных иммунных сывороток к казахстанским штаммам ВГС 2018 – 2019 гг. после нескольких месяцев хранения при 4°C  проверяли в РТГА [199].
[bookmark: _Toc164667009]2.2.11 Статистический анализ
При статистической обработке для всех серий результатов находили средние геометрические значения титров обратных логарифмов по основанию 2 (geometric mean titer, GMT) и их стандартные отклонения (±SD) [208] с помощью программного обеспечения "Microsoft Office Excel 2010" [209].


[bookmark: _Toc102068667][bookmark: _Toc101518825][bookmark: _Toc101712288][bookmark: _Toc101712295][bookmark: _Toc164667010]3 РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

[bookmark: _Toc102068668][bookmark: _Toc164667011]3.1 Сбор биологических образцов от свиней в различных регионах Казахстана
Для изучения циркуляции ВГ в популяциях свиней в 2018-2021 гг. в свинофермах и крестьянских хозяйствах семи регионах Казахстана (Актюбинская, Алматинская, Восточно-Казахстанская, Карагандинская, Костанайская, Северо-Казахстанская и Павлодарская области) от животных 1,5-6-месячного возраста осуществлен сбор 2144 биопроб, из которых 2055 носоглоточные смывы и 89 сывороток крови. Сыворотки крови получены только в Костанайской области.
На рисунке 14 представлено количество образцов, собранных в свинокомплексах Казахстана с 2018 по 2021 гг.  


Рисунок 14 – Количество носоглоточных смывов и сывороток крови, собранных в свинокомплексах Казахстана с 2018 по 2021 гг.

Как видно из рисунка 14 в 2018 г. от животных  получено 749 носоглоточных смывов, в 2019 г. – 634 пробы, в 2020 г. – 404 образца и в 2021 г. – 268 проб. 89 сывороток крови получено из животноводческих хозяйств Костанайской области: в 2018 г. - 39 проб и 2021 г. - 50 образцов. 
На рисунке 15 представлено процентное соотношение свиных носоглоточных смывов, собранных с 2018 по 2021 гг., по областям. Процентное соотношение свиных носоглоточных смывов, собранных в семи областях Казахстана с 2018 по 2021 гг., составило: 6,62% – в Актюбинской, 17,91% – в Алматинской, 14,40% – в Восточно-Казахстанской, 25,30% – в Карагандинской, 12,55% – в Костанайской, 20,19% – в Северо-Казахстанской и 3,02% – в Павлодарской областях (рисунок 15).
В результате мониторинга циркуляции ВГС в свинопоголовьях РК за период 2018 - 2021 гг., наибольшее количество проб собрано в трех областях: Карагандинской – 520 (25,30%), Северо-Казахстанской – 415 (20,19%) и  Алматинской – 368 (17,91%), наименьшее количество получено из Актюбинской – 136 проб (6,62%) и Павлодарской - 62 образца (3,02%). В Восточно-Казахстанской и Костанайской областях собрано 296 и 258 проб (14,40 % и 12,55%), соответственно (рисунок 15). Сыворотки получены только из Костанайской области в 2018 г. (39) и 2021 г. (50).


Рисунок 15 – Процентное соотношение носоглоточных смывов, собранных в различных областях Казахстана с 2018 по 2021 гг.

[bookmark: _Toc102068669][bookmark: _Toc164667012]3.2 Скрининг носоглоточных смывов и идентификация подтипов вирусов гриппа свиней 
С целью мониторинга циркуляции ВГ в популяциях свиней в эпидемические периоды с 2018 по 2021 гг., провели молекулярно-генетическую диагностику свиных носоглоточных смывов. 
Первичный скрининг носоглоточных смывов на обнаружение двух типов РНК ВГ: А и В, с последующей идентификацией подтипов ВГ(А): H1N1(sw2009), H3N2 осуществляли в РТ-ПЦР. В связи с тем, что свиньи способны заражаться вирусом гриппа птиц, носоглоточные смывы также проверяли на наличие ВГ(А) H5, H7 и H9. 
На рисунке 16 представлено соотношение положительных проб на тип А к общему количеству биопроб, собранных в популяциях свиней РК с 2018 по 2021 гг.
При скрининге в РТ-ПЦР носоглоточных смывов от свиней РНК ВГ(А) обнаружена в 51 пробе (6,81%), в 2019 г.  - в 23 пробах (3,63%), в 2020 г. - в 35 пробах (8,66%) и в 2021г. - в семи смывах (2,61%). Процент выявления положительных проб на тип А от общего количества носоглоточных смывов низок, в среднем от 2,61% до 8,66% [210, 211]. 


Рисунок 16 – Соотношение положительных образцов на ВГ(А) к общему количеству биопроб, собранных с 2018 по 2021 гг.

Несмотря на низкий процент выявления положительных проб на тип А (2,61-8,66%), первичный скрининг 2055 свиных носоглоточных смывов, собранных за эпидемические периоды 2018–2021 гг., в РТ-ПЦР указывает на ежегодную циркуляцию в популяциях свиней ВГ(А) и отсутствия ВГ типа В. 
На рисунке 17 представлено процентное соотношение подтипов ВГ А/H1N1(sw2009) и А/H3N2 от общего количества  биопроб, собранных от свиней за эпидемические периоды 2018-2021 гг. [212-216]. 



Рисунок 17 – Процентное соотношение подтипов А/H1N1(sw2009) и А/H3N2 за эпидемические периоды 2018 - 2021 гг.

Генетический материал ВГ(A) обнаружен в 116 носоглоточных смывах, что составляет 5,64% от общего числа исследованных биопроб. Последующее субтипирование позитивных проб выявило РНК подтипов А/H1N1(sw2009) и А/H3N2, где РНК ВГ А/H1N1(sw2009) составила 3,41% (70 проб) и РНК ВГ A/H3N2 – 0,34% (7 проб) от общего количества носоглоточных смывов, собранных от свиней за период 2018-2021 гг. В то же время в 39 (1,90%) положительных на тип А пробах субтипы ВГ(А) не определены. Молекулярно-генетическая диагностика 116 положительных на тип А проб не выявила циркуляцию среди свиней ВГ(А) субтипов Н5, Н7 и Н9 (рисунок 17).
На рисунке 18 представлено процентное соотношение подтипов А/H1N1(sw2009) и А/H3N2, собранных от свиней за период 2018-2021 гг.



Рисунок 18 – Процентное соотношение подтипов ВГ(А) А/H1N1(sw2009) и А/H3N2 от общего количества биопроб за 2018-2021 гг.

Как следует из данных рисунка, подтип А/H1N1(sw2009) является превалирующим подтипом ВГ(А), выявляясь в пределах 0,95% – 5,20%. РНК ВГ(А) подтипа А/H3N2 зафиксирована только в биопробах, собранных в 2018-2019 гг., процент позитивных образцов достиг 0,16 - 0,80%. 
Таким образом, результаты молекулярно-генетического скрининга подтвердили социркуляцию подтипов ВГ(А) А/H1N1(sw2009) и А/H3N2 в животноводческих хозяйствах различных регионов РК в эпидемические периоды с 2018 по 2021 гг., с преобладанием ВГ А/H1N1(sw2009), в 2020-2021 гг. циркуляция ВГ А/H3N2 не выявлена. В исследуемый период у свинопоголовья не обнаружены ВГ(А) субтипов Н5, Н7 и Н9.

[bookmark: _Toc102068670][bookmark: _Toc164667013]3.3 Серологический анализ сывороток крови 
Результаты серологического исследования в РТГА 89 сывороток крови, собранных от свиней в Костанайской области в 2018 г. и 2021 г. [217], с референсными штаммами, представлены на рисунке 19.  В качестве эталоных вариантов использовали ВГ(А) свиней А/swine/Iowa/15/30 (HSW1N1), пандемический вариант ВГ(А) - A/California/04/09 (А/Н1N1pdm) и ВГ(А) с антигенной формулой H3N2 - A/Panama/2007/99. Также сыворотки крови проверяли на наличие антител к ВГ Н5, Н7 и Н9. С этой целью использовали диагностикумы, приобретенные из коллекции ФГБУ «Научно- исследовательский институт гриппа имени А.А. Смородинцева» Министерства здравоохранения Российской Федерации.



Рисунок 19 – Результаты серологического анализа сывороток крови свиней в РТГА

Установлено, что шесть проб (6,74% от общего количества исследованных сывороток) оказались положительными к ВГ А/swine/Iowa/15/30 (HSW1N1), титр составил 1:40. В трех сыворотках крови животных (3,37%) антигемагглютинины выявлены к ВГ A/California/04/09 (А/Н1N1pdm). Наибольшее количество сывороток 22 (24,72%) крови оказались позитивными к вирусу A/Panama/2007/99 (H3N2). Титры антител регистрировались от 1:80 до 1:320. С диагностическими ВГ Н5, Н7 и Н9 получены отрицательные результаты.
Таким образом, серологическое исследование 89 сывороток крови в РТГА подтвердило социркуляцию в популяции свиней Костанайской области в 2018 г. и 2021 г. ВГ А/H1N1 и А/Н3N2.

[bookmark: _Toc164667014]3.4 Изоляция и идентификация гемагглютинирующих агентов 
С целью изоляции ВГС провели первичное заражение и ряд последовательных пассажей на КК MDCK и КЭ 116 ПЦР-положительных проб.
 Из носоглоточных смывов, собранных в свинокомплексах Алматинской, Павлодарской и Северо-Казахстанской областей, выделены 12 ГАА с титрами ГА на КК MDCK 1:4 – 1:32 и на КЭ – 1:32 – 1:1024. Для дальнейших исследований отобраны шесть ГАА с титрами ГА на КЭ 1: 512 – 1: 1024. Антигенную формулу выделенных агентов устанавливали в РТГА и РИНА.
В таблице 6 представлены результаты определения подтипов НА казахстанских изолятов ВГС 2018-2019 гг. в РТГА. Для постановки РТГА использовали три диагностические сыворотки к ВГ (А) и ВГ(В) производства ООО «ППДП», (г. Санкт-Петербург, Россия), и семь кроличьих сывороток, полученных к референсным штаммам ВГ(А) подтипов H1N1, H1N1 pdm, Hsw1N1 и H3N2 ранее и хранящихся в лаборатории биохимии вирусов.

Таблица 6 – Результаты идентификации подтипов гемагглютинина казахстанских изолятов вируса гриппа, выделенных от свиней в 2018-2019 гг., в реакции торможения гемагглютинации
	Иммунная сыворотка к референсным штаммам
	Титры антигемагглютининов к изолятам

	
	Гомологичные титры
	А/свинья/Алматы/45/19
	А/свинья/Павлодар/44/19
	А/свинья/Павлодар/43/19
	А/свинья/Петропавловск/03/18
	А/свинья/Петропавловск/02/18
	А/свинья/Петропавловск/01/18

	B/Colorado/06/2017
	160
	<20
	<20
	<20
	<20
	<20
	<20

	A/Michigan/45/2015 (H1N1) pdm
	160
	<20
	40
	80
	<20
	<20
	<20

	А/California/07/09 (H1N1) pdm
	160
	<20
	<20
	<20
	<20
	<20
	<20

	A/Singapore/INFIMN-16-0019/2016 (H3N2)
	160
	40
	<20
	<20
	<20
	<20
	<20

	A/Perth/16/09 (H3N2)
	640
	80
	<20
	<20
	<20
	<20
	<20

	А/Wisconsin /67/05 (H3N2)
	320
	40
	<20
	<20
	<20
	<20
	<20

	A/Panama/2007/99 (H3N2)
	640
	80
	<20
	<20
	<20
	<20
	<20

	A/NewJersey/8/76 (H1N1)
	640
	<20
	80
	40
	40
	80
	40

	A/USA/1976/31 (Hsw1N1)
	1280
	<20
	160
	160
	80
	160
	160

	А/swine/Iowa/15/30 (Hsw1N1)
	640
	<20
	80
	80
	160
	80
	80

	Примечание - даны обратные величины титров специфических антигемагглютининов.



Как видно из таблицы 6, ГА североказахстанских изоляов (01/18; 02/18; 03/18; 44/19 и 43/19) в титрах от 1:40 до 1:160 подавлялась диагностической сывороткой к эталонному вирусу A/Michigan/45/2015 (H1N1) pdm и иммунными сыворотками к референсным вариантам A/NewJersey/8/76 (H1N1), A/USA/1976/31 (Hsw1N1) и А/swine/Iowa/15/30 (Hsw1N1). С диагностическими сыворотками к референсным штаммам ВГ A/Singapore/INFIMN-16-0019/2016 (H3N2) и B/Colorado/06/2017, а также с иммунными сыворотками к эталонным вирусам А/H3N2 A/Perth/16/09, А/Wisconsin /67/05 и A/Panama/2007/99 получены отрицательные результаты. ГА алматинского изолята 45/19 в титрах 1:40 – 1:80 ингибировалась диагностической и иммунными сыворотками с антигенной формулой  А/H3N2 (A/Singapore/INFIMN-16-0019/2016, A/Perth/16/09, А/Wisconsin /67/05 и A/Panama/2007/99). С гетерологичными сыворотками изолят 45/19 не взваимодействовал.
Таким образом, в РТГА установлено, что ГАА, выделенные от свиней в 2018-2019 гг., принадлежат к ВГ(А) с подтипоми НА Н1 и Н3.
В таблице 7 представлены результаты идентификации подтипов NA казахстанских штаммов ВГС 2018-2019 гг. с иммунными поликлональными сыворотками к ВГ А/ H1N1 и А/H3N2 в РИНА.

Таблица 7 – Идентификация подтипов нейраминидазы казахстанских изолятов вируса гриппа свиней 2018-2019 гг. в реакции ингибиции нейраминидазной активности
	Изолят
	Титр антинейраминидазных антител с иммунными сыворотками к вирусам

	
	H1N1
	H3N2

	А/свинья/Алматы/45/19
	< 20
	100

	А/свинья/Павлодар/44/19
	100
	< 20

	А/свинья/Павлодар/43/19
	100
	< 20

	А/свинья/Петропавловск/03/18
	100
	< 20

	А/свинья/Петропавловск/02/18
	100
	< 20

	А/свинья/Петропавловск/01/18
	100
	< 20

	Примечание - даны обратные величины титров специфических антинейраминидазных антител.



Установлено, что нейраминидазная активность пяти североказахстанских изолятов (44/19; 43/19; 03/18; 02/18 и 01/18) в титрах 1:100 подавлялась иммунной поликлональной сывороткой к ВГ(А) с антигенной формулой Н1N1. Вместе с тем ферментативная активность алматинского изолята 45/19 ингибировалась поликлональной сывороткой к А/H3N2. 
Следовательно, по данным РИНА три петропавловских (01/18; 02/18 и 03/18) и два павлодарских изолята (44/19 и 43/19) отнесены к ВГ(А) с подтипом NA N1, а алматинский изолят 45/19 идентифицирован как ВГ(А) с подтипом NА N2. 
Таким образом, изоляты А/свинья/Петропавловск/03/18 [218], А/свинья/Петропавловск/02/18 и А/свинья/Петропавловск/01/18, А/свинья/Павлодар/44/19 и А/свинья/Павлодар/43/19  идентифицированы в РТГА и РИНА как ВГ с антигенной формулой А/H1N1, а изолят А/свинья/Алматы/45/19 как ВГ А/H3N2.

[bookmark: _Toc164667015]3.5 Эволюционно-филогенетический анализ нуклеотидных последовательностей казахстанских штаммов вируса гриппа свиней
[bookmark: _Toc101712296][bookmark: _Toc164667016]3.5.1 Секвенирование нуклеотидных последовательностей генов штаммов вируса гриппа свиней
Чтобы подобрать гены для секвенирования, проведен анализ консервативности всех восьми генов ВГ. С этой целью в международной базе данных NCBI были скачены последовательности восьми генов 10000 последовательностей. Последовательности попарно выравнивались в рамках каждого гена используя программное обеспечение MEGA X. После выравнивания последовательностей проводилась оценка доли консервативных и вариабельных участков в каждом гене (таблица 8).

Таблица 8 - Доля консервативных и вариабельных участков восьми генов вируса гриппа
	Гены
	Общее количество нуклеотидов
	Количество вариабельных участков
	Доля вариабельных участков в %


	[bookmark: _Hlk115985885]HA
	1704
	1121
	65,79

	[bookmark: _Hlk115985875]NA
	1882
	1608
	85,44

	NS
	851
	615
	72,27

	M
	988
	531
	53,74

	NP
	1507
	885
	58,73

	PA
	2153
	1288
	59,82

	PB1
	2356
	1226
	52,04

	PB2
	2409
	1359
	56,41



Анализ полученных данных выявил, что наибольшей вариабельностью обладают гены NA, HA и NS. Меньшим эволюционным потенциалом обладали коровые гены. С точки зрения эволюции, такое различие вполне объяснимо, так как позволяет вирусам достаточно быстро подстраиваться под меняющиеся условия обитания. С целью оценки эволюционных взаимоотношений казахстанских ВГС, исследуемых в рамках данной работы, проведено секвенирование наиболее вариабельных генов ВГ. Ввиду того, что устойчивость ко многим терапевтическим препаратам обусловлена мутациями в М белке, ген кодирующий данный белок также был выбран для секвенирования.  
Проведено секвенирование четырех генов, кодирующих белки ВГ: НА, NA, NS и М трех петропавловских штаммов (A/свинья/Петропавловск/03/18, A/свинья/Петропавловск/02/18 и A/свинья/Петропавловск/01/18,) и одного изолята выделенного в Павлодаре (А/свинья/Павлодар/43/19). Для изолята А/свинья/Павлодар/44/19 удалось получить нуклеотидные последовательности трех генов – НА, NS и М и два гена NS и М – для изолята А/свинья/Алматы/45/19. 
Кроме того выполнено полногеномное секвенирование двух ПЦР-положительных образцов (A/свинья/Караганда/03/20 и A/свинья/Караганда/04/20), собранных от свиней в Карагандинской области в 2020 г. 
В ходе секвенирования генов казахстанских штаммов ВГ получены риды – фрагменты ДНК. Качество полученных ридов определяли с помощью программы fastQC. На протяжении большей части длины ридов качество секвенирования оставалось стабильным во всех образцах. Среднестистические значения качества ридов были выше 20 единиц по Phred Score. Анализ нуклеотидного состава по позициям в ридах показал в среднем равномерное распределение независимо от локализации в сиквенсе, за исключением первых 10-20 нуклеотидов и последних 100 нуклеотидов. После оценки качества ридов, был проведен тримминг сиквенсов с использованием инструментов, имплементированных в пакетах программ Unipro UGENE v44.0 и DNAStar v.17.3.0.57. Были удалены участки неприемлемого качества. После проведенной оптимизации качество полученных ридов соответствовало Q25 – Q30. 
Сборку нормализованных ридов проводили de novo. Полученные консенсусные последотельности выравнивали на соответствующий референс-геном взятый из международной базы данных NCBI. 
Нуклеотидные последовательности всех генов ВГС А/свинья/Караганда/03/20 и А/свинья/Караганда/04/20 разместили в международной базе данных NCBI под номерами доступа по каждому сегменту, указанными в таблице 9 [219]. 

Таблица 9 - Номера доступа генов вируса гриппа свиней А(H1N1) A/свинья/Караганда/03/2020 и A/свинья/Караганда/04/2020 в международной базе данных GenBank 
	Сегменты генома
	Название штамма

	
	A/свинья/Караганда/03/2020
	A/свинья/Караганда/04/2020

	PB2
	MZ396822.1
	MZ363969.1

	PB1
	-*
	MZ363970.1

	PA
	MZ396823.1
	MZ363971.1

	HA
	MZ396824.1
	MZ363972.1

	NP
	MZ396825.1
	MZ363973.1

	NA
	MZ396826.1
	MZ363974.1

	M
	MZ396827.1
	MZ363975.1

	NS
	MZ396828.1
	MZ363976.1

	Примечание - *по гену PB1 для штамма A/свинья/Караганда/03/2020(H1N1) нуклеотидные последовательности не получены; доступ к считыванию необработанных последовательностей можно получить через базу данных «Архива считывания последовательностей» (SRA) под номерами биопроектов PRJNA742842 и SRR15011445.


[bookmark: _Toc101712297]
[bookmark: _Toc164667017]3.5.2 Филогенетический анализ генов казахстанских штаммов вируса гриппа свиней
Проведен сравнительный анализ нуклеотидных последовательностей исследуемых казахстанских вариантов ВГС для выявления отличительных особенностей и эволюционных взаимосвязей между изолированными штаммами и ВГ, циркулирующими в мире.
[bookmark: _Hlk160363150][bookmark: _Hlk160363125]С целью предварительного анализа генетической гетерогенности и определения степени родства между исследуемыми изолятами, были получены таблицы оценки идентичности и построены филогенетические деревья по HA, NA, NS и M генам (таблицы 10 – 13 и рисунки 20 – 23). В таблицах оценки эволюционной дивергенции между последовательностями справа синим цветом показано подобие между штаммами в процентном отношении, слева красным приведено долевое соотношение замен оснований на сайт. Вариации скорости между сайтами моделировались с помощью гамма-распределения. В анализ были включены позиции кодонов: 1-й+2-й+3-й+некодирующие. Для каждой пары последовательностей были удалены все неоднозначные позиции. Анализируя данные, приведенные в таблицах, и топологию полученных деревьев, было высказано предположение о том, что казахстанские варианты формируют два больших независимых кластера.

Таблица 10 - Оценка степени родства между казахстанскими вариантами по гену HA
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Рисунок 20 - Филогенетическое дерево отражающее родственные взаимоотношения среди казахстанских штаммов по HA гену (ML)
Таблица 11 – Оценка степени родства между казахстанскими вариантами по гену NA
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Рисунок 21 – Филогенетическое дерево, отражающее родственные взаимоотношения среди казахстанских штаммов по NA гену (ML)
Таблица 12 – Оценка степени родства между казахстанскими вариантами по гену NS
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Рисунок 22 – Филогенетическое дерево, отражающее родственные взаимоотношения среди казахстанских штаммов по NS гену (ML)
Таблица 13 – Оценка степени родства между казахстанскими вариантами по гену M
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Рисунок 23 – Филогенетическое дерево, отражающее родственные взаимоотношения среди казахстанских штаммов по M гену (ML)
С целью установления эволюционных взаимосвязей и уточнения источников происхождения казахстанских штаммов ВГ проведен филогенетический анализ путем сравнения нуклеотидных последовательностей выбранных генов с референсными последовательностями. Референсные последовательности были взяты из информационной системы BV-BRC (Ресурсный центр бактериальной и вирусной биоинформатики), в которой объединены данные и технологии двух ресурсов: PATRICK – бактериальная система, и IRD /ViPR – вирусная система (https://www.bv-brc.org/). 
В базе данных BV-BRC проведен поиск референсных геномов исходя из следующих критериев оценки:
- полногеномная последовательность;
- географический регион Европа и Азия.
Были получены, в среднем по 1000 нуклеотидных последовательностей каждого из исследуемых генов - HA, NA, NS и М. 
Используя алгоритм MUSCLE имплементированный в программное обеспечение MEGA X, проведено множественное выравнивание референсных нуклеотидных последовательностей и последовательностей казахстанских штаммов. Так же используя программное обеспечение MEGA X, проведен поиск более оптимального метода построения филогенетического дерева для каждого набора генов (таблица 14). 
Этот подход позволяет проверить набор данных на пригодность к некоторым популярным моделям эволюции и возвращает значения нескольких критериев, которые могут быть использованы для выбора наиболее подходящей эволюционной модели. Результаты представлены в виде оценочных значений всех параметров для каждой модели (частоты, вероятности перехода, параметры изменения скорости и т.д.), а также подсчет общих параметров. Модели с наименьшими BIC баллами (Байесовский информационный критерий) считаются наиболее подходящими для описания эволюционных связей.
На основании проведенного анализа были выбраны модели для построения филогенетических деревьев, для каждого набора нуклеотидных последовательностей исследуемых генов. 












Таблица 14 – Расчет Байесовского информационного критерия для различных эволюционных моделей 
	Модель
	Значение BIC

	
	HA ген
	NA ген
	NS ген
	M ген

	GTR
	275023,904
	199 358,06
	97 014,02
	90 344,42

	GTR+G
	259088,414
	187 768,45
	92 358,84
	84 516,35

	GTR+G+I
	259 023,309
	187 713,47
	92 342,45
	84 517,52

	GTR+I
	271226,288
	195 512,93
	94 727,49
	88 243,57

	HKY
	275737,12
	200 226,89
	97 149,26
	90 370,89

	HKY+G
	259553,408
	188 175,02
	92 463,12
	84 554,91

	HKY+G+I
	259504,327
	188 131,30
	92 454,48
	84 559,64

	HKY+I
	271860,234
	196 181,77
	94 823,35
	88 268,91

	JC
	290355,284
	212 136,74
	102 482,49
	94 854,75

	JC+G
	275668,807
	201 122,96
	97 803,25
	89 182,16

	JC+G+I
	275594,062
	201 094,21
	97 786,82
	89 183,95

	JC+I
	286743,641
	208 381,07
	100 174,31
	92 835,92

	K2
	276851,722
	200 670,38
	97 654,26
	90 420,17

	K2+G
	261001,692
	188 910,11
	92 888,26
	84 609,30

	K2+G+I
	260947,619
	188 876,53
	92 872,46
	84 608,65

	K2+I
	273101,956
	196 731,80
	95 307,74
	88 316,80

	T92
	275678,042
	199 969,60
	97 285,21
	90 356,45

	T92+G
	259798,663
	188 075,88
	92 599,89
	84 556,23

	T92+G+I
	259735,414
	188 037,43
	92 592,70
	84 557,42

	T92+I
	271929,659
	195 954,54
	94 970,16
	88 249,48

	TN93
	275587,789
	199 892,50
	97 155,03
	90 378,49

	TN93+G
	259496,133
	188 168,83
	92 462,37
	84 565,50

	TN93+G+I
	259443,124
	188 129,66
	92 452,39
	84 571,73

	Примечания: 
1 GTR – General Time Reversible;
2 HKY – Hasegawa-Kishino-Yano;
3 JC – Jukes-Canto;
4 K2 – Kimura 2-parameter;
5 T92 – Tamura 3-parameter4
6 TN93 - Tamura-Nei;
7 (+G) - Gamma distribution - гамма-распределение;
8 (+I) - evolutionarily invariable - доля неизменных сайтов.



С целью предварительного анализа генетической гетерогенности и определения степени родства между исследуемыми изолятами, были построены филогенетические деревья по четырем генам: HA, NA, NS и М (рисунки 24 - 27). 
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Рисунок 24 – Филогенетическое дерево по HA гену
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Рисунок 25 – Филогенетическое дерево по NA гену
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Рисунок 26 – Филогенетическое дерево по NS гену
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Рисунок 27 – Филогенетическое дерево по M гену
Из рисунков 24 - 26 следует, что по генам НА, NA и NS карагандинские ВГС (03/2020 и 04/2020) формируют монофилетичную ветвь со штаммами, выделенными в 2015 г в Италии. В то время петропавловские штаммы (01/2018, 02/2018 и 03/2018) по генам НА, NA и NS и павлодарский изолят (43/2019) по генам NA и NS находились на ветви филогенетического древа объеденившей штаммы, выделенные в Китае (A/swine/Guangdong/L3/2009(H1N1), Корее и Японии. Для сравнения по генам NS, был добавлен изолят A/swine/Kazakhstan/106/1985. Данный штамм, как и в случае с NS геном, сформировал отдельную филогенетическую группу и выступал в качестве внешней группы и со штаммом, полученным в 2001 г. A/swine/KU/16/2001. Тем самым показывая, что эволюция в пределах одного региона происходит по-разному.
Штаммы А/свинья/Караганда/03/2020 и А/свинья/Караганда/04/2020 по гену NS формируют монофилетичную ветвь вместе с изолятами полученными в 2015 году в Италии. Штаммы А/свинья/Алматы/45/19 и А/свинья/Павлодар/44/19 формируют ветвь совместно со штаммом A/swine/Yantai/16/2012(H9N2) выделенным в Китае. Примечательно что штамм А/свинья/Павлодар/43/19 по NS гену оказался на одной монофилетичной ветви совместно со штаммами выделенными в Петропавловске в 2018 г. Все три штамма, выделенные в Петропавловске, оказались близкородственны штаммам A/swine/London/Scholtissek lab(H1N1) и A/swine/Guangdong/L3/2009(H1N1). В качестве внешней группы выступили штамм A/swine/Kazakhstan/106/1985, выделенный в 1985 году и штамм полученный в 2001 г. A/swine/KU/16/2001. 
Анализ филогенетических отношений казахстанских изолятов по гену NA, показал что штаммы выделенные в Караганде формируют монофилетичную ветвь со штаммами выделенными в 2015 г в Италии. В целом, генетическая ветвь к которой были отнесены Карагандинские штамы, содержала изоляты преимущественно полученные в западной Европе. Примечательно, что штаммы выделенные в Петропавловске и в Павлодаре, находились на ветви филогенетического древа объеденившей штаммы выделенные в Китае, Корее и Японии. Для сравнительного анализа, как и для гена NS, был добавлен изолят A/swine/Kazakhstan/106/1985. Данный штамм, как и в случае с NS геном, сформировал отдельную филогенетическую группу. Тем самым показывая, что эволюция в пределах одного региона происходит по-разному. 
Изучение распределения казахстанских штаммов на филогенетическом дереве по гену М, выявило ряд интересных особенностей. С одной стороны, карагандинские штаммы, как и в случае с анализом по NA гену, формировали монофилетичную ветвь со штаммами, выделенными в Италии. Штаммы полученные в Петропавловске штамм А/свинья/Павлодар/43/19 формировали генетическую ветвь совместно со штаммами A/swine/London/Scholtissek lab(H1N1) и A/swine/Guangdong/L3/2009(H1N1). С другой стороны, штамм А/свинья/Алматы/45/19, формально, находился с карагандинскими штаммами на одной генетической ветви построенного дерева. Однако, имел достаточное количество мутаций в М гене, которое позволило занять обособленное место внутри ветви. Аналогичная ситуация наблюдалась и для штамма А/свинья/Павлодар/44/19. Топология дерева, указывает, что штамм А/свинья/Павлодар/44/19 в значительной мере отличается от других изолятов, что позволяет ему занять обособленное местоположение на филограмме. Т.е. количество мутации в М гене данного штамма настолько было велико, что отделило штамм А/свинья/Павлодар/44/19 от всех исспользуемых штаммов. Ввиду того что данный штамм был выделен в 2019 году, одновременно со штаммами А/свинья/Павлодар/43/19 и А/свинья/Алматы/45/19, версия о лавинообразном накоплении мутаций представляется маловероятной. Данный факт наталкивает на мысль о возможной реассортации по М гену штамма А/свинья/Павлодар/44/19.
Анализ топологии дерева по гену НА в очередной раз подтвердил генетическое родство штаммов выделенных в Петропавловске со штаммами A/swine/London/Scholtissek lab(H1N1) и A/swine/Guangdong/L3/2009(H1N1). Карагандинские штаммы, также образовывали ветвь со штаммами выделенными в Италии. Однако, как и в случае с распределением по М гену, была выявлена особенность. Оба штамма выделенные в Павлодаре, выступили своеобразными внешними группами для используемого набора нуклеотидных последовательностей. 
На основании проведенного общего филогенетического анализа прослеживается четкая закономерность связывающая происхождение карагандинских штаммов со штаммами, выделенными в Италии. Общность генетических маркеров по всем анализируемым генам, а также анализ годов выделения, позволяет предположить, что на территорию РК произошел занос вариантов вируса гриппа с территории Европы.
Интересным фактом стало то, что штаммы выделенные в Павлодаре достаточно сильно отличались по М и HA генам от используемого набора нуклеотидных последовательностей. Как было отмечено, подобные различия могут быть причиной реассортационных процессов, или ошибкой секвенирования.

[bookmark: _Toc164667018]3.5.3 Мутации в генах казахстанских штаммов вируса гриппа свиней
В дальнейших исследованиях проведен поиск мутаций в исследуемых генах. Для проведения исследований использовался текущий набор последовательностей нуклеотидов для каждого гена состоящий из 1024 нуклеотидных последовательностей. Используя программное обеспечение DNASTAR определен перечень мутаций по каждому гену (таблицы 15 – 18).




Таблица 15 – Поиск однонуклеотидных полиморфизмов в НА гене.
	Штамм, изолят
	Позиция нуклеотида
	Аминокислота
	Замена аминокислоты
	Классификация замены
	Тип

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Karaganda_03_20_HA
	59
	G>A
	p.T13A
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	69
	A>G
	p.K16N
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	80
	A>T
	p.T26A
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	108
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	176
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	182
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	200
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	275
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	305
	A>C
	p.R91S
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	334
	A>G
	p.N101S
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	372
	A>G
	p.N114D
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	428
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	455
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	495
	T>C
	p.Y155H
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	497
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	524
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	527
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	536
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	568
	A>G
	p.N179S
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	570
	C>A
	p.Q180K
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	573
	A>T
	p.T181S
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	611
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	637
	C>G
	p.T202S
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	730
	C>T
	p.T233I
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	791
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	849
	A>G
	p.T273A
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	898
	C>T
	p.A289V
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	911
	C>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	930
	G>A
	p.E300K
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	966
	G>A
	p.V312I
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	986
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	998
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1073
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1112
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1175
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1190
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1202
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1262
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1283
	T>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1298
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1302
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1329
	A>C
	p.M433L
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1352
	A>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1368
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1370
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1394
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1418
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1427
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1505
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP
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	Karaganda_03_20_HA
	1523
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1578
	A>G
	p.K516E
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1589
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1613
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_HA
	1685
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	59
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	69
	A>G
	p.T13A
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	80
	A>T
	p.K16N
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	108
	A>G
	p.T26A
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	176
	T>C
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	182
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	200
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	275
	C>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	305
	A>C
	p.R91S
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	334
	A>G
	p.N101S
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	372
	A>G
	p.N114D
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	428
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	455
	T>C
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	495
	T>C
	p.Y155H
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	497
	C>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	524
	C>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	527
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	536
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	568
	A>G
	p.N179S
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	570
	C>A
	p.Q180K
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	573
	A>T
	p.T181S
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	611
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	637
	C>G
	p.T202S
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	730
	C>T
	p.T233I
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	791
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	849
	A>G
	p.T273A
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	898
	C>T
	p.A289V
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	911
	C>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	930
	G>A
	p.E300K
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	966
	G>A
	p.V312I
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	986
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	998
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1073
	C>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1112
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1175
	T>C
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1190
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1202
	T>C
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1262
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1283
	T>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1298
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1302
	C>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1329
	A>C
	p.M433L
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1352
	A>C
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1368
	C>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1370
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1394
	T>C
	p.(=)
	Synonymous
	SNP
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	Karaganda_04_20_HA
	1418
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1427
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1505
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1523
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1578
	A>G
	p.K516E
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1589
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1613
	C>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_HA
	1685
	C>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP



Проведенный анализ выявил по 54 мутации в гене НА у двух карагандинских ВГС (03/20 и 04/20). Причем 18 из них были несинонимичными, т.е. мутация приводила к смене аминокислоты. Для определения характера аминокислотных замен использовали таблицу физико-химических дистанций Р. Грентсема [188], учитывающую три параметра взаимозаменяемых аминокислотных остатков: полярность, объем и состав, определяемый как соотношение атомных масс неуглеродных атомов, входящих в концевые группы или кольца, к атомным массам углеродов боковых радикалов. При значении физико-химической дистанции большем 57,9 замена считается консервативной, в обратном случае – радикальной [220]. Из приведенных данных только мутации K16N и R91S носят радикальный характер и согласно матрице физико-химических дистанций имеют значения 54 и 50 соответственно. Это в свою очередь может указывать на то, что смена аминокислот по данным положениям может существенно влиять на биологическую активность белка HA карагандинских ВГС (03/20 и 04/20). Для остальных казахстанских штаммов ВГС не было выявлено существенных мутаций.
В дальнейшем проводился анализ мутаций по NA гену (таблица 16).

Таблица 16 – Поиск однонуклеотидных полиморфизмов в NA гене.
	Штамм, изолят
	Позиция нуклеотида
	Аминокислота
	Замена аминокислоты
	Классификация замены
	Тип

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Karaganda_03_20_NA
	53
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	116
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	134
	A>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	138
	AA>GG
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	147
	GC>AT
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	202
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	245
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	271
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	332
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	391
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	393
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	396
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	406
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	430
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP
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	Karaganda_03_20_NA
	466
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	472
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	502
	A>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	550
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	579
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	595
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	615
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	619
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	632
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	637
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	643
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	676
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	703
	A>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	706
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	736
	CA>TG
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	769
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	778
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	806
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	824
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	826
	A>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	856
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	862
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	953
	A>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	958
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	961
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	977
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	1105
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	1123
	A>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	1150
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	1165
	T>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	1174
	A>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	1219
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	1243
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	1297
	A>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	1303
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NA
	1361
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	57
	A>G
	p.I13V
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	120
	G>A
	p.V34I
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	138
	A>C
	p.I40L
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	142
	AA>GG
	p.E41G
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	151
	GC>AT
	p.S44N
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	206
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	249
	A>G
	p.R77G
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	275
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	336
	G>A
	p.V106I
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	395
	T>C
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	397
	T>C
	p.L126P
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	400
	C>T
	p.S127L
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	410
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP
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	Karaganda_04_20_NA
	434
	T>C
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	470
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	476
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	506
	A>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	554
	C>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	583
	C>T
	p.T188I
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	599
	C>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	619
	G>A
	p.S200N
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	623
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	636
	C>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	641
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	647
	T>C
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	680
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	707
	A>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	710
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	740
	CA>TG
	p.I241V
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	773
	T>C
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	782
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	810
	A>G
	p.I264V
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	828
	G>A
	p.E270K
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	830
	A>T
	p.E270D
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	860
	T>C
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	866
	C>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	957
	A>C
	p.K313Q
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	962
	G>A
	p.M314I
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	965
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	981
	G>A
	p.V321I
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	1109
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	1127
	A>C
	p.K369N
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	1154
	T>C
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	1169
	T>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	1178
	A>C
	p.K386N
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	1223
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	1247
	C>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	1301
	A>C
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	1307
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NA
	1365
	G>A
	p.D449N
	Non-synonymous
	SNP



В ходе анализа обнаружено по 50 мутаций у ВГС  А/свинья/Караганда/03/20 и А/свинья/Караганда/04/20. Из этого количества мутаций у штамма А/свинья/Караганда/04/20, 21 мутация носила несинонимический характер и только 2 мутации относились к несинонимичным у ВГС А/свинья/Караганда/03/20. Обе мутации штамма А/свинья/Караганда/03/20 по положениям 140 и 200 (I40L и S200N) носили консервативный характер и, предположительно, незначительно влияют на биохимические свойства NA. Совершенно другая картина наблюдалась у штамма А/свинья/Караганда/04/20. Из 21 несинонимичной мутации 6 мутаций согласно таблице физико-химических дистанций Грентсема, носили радикальный характер. Замены регистрировались в положениях E41G, R77G, L126P, S127L, K369N и K386N гена NA.
В 41 позиции возникла двухшаговая мутация (AA>GG) приведшая к смене аминокислоты глутаминовая кислота (Glu) на глицин (Gly). В позиции 77 произошла одношаговая мутация (A>G), которая привела к смене аминокислоты аргинин (Arg) на глицин (Gly). Одношаговые мутации T>C и C>T привели к радикальной смене аминокислот лейцина (Leu) на пролин (Pro) и серина (Ser) на лейцин (Leu). Остальные две замены, так же были вызваны одношаговыми мутациями A>C и A>C, которые в свою очередь привели к смене лизина (Lys) на (Asn) аспарагин в положениях 369 и 386 соответственно.
Так же проведен анализ нуклеотидных последовательностей NS гена на содержание мутаций (таблица 17).

Таблица 17 – Поиск однонуклеотидных полиморфизмов в NS гене.
	Штамм, изолят
	Позиция нуклеотида
	Аминокислота
	Замена аминокислоты
	Классификация замены
	Тип

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Karaganda_04_20_NS
	687
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	696
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	699
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	745
	G>A
	p.V83I
	Non-synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	747
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	750
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	828
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	849
	A>G
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	32
	A>C
	p.E2D [NEP]
	 Non-synonymous [NEP], Non-synonymous [NS1]
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	584
	G>A
	p.S29N [NEP]
	 Non-synonymous [NEP], Synonymous [NS1]
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	640
	G>A
	p.A48T [NEP]
	 Non-synonymous [NEP], Non-synonymous [NS1]
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	68
	T>C
	p.(=) [NS1]
	Change, genic [NEP], Synonymous [NS1]
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	80
	T>C
	p.(=) [NS1]
	Change, genic [NEP], Synonymous [NS1]
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	134
	A>C
	p.(=) [NS1]
	Change, genic [NEP], Synonymous [NS1]
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	146
	G>A
	p.(=) [NS1]
	Change, genic [NEP], Synonymous [NS1]
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	185
	C>T
	p.(=) [NS1]
	Change, genic [NEP], Synonymous [NS1]
	SNP
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	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Karaganda_04_20_NS
	189
	A>G
	p.K55E [NS1]
	Change, genic [NEP], Non-synonymous [NS1]
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	218
	T>C
	p.(=) [NS1]
	Change, genic [NEP], Synonymous [NS1]
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	230
	T>C
	p.(=) [NS1]
	Change, genic [NEP], Synonymous [NS1]
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	290
	T>C
	p.(=) [NS1]
	Change, genic [NEP], Synonymous [NS1]
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	294
	A>C
	p.I90L [NS1]
	Change, genic [NEP], Non-synonymous [NS1]
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	368
	C>T
	p.(=) [NS1]
	Change, genic [NEP], Synonymous [NS1]
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	401
	T>A
	p.D125E [NS1]
	Change, genic [NEP], Non-synonymous [NS1]
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	417
	G>A
	p.E131K [NS1]
	Change, genic [NEP], Non-synonymous [NS1]
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	422
	A>G
	p.(=) [NS1]
	Change, genic [NEP], Synonymous [NS1]
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	440
	C>T
	p.(=) [NS1]
	Change, genic [NEP], Synonymous [NS1]
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	470
	A>G
	p.(=) [NS1]
	Change, genic [NEP], Synonymous [NS1]
	SNP

	Karaganda_04_20_NS
	496
	C>T
	p.A157V [NS1]
	Change, genic [NEP], Non-synonymous [NS1]
	SNP

	Petropavlovsk_3_2018_NS
	68
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_3_2018_NS
	78
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_3_2018_NS
	101
	A>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_3_2018_NS
	102
	AA>GG
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_3_2018_NS
	152
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_3_2018_NS
	157
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_NS
	68
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_NS
	101
	A>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_NS
	102
	AA>GG
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_NS
	152
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_1_2018_NS
	32
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_1_2018_NS
	68
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_1_2018_NS
	101
	A>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_1_2018_NS
	102
	AA>GG
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_1_2018_NS
	128
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_1_2018_NS
	152
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP
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	Petropavlovsk_1_2018_NS
	157
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	31
	A>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	67
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	79
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	133
	A>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	145
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	184
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	188
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	217
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	229
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	289
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	293
	A>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	367
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	400
	T>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	416
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	421
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	439
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	469
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	495
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	583
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	639
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	686
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	695
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	698
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	744
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	746
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	749
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	827
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_NS
	848
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP



Анализ показал, что штаммы А/свинья/Караганда/03/20 и А/свинья/Караганда/04/20 содержали по 28 мутаций. Для штамма А/свинья/Петропавловск/03/18 в NS гене было обнаружено 6 мутаций, для штамма А/свинья/Петропавловск/02/18 – 4 мутации, а для штамма А/свинья/Петропавловск/01/18 было выявлено 7 мутаций. Следует отметить, что несинонимичные мутации были выявлены только у штаммов А/свинья/Караганда/04/20 и А/свинья/Петропавловск/01/18. Причем у штамма А/свинья/Петропавловск/01/18 регистрировалась только одна одношаговая (A>C) несинонимичная замена которая привела к смене глутаминовой кислоты (Glu) на аспарагиноую кислоту (Asp) по второму положению белка NS1. Эта же замена регистрировалась у штамма А/свинья/Караганда/04/20. Замена носит консервативный характер согласно таблице физико-химических дистанций Грентсема. Помимо указанной несинонимичной мутации, у штамма А/свинья/Караганда/04/20 было выявлено еще семь мутаций. Две одношаговые мутации (G>A) в белке NEP по положениям 29 (S29N) и 48 (A48T), которые привели к замене серина (Ser) на аспарагин (Asn) и аланина (Ala) на треонин (Thr). Обе мутации носят консервативный характер и, вероятно, мало оказывают влияния на биохимические свойства белка NEP. Остальные пять мутаций были найдены в NS1 белке. Так мутация A>G приведшая к смене аминокислоты лизин (Lys) на глутаминовую кислоту (Glu) в позиции 55, носила консервативный характер. Мутация A>C в положении 90 привела к замене изолейцина (Ile) на лейцин (Leu), мутация T>A в положении 125 к замене аспарагиновой кислоты на глутаминовую кислоту (D125E).
В позиции 131 произошла мутация G>A, что вызвало появление лизина вместо глутаминовой кислоты (E131K). Еще одна мутация (C>T) привела к замене аланина (Ala) на валина (Val) в положении 157 (A157V).
Показано, что данные замены носят консервативный характер и, по всей видимости, не приводят к значительным изменениям структуры и функции белка, однако могут служить критериями для оценки генетического разнообразия. 
Аналогичные исследования проведены по М гену (таблица 18). 

Таблица 18 – Поиск однонуклеотидных полиморфизмов в М гене.
	Штамм, изолят
	Позиция нуклеотида
	Аминокислота
	Замена аминокислоты
	Классификация замены
	Тип

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Almaty_45_19_M
	85
	A>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Almaty_45_19_M
	117
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Almaty_45_19_M
	135
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Almaty_45_19_M
	153
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Almaty_45_19_M
	178
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Almaty_45_19_M
	183
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Almaty_45_19_M
	186
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Almaty_45_19_M
	192
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Almaty_45_19_M
	195
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Almaty_45_19_M
	261
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Almaty_45_19_M
	264
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Almaty_45_19_M
	270
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	18
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	100
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	127
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	199
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	208
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	283
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	400
	A>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	457
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	466
	T>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	517
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	532
	A>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	568
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	580
	T>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	599
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP
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	Karaganda_03_20_M
	625
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	647
	A>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	714
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	775
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	806
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	839
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	863
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_03_20_M
	950
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	18
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	100
	A>G
	p.(=) [M1]
	Change, genic [M2], Synonymous [M1]
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	127
	G>A
	p.(=) [M1]
	Change, genic [M2], Synonymous [M1]
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	199
	G>A
	p.(=) [M1]
	Change, genic [M2], Synonymous [M1]
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	208
	G>A
	p.(=) [M1]
	Change, genic [M2], Synonymous [M1]
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	283
	A>G
	p.(=) [M1]
	Change, genic [M2], Synonymous [M1]
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	400
	A>C
	p.(=) [M1]
	Change, genic [M2], Synonymous [M1]
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	457
	C>T
	p.(=) [M1]
	Change, genic [M2], Synonymous [M1]
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	466
	T>G
	p.(=) [M1]
	Change, genic [M2], Synonymous [M1]
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	517
	G>A
	p.(=) [M1]
	Change, genic [M2], Synonymous [M1]
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	532
	A>C
	p.(=) [M1]
	Change, genic [M2], Synonymous [M1]
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	568
	A>G
	p.(=) [M1]
	Change, genic [M2], Synonymous [M1]
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	580
	T>G
	p.(=) [M1]
	Change, genic [M2], Synonymous [M1]
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	599
	G>A
	p.V192M [M1]
	Change, genic [M2], Non-synonymous [M1]
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	625
	G>A
	p.(=) [M1]
	Change, genic [M2], Synonymous [M1]
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	647
	A>C
	p.K208Q [M1]
	Change, genic [M2], Non-synonymous [M1]
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	714
	G>A
	p.R230K [M1]
	Change, genic [M2], Non-synonymous [M1]
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	775
	G>A
	p.G21D [M2]
	Non-synonymous [M2], Synonymous [M1]
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	806
	C>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	839
	C>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Karaganda_04_20_M
	863
	C>T
	p.(=)
	Synonymous
	SNP
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	Karaganda_04_20_M
	950
	G>A
	p.(=)
	Synonymous
	SNP

	Pavlodar_43_19_M
	18
	T > del 1
	
	Change, intergenic
	Indel

	Pavlodar_43_19_M
	134
	T>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_43_19_M
	185
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_43_19_M
	263
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_43_19_M
	266
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_43_19_M
	281
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_43_19_M
	284
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_43_19_M
	299
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_43_19_M
	302
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_43_19_M
	314
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_43_19_M
	323
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_43_19_M
	329
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_43_19_M
	392
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_43_19_M
	425
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_43_19_M
	434
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	46
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	60
	CC>TT
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	78
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	177
	A>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	179
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	195
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	204
	G>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	210
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	235
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	237
	G>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	280
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	283
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	298
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	324
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	328
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	337
	C>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	361
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	376
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	394
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	397
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	406
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	409
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	424
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	433
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	439
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	469
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Pavlodar_44_19_M
	478
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP


продолжение таблицы 18
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Petropavlovsk_1_2018_M
	199
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_1_2018_M
	277
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_1_2018_M
	280
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	55
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	70
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	73
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	97
	C>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	148
	T>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	199
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	268
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	277
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	280
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	295
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	298
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	313
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	316
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	328
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	337
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	343
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	406
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	439
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	448
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	460
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	478
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	511
	C>T
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	514
	G>A
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	539
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_2_2018_M
	547
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_3_2018_M
	277
	T>C
	
	Change, intergenic
	SNP

	Petropavlovsk_3_2018_M
	295
	A>G
	
	Change, intergenic
	SNP



Наличие 12 мутаций было выявлено у штамма А/свинья/Алматы/45/19, по 22 мутации обнаружено для штаммов А/свинья/Караганда/03/20 и А/свинья/Караганда/04/20, 15 мутаций для штамма А/свинья/Павлодар/43/19, 27 мутаций для штамма А/свинья/Павлодар/44/19, 3 мутации у штамма А/свинья/Петропавловск/01/18, 25 мутаций у штамма А/свинья/Петропавловск/02/18 и 2 мутации у штамма А/свинья/Петропавловск/03/18. Все обнаруженные мутации носили синонимичный характер, без смены аминокислоты. Только у двух штаммов А/свинья/Караганда/03/20 и А/свинья/Караганда/04/20 обнаружено 4 несинонимичные замены, из которых лишь одна замена по 21 положению в М2 белке (G21D) носила радикальный характер согласно значению физико-химической дистанции Грентсема.
В заключение проведен анализ М и NA генов по поиску факторов ответственных за формирование лекарственной устойчивости к терапевтическим препаратам ремантадин и тамифлю. 
Так для штаммов А/свинья/Алмата/45/19, А/свинья/Караганда/03/20 и А/свинья/Караганда/04/20 в структуре белка М2 была обнаружена мутация S31N, отвечающая за формирование устойчивочти к препаратам адамантанового ряда. У остальных штаммов не было выявлено мутаций ведущих к увеличению резистентности к препаратам блокаторам М2 канала. 
Аналогичные исследования проведены по поиску маркерных мутаций отвечающих за формирование устойчивости к ингибиторам нейраминидазы в гене NA. Анализ нуклеотидных последовательностей казахстанских штаммов не выявил наличия мутаций, отвечающих за формирование фенотипа устойчивости к ингибиторам NA (осельтамивир и его производные). 
В дальнейших исследованиях проведен поиск рекомбинантных событий в нуклеотидных последовательностях казахстанских изолятов. 
Используя полученные выравнивания нуклеотидных последовательностей, проведен рекомбинантный анализ внутри генов М и HA исследуемых казахстанских изолятов в программном обеспечении RDP 4 [221]. 
Для оценки рекомбинационных событий М и НА генов использовалось семь методов - RDP, BOOTSCAN, MAXCHI, CHIMAERA, 3SEQ, GENECONV и SISCAN. Из-за ограничений производительности программы текущий набор нуклеотидных последовательностей был сокращен с 1024 до 250 [221]. В ходе проведенного анализа пятью методами из семи, была определена возможная рекомбинация внутри гена М у штамма А/свинья/Павлодар/43/19 (рисунки 28 - 30).
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Рисунок 28 - Оценка реассортации методом RDP

[image: ]

Рисунок 29 - Результаты работы программы RDP
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Рисунок 30 - Оценка реассортации методом MaxChi

Вероятная вставка находится в регионе 331-684. Основной родительской последовательностью является штамм A/mallard/Illinois/10OS3243/2010. Минорным родительским штаммом, от которого и была приобретена вставка 331-684, является штамм A/swine/Iowa/15/1930(H1N1)).
Поиск реассортационных событий у штамма А/свинья/Павлодар/44/19 не дал положительных результатов. По всей видимости, генетическая гетерогенность данного штамма является не следствием реассортации, а достаточно интенсивным накоплением мутаций. 
В связи с этим, проведена оценка эволюционных расхождений между набором нуклеотидных последовательностей по М гену для штамма А/свинья/Павлодар/44/19. Показано, что коэффициент эволюционного расхождения является наибольшим у этого штамма по сравнению с другими последовательностями и составляет в среднем 0,58±0,016. 
Аналогичные исследования проведены для набора последовательностей по НА гену. 250 нуклеотидных последовательностей НА гена были проанализированы на наличие реассортации. В ходе проведенного анализа событий реассортации для изучаемых казахстанских последовательностей НА гена выявлено не было.

[bookmark: _Toc164667019]3.6 Биологические свойства казахстанских штаммов вируса гриппа свиней 2018-2019 гг.
[bookmark: _Toc164667020]3.6.1 Гемагглютинирующая и инфекционная активности казахстанских изолятов
Изучение основных биологических свойств изолятов ВГС 2018 – 2019 гг. проводили в сравнении с казахстанскими штаммами ВГС, выделенными в 2012 – 2014 гг. и референсными вариантами, хранящимися в коллекции лаборатории биохимии вирусов ТОО «Научно-производственный центр микробиологии и вирусологии».
В таблице 19 представлены результаты изучения гемагглютинирующей и инфекционной активностей североказахстанских изолятов ВГС (44/19; 43/19; 03/18; 02/18 и 01/18) [222, 223] и алматинского штамма (45/19) в сравнении со штаммами, циркулировавшими в популяциях свиней в различных регионах Казахстана в 2012-2014 гг. [224-226], и с эталонными вариантами ВГ. 

Таблица 19 – Титры гемагглютинации и инфекционная активность казахстанских изолятов вирусов гриппа свиней, выделенных в 2018-2019 гг. в сравнении со штаммами вируса гриппа свиней 2012-2014 гг. и с эталонными штаммами вируса гриппа
	Штамм
	Гемагглютинирующая активность
	Инфекционная активность

	
	Куриные эмбрионы
	Культура
клеток MDCK
	Куриные эмбрионы,
lgЭИД50/0,2мл
	Культура
клеток MDCK,
lgТЦИД50/0.2мл

	1
	2
	3
	4
	5

	6А/свинья/Алматы/45/19
	1:1024*
	1:64
	3,82
	2,30

	А/свинья/Павлодар/44/19
	1:1024
	1:32
	5,82
	3,53

	А/свинья/Павлодар/43/19
	1:1024
	1:64
	5,43
	3,22

	А/свинья/Петропавловск/03/18
	1:512
	1:16
	7,98
	5,53


[bookmark: _Hlk163400178]продолжение таблицы 19
	1
	2
	3
	4
	5

	А/свинья/Петропавловск/02/18
	1:1024
	1:32
	7,82
	3,91

	А/свинья/Петропавловск/01/18
	1:1024
	1:32
	6,50
	4,22

	А/свинья/Актобе/15/14
	1:512
	1:32
	3,43
	2,44

	А/свинья/Актобе/10/14
	1:1024
	1:64
	4,23
	2,67

	А/свинья/Костанай/23/14
	1:1024
	1:64
	4,23
	3,23 

	А/свинья/Костанай/06/12
	1:128
	1:16
	4,67
	3,23

	A/California/04/09 (Н1N1) pdm
	1:512
	1:32
	8,00
	6,78

	A/New Jersey/8/76 (H1N1)
	1:512
	1:64
	8,78
	6,53

	A/USA/1976/31 (Hsw1N1)
	1:1024
	1:64
	8,00
	5,23

	А/swine/Iowa/15/30 (Hsw1N1)
	1:1024
	1:128
	8,78
	5,23

	A/Wisconsin/67/05 (H3N2)
	1:1024
	1:32
	6,78
	5,23

	Примечание - *титры гемагглютинирующей активности в РГА.



Гемагглютинирующая активность штаммов ВГС, изолированных в 2018-2019 гг., на КЭ составила 1:512 – 1:1024 и на культуре клеток MDCK: 1:16 – 1:64. Инфекционная активность данных изолятов на КЭ варьировала в пределах 3,82–7,98 lg ЭИД50/0,2 мл  и на КК MDCK - 2,30-5,53 lg ТЦД50/0,2 мл. 
Петропавловские штаммы ВГС (03/18; 02/18 и 01/18) обладали наибольшей инфекционной активностью как на КЭ (6,50 – 7,98 lg ЭИД50/0,2 мл), так и на КК MDCK (3,91-5,53 lg ТЦД50/0,2 мл), и были схожи с референсными штаммами. Алматинский изолят (45/19) обладал инфекционной активностью 3,82 lg ЭИД50/0,2 мл на КЭ и 2,30 lg ТЦД50/0,2 мл на КК MDCK, и по этим параметрам был наиболее схож с актюбинским штаммом, выделенным в 2014 г. (15/14) (таблица 19).
Таким образом, казахстанские штаммы ВГС 2018-2019 гг. различались внутри популяции между собой и с эталонными вариантами по гемагглютинирующей и инфекционной активностям. Североказахстанские изоляты ВГС 2018-2019 гг. обладали наибольшей инфекционной активностью как на КЭ, так и на КК MDCK.  

[bookmark: _Toc164667021]3.6.2 Термочувствительность гемагглютинина и степень адсорбции и элюции вируса с эритроцитов
Поверхностный гликопротеин HA опосредует проникновение вируса и играет важную роль в рестрикции, передаче и патогенезе вируса. Термостабильность НА, которая измеряется по остаточной жизнеспособности после инкубации при повышенной температуре (в диапазоне температур 50-60°С) в РГА, адсорбция на эритроцитах и последующая элюция вируса являются его важными характеристиками [227, 228]. 
[bookmark: _Toc101712291]В таблице 20 представлены результаты изучения титра гемагглютинации в РГА после прогревания при 56˚С в течение 60 мин., способность адсорбирции на куриных эритроцитах и элюции казахстанских изолятов ВГС, циркулировавших в популяциях свиней Казахстана в 2018-2019 гг., в сравнении с эталонными штаммами ВГ и вирусами, выделенными от свиней ранее (2012-2014 гг.). 

Таблица 20 – Термочувствительность гемагглютинина, адсорбция и элюция казахстанских изолятов вируса гриппа свиней 2018–2019 гг. с эритроцитов кур
	Штамм
	Термостабильность гемагглютинина

	Адсорбция на куриных эритроцитах, %
	Время элюции с куриных эритроцитов при 37С, ч

	
	нативный вирус
	вирус после прогревания при 56С в течение 60 мин
	
	

	А/свинья/Алматы/45/19
	9,7±0,09*
	9,6±0,09
	90
	0,5

	А/свинья/Павлодар/44/19
	9,8±0,09
	9,6±0,06
	100
	1,0

	А/свинья/Павлодар/43/19
	8,9±0,08
	9,8±0,04
	90
	1,0

	А/свинья/Петропавловск/03/18
	9,7±0,06
	9,3±0,09
	100
	0,5

	А/свинья/Петропавловск/02/18
	9,6±0,04
	9,6±0,08
	100
	1,0

	А/свинья/Петропавловск/01/18
	9,7±0,08
	9,6±0,08
	90
	1,0

	А/свинья/Актобе/15/14
	6,6±0,06
	5,0±0,0
	100
	1,0

	А/свинья/Актобе/10/14
	6,0±0,0
	4,6±0,06
	90
	0,5

	А/свинья/Костанай/23/14
	10,0±0,0
	6,2±0,05
	90
	1,0

	А/свинья/Костанай/06/12
	9,80,08
	6,6±0,06
	100
	1,0

	A/California/04/09 pdm
	8,7±0,06
	6,6±0,06
	100
	1,0

	A/New Jersey/8/76
	9,7±0,06
	6,3±0,06
	100
	1,0

	A/swine/USA/1976/31
	8,7±0,03
	6,6±0,06
	90
	0,5

	A/swine/Iowa/15/30
	9,7±0,06
	6,3±0,03
	100
	1,0

	A/Wisconsin/67/05 
	7,7±0,04
	6,3±0,04
	90
	1,0

	Примечание - *представлены среднегеометрические логарифмы обратных титров гемагглютининов после прогревания при 56С.



При изучении термочувствительности HA установлено, что североказахстанские изоляты (44/19; 43/19; 03/18; 02/18 и 01/18) и алматинский штамм (45/19) были отнесены к наиболее термостабильным вариантам, поскольку сохраняли способность вызывать агглютинацию эритроцитов курицы в высоких титрах от 9,3±0,09 log2 до 9,8±0,4 log2 после 60 мин. прогревания при 56С. По данному признаку у казахстанских штаммов ВГС 2018-2019 гг. титр гемагглютинации был на три порядка выше титра гемагглютинации изолятов ВГС 2012-2014 гг. и референсных вариантов ВГ, которые в свою очередь сформировали гомогенную группу, так как вызывали агглютинацию эритроцитов курицы в пределах титров от 4,6±0,06 до 6,6±0,06 log2.
Североказахстанские и алматинский изоляты 2018-2019 гг. отличались большей устойчивостью НА к температурному фактору по сравнению с актюбинскими (2012 г.) и костанайскими (2014 г.) штаммами, которые в свою очередь по данному свойству проявили сходство с эталонными вариантами.
При изучении адсорбирующей и элюирующей активностей штаммов ВГС 2018-2019 гг. больших различий по этим признакам от изолятов, выделенных в 2012-2014 гг., и от эталонных штаммов не выявлено. Установлено, что все казахстанские штаммы ВГС, как и референсные вирусы обладали хорошей адсорбирующей способностью по отношению к эритроцитам кур (90–100 %) и их элюция с эритроцитов происходила в течение 30 - 60 мин. при 37С инкубации (таблица 20). 
Таким образом, казахстанские штаммы ВГС, выделенные в 2018-2019 гг., обладали термостабильным НА и хорошей адсорбирующей и элюцирующей активностью. 

[bookmark: _Toc164667022]3.6.3 Спектр гемагглютинирующей активности штаммов вируса гриппа свиней
Известно, что эритроциты различных видов животных отличаются по составу олигосахаридов. Так, эритроциты кур и человека содержат N-ацетилсиаловую кислоту, связанную с галактозой, тогда как эритроциты лошади обладают N-гликолилсиаловой кислотой. Поэтому исследование вирусной агглютинации с эритроцитами разных видов животных могут быть полезны для характеристики рецепторной специфичности вирусов гриппа А [202].
В таблице 21 представлены результаты изучения спектра гемагглютинирующей активности североказахстанских (44/19; 43/19; 03/18; 02/18 и 01/18) и алматинского (45/19) штаммов с эритроцитами курицы, морской свинки, барана, лошади и человека I(0) группы крови.

Таблица 21 - Гемагглютинирующая активность штаммов вируса гриппа А, выделенных от свиней в 2018–2019 гг. по отношению к эритроцитам человека и различных видов животных 
	Изолят, штамм
	Курица
	Морская свинка
	Баран
	Лошадь
	Человек, группа 
крови I(0)

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	А/свинья/Алматы/45/19
	8,8±0,1*
	11,0±0,05
	10,3±0,05
	8,00,0
	10,1±0,1

	А/свинья/Павлодар/44/19
	8,7±0,05
	9,8±0,06
	10,0±0,0
	7,00,0
	10,3±0,05

	А/свинья/Павлодар/43/19
	8,2±0,1
	10,2±0,1
	9,7±0,05
	6,30,05
	10,8±0,1

	А/свинья/Петропавловск/03/18
	9,5±0,04
	10,5±0,07
	10,0±0,0
	9,4±0,1
	10,3±0,1


продолжение таблицы 21
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	А/свинья/Петропавловск/02/18
	9,6±0,08
	10,5±0,08
	10,0±0,0
	9,7±0,05
	10,4±0,05

	А/свинья/Петропавловск/01/18
	9,5±0,04
	10,1±0,1
	10,0±0,0
	9,6±0,08
	10,4±0,1

	А/свинья/Актобе/15/14
	6,6±0,05
	6,3±0,05
	8,3±0,05
	-**
	7,3±0,05

	А/свинья/Актобе/10/14
	6,0±0,0
	5,3±0,05
	8,3±0,05
	-
	5,6±0,05

	А/свинья/Костанай/23/14
	10,0±0,0
	11,0±0,0
	8,7±0,05
	-
	10,0±0,0

	А/свинья/Костанай/06/12
	9,80,06
	11,0±0,0
	8,0±0,2
	-
	9,3±0,1

	A/California/04/09 pdm
	8,7±0,05
	9,3±0,08
	6,6±0,05
	<1,0
	8,0±0,0

	A/New Jersey/8/76
	10,30,05
	11,70,02
	8,70,05
	<1,0
	10,20,1

	A/swine/USA/1976/31
	8,8±0,1
	11,0±0,0
	8,1±0,1
	9,7±0,05
	9,1±0,1

	A/swine/Iowa/15/30
	9,7±0,05
	12,0±0,0
	9,5±0,04
	8,7±0,05
	9,6±0,1

	A/Wisconsin/67/05
	7,7±0,1
	8,7±0,05
	9,8±0,04
	<1,0
	9,4±0,1

	Примечания: 
1 * - представлены среднегеометрические логарифмы (GMT) с основанием 2 для обратных титров гемагглютининов; 
2 ** - не агглютинировали.



Из таблицы 21 видно, что агглютинирующая способность казахстанских изолятов ВГС 2018-2019 гг. варьировала от минимальных титров (6,3±0,05) с лошадиными эритроцитами, в случае со штаммом 43/19, до максимальных показателей, отмеченных у варианта 45/19 по отношению к эритроцитам морской свинки (11,0±0,05). 
Изоляты ВГС, выделенные в 2018-2019 гг., в отличие от штаммов ВГС 2012-2014 гг. и эталонных вариантов (A/California/04/09pdm; A/Wisconsin/67/05) активно агглютинировали лошадиные эритроциты в пределах 6,30,05 - 9,7±0,05. 
В целом, казахстанские штаммы ВГС, выделенные в 2018–2019 гг., связывались с эритроцитами курицы, морской свинки, барана, лошади и человека «0» группы крови в достаточно высоких титрах от 6,30,05 до 11,0±0,05 и образовывали по этому признаку гомогенную популяцию между собой, но отличались от ВГ, циркулирующих среди свиней ранее (2012-2014 гг.). 
[bookmark: _Toc101712292]
[bookmark: _Toc164667023]3.6.4 Чувствительность к сывороточным ингибиторам
Важным биологическим свойством ВГ является чувствительность к ингибиторам нормальных сывороток различных видов животных. От уровня активности ингибиторов сыворотки крови во многом зависит степень распространенности и частота выделяемости различных антигенных вариантов вируса гриппа. По устойчивости к прогреванию различают две основные группы сывороточных ингибиторов: термолабильные β-ингибиторы и термостабильные α - и γ – ингибиторы. Чувствительность ВГ к ним тесно связана с функцией НА, изменение структуры которого сопровождается изменением профиля ингибиторочувствительности вируса. Каждый подтип НА ВГ(А) чувствителен строго к определенной группе сывороточных ингибиторов [229-233]. 
В таблице 22 представлены результаты изучения чувствительности свиных штаммов, выделенных в 2018-2019 гг., к неспецифическим ингибиторам сывороток крови морской свинки, курицы и кролика. Ингибиторочувствительность определяли в РТГА с нативными; прогретыми 30 минут при температуре 62С и в течение 10 минут при 100С сыворотками крови животных, взятых в эксперимент.
ГА казахстанских изолятов ВГС 2018-2019 гг. не подавлялась неспецифическими нативными сыворотками животных, взятыми в эксперимент. Однако прогревание и кипячение сывороток приводило к сохранению или к повышению их ингибирующей активности, что являлось отличительной особенностью неспецифических ингибиторов сывороток крови. Титры ингибиторов возрастали в сыворотках, прогретых 30 мин. при температуре 62С, и еще более - при кипячении в течение 10 мин. при 100С. Повышение температуры прогревания до 100ºС усиливало ингибиторные свойства всех взятых в эксперимент сывороток до 1:40-1:160 (таблица 22).

Таблица 22 – Чувствительность казахстанских изолятов вируса гриппа свиней 2018–2019 гг. к неспецифическим ингибиторам сывороток крови различных животных
	Штамм
	Сыворотка крови

	
	морская свинка
	курица
	кролик

	
	1
	2
	3
	1
	2
	3
	1
	2
	3

	А/свинья/Алматы/45/19
	< 20
	40
	160
	< 20
	80
	160
	< 20
	80
	160

	А/свинья/Павлодар/44/19
	< 20
	20
	80
	< 20
	40
	40
	< 20
	40
	80

	А/свинья/Павлодар/43/19
	< 20
	40
	80
	< 20
	40
	80
	< 20
	20
	40

	A/свинья/Петропавловск/03/18
	< 20
	40
	80
	< 20
	160
	160
	< 20
	80
	160


продолжение таблицы 22
	Штамм
	1
	2
	3
	1
	2
	3
	1
	2
	3

	A/свинья/Петропавловск/02/18
	< 20
	40
	80
	< 20
	80
	80
	< 20
	80
	160

	A/свинья/Петропавловск/01/18
	< 20
	20
	160
	< 20
	40
	80
	< 20
	20
	40

	А/свинья/Актобе/15/14
	< 20
	40
	80
	< 20
	< 20
	80
	< 20
	80
	160

	А/свинья/Актобе/10/14
	< 20
	20
	40
	< 20
	< 20
	40
	< 20
	80
	160

	А/свинья/Костанай/23/14
	<10
	40
	80
	< 20
	< 20
	40
	< 20
	< 20
	< 20

	А/свинья/Костанай/06/12
	< 20
	80
	160
	< 20
	< 20
	20
	< 20
	< 20
	40

	A/California/04/09 pdm
	< 20
	40
	80
	< 20
	< 20
	40
	< 20
	80
	80

	A/New Jersey/8/76
	< 20
	40
	80
	< 20
	< 20
	20
	< 20
	80
	80

	A/swine/USA/1976/31
	< 20
	80
	80
	< 20
	< 20
	40
	< 20
	40
	160

	A/swine/Iowa/15/30
	< 20
	40
	80
	< 20
	< 20
	40
	< 20
	80
	160

	A/Wisconsin/67/05
	< 20
	40
	160
	< 20
	80
	160
	< 20
	80
	160

	Примечания:
1 - нативные сыворотки;
2 - прогревание 30 мин при 62С;
3 - кипячение 10 мин при 100С. 
Представлены обратные величины титров неспецифических ингибиторов.



Таким образом, казахстанские штаммы ВГС, выделенные в 2018-2019 гг., сформировали однородную группу по ингибиторочувствительности и были схожи по этому признаку с ВГС 2012-2014 гг. и референсными штаммами.  

[bookmark: _Toc101712293][bookmark: _Toc104849113][bookmark: _Toc164667024]3.6.5 Чувствительность к противовирусным препаратам
Комплексное лечение гриппа, как и других респираторных вирусных инфекций, в настоящее время предполагает использование различных препаратов: специфические средства, действующие непосредственно на вирусы; интерфероны и индукторы интерферонов, способные подавлять синтез вирусных частиц; иммуномодуляторы, коррегирующие нарушения иммунитета, возникающие на фоне вирусных инфекций; симптоматические средства, оказывающие воздействия на общие симптомы (температура, болевой синдром, кашель); патогенетические средства, используемые при интоксикации, обезвоживании, аллергических реакциях и др. [234, 235]. 
Наилучшие результаты в лечении гриппа достигаются при воздействии на инфекцию этиотропных препаратов, то есть узкоспецифичных средств, имеющих своей мишенью ту или иную составную часть вириона ВГ. 
К сожалению, этиотропные препараты еще не заняли ведущего места в терапии вирусных инфекций, хотя в случае их правильного применения эффективность лечения может достигать 100% в кратчайшие сроки. Одной из проблем, мешающим эффективно использовать этиотропные противогриппозные средства, является быстрое формирование резистентности к ним у различных штаммов вируса [236-239]. Поэтому чувствительность к химиопрепаратам является одним из важных свойств актуальных эпидемических штаммов ВГ для формирования и уточнения клинического протокола. 
Для изучения степени устойчивости казахстанских штаммов ВГС к этиотропным препаратам были использованы наиболее распространенные в Казахстане противогриппозные средства: Ремантадин (блокатор ионного канала), Тамифлю (ингибитор нейраминидазы), Арбидол (специфический шаперон HA), Ингавирин (ингибитор NP-белка) [182, 183, 240]. 

[bookmark: _Toc104849114][bookmark: _Toc164667025]3.6.5.1 Эмбриотоксичность противогриппозных препаратов на куриных эмбрионах
При изучении эмбриотоксичности препарата установлено, что в контрольной группе гибель составила два КЭ на группу из 15 особей (13,33%). 
Показано, что величина эмбриотоксичности зависит от разведения препарата. Результаты изучения эмбриотоксичности препаратов Ремантадин, Тамифлю, Арбидол и Ингаверин представлены в таблице 23 и на рисунке 31. 

Таблица 23 – Эмбриотоксичность этиотропных противогриппозных препаратов 
	Доза препарата (мг/КЭ)
	Вылупившиеся (выжившие) цыплята

	
	Ремантадин
	Тамифлю
	Арбидол
	Ингавирин
	Контроль

	
	% 
	число 
	% 
	число
	% 
	число 
	% 
	число 
	% 
	число

	10,00
	0,00
	0
	33,33
	5
	26,67
	4
	86,67
	13
	86,67
	13

	5,00
	33,33
	5
	53,33
	8
	33,33
	5
	86,67
	13
	86,67
	13

	2,50
	53,33
	8
	80,00
	12
	73,33
	11
	86,67
	13
	86,67
	13

	1,25
	80,00
	12
	86,67
	13
	86,67
	13
	86,67
	13
	86,67
	13

	0,63 
	86,67
	13
	86,67
	13
	86,67
	13
	93,33
	14
	86,67
	13

	0,31 
	86,67
	13
	100,00
	15
	86,67
	13
	86,67
	13
	86,67
	13

	0,16 
	86,67
	13
	93,33
	14
	93,33
	14
	93,33
	14
	86,67
	13

	0,08 
	93,33
	14
	93,33
	14
	86,67
	13
	93,33
	14
	86,67
	13

	0,04 
	93,33
	14
	93,33
	14
	93,33
	14
	100,00
	15
	86,67
	13

	Всего
	63,70
	86
	77,78
	105
	72,59
	98
	90,37
	122
	86,67
	117



Установлено, что Ингавирин не обладал токсическим действием в отношении КЭ во всех исследованных дозах. Тамифлю и Арбидол проявили сходные показатели токсичности по отношению к КЭ: доля выживаемости снизилась по сравнению с контролем в дозе 2,50 мг/КЭ, при максимальной концентрации препаратов выживаемость эмбрионов составила около 30% (33,33% у Тамифлю и 26,67% у Арбидола). Наибольшая степень токсичности выявлена у Ремантадина – уже в дозе 1,25 мг/КЭ смертность эмбрионов превысила таковую в контрольной группе, в максимальной дозе (10,00 мг/КЭ) не выжил ни один эмбрион.


Рисунок 31 – Эмбриотоксичность противогриппозных препаратов
Таким образом, установлено, что исследуемые препараты обладают токсическими свойствами в отношении КЭ в разной степени выраженности: наиболее токсичным оказался Ремантадин, наименее – Ингавирин. Тамифлю и Арбидол проявили среднюю степень токсичности. Полученные результаты коррелируют с данными исследования токсичности данных препаратов на культурах клеток [241, 242].

[bookmark: _Toc104849115][bookmark: _Toc164667026]3.6.5.2 Чувствительность казахстанских штаммов вируса гриппа свиней 2018-2019 гг. к различным концентрациям противогриппозных препаратов
Результаты изучения чувствительности казахстанских штаммов ВГС 2018-2019 гг. к различным концентрациям противогриппозных препаратов в сравнении с ВГС, выделенными в Республике ранее (2012-2014 гг.) и референсными штаммами, представлены в таблице 24.







Таблица 24 – Чувствительность казахстанских штаммов вируса гриппа свиней 2018–2019 гг. к противогриппозным препаратам 
	Изолят, штамм
	Ингибирующая концентрация*, мкг/мл

	
	Тамифлю
	Ремантадин
	Арбидол
	Ингавирин

	А/свинья/Алматы/45/19
	1,41±0,06
	12,92±0,08
	Не ингибирует
	Не ингибирует

	А/свинья/Павлодар/44/19
	2,84±0,05
	12,74±0,05
	Не ингибирует
	Не ингибирует

	А/свинья/Павлодар/43/19
	2,98±0,05
	12,94±0,04
	Не ингибирует
	Не ингибирует

	A/свинья/Петропавловск/03/18
	5,70±0,01
	3,70±0,10
	Не ингибирует
	Не ингибирует

	A/свинья/Петропавловск/02/18
	5,60±0,02
	12,70±0,10
	Не ингибирует
	Не ингибирует

	A/свинья/Петропавловск/01/18
	6,60±0,10
	6,90±0,00
	Не ингибирует
	Не ингибирует

	А/свинья/Актобе/15/14
	2,80±0,03
	11,80±0,06
	Не ингибирует
	Не ингибирует

	А/свинья/Актобе/10/14
	4,10±0,01
	14,10±0,03
	Не ингибирует
	Не ингибирует

	А/свинья/Костанай/23/14
	12,90±0,10
	19,20±0,05
	Не ингибирует
	Не ингибирует

	А/свинья/Костанай/06/12
	2,11±0,01
	2,42±0,09
	Не ингибирует
	Не ингибирует

	A/California/04/09pdm
	3,50±0,00
	Не ингибирует
	Не ингибирует
	Не ингибирует

	A/New Jersey/8/76
	6,25±0,10
	12,65±0,02
	Не ингибирует
	Не ингибирует

	A/swine/USA/1976/31
	6,60±0,06
	7,00±0,10
	Не ингибирует
	Не ингибирует

	A/swine/Iowa/15/30
	6,50±0,10
	6,70±0,02
	Не ингибирует
	Не ингибирует

	A/Wisconsin/67/05
	1,07±0,05
	23,74±0,06
	Не ингибирует
	Не ингибирует

	Примечание - * - указана концентрация препарата, вызывающая снижение репродукции вируса в КЭ в 2 раза.



Как видно из таблицы 24, казахстанские изоляты 45/19; 44/19 и 43/19 эффективно ингибировались препаратом Тамифлю ИК50 = от 1,41 до 2,98 мкг/мл по сравнению с петропавловскими штаммами 03/18; 02/18 и 01/18 ИК50 = от 5,6 до 6,6 мкг/мл. По данному признаку данные штаммы сходны с референсными вирусами A/California/04/09pdm и A/Wisconsin/67/05, и с казахстанскими штаммами А/свинья/Актобе/15/14, А/свинья/Костанай/06/12, которые также были более чувствительны к Тамифлю (ИК50 = от 1,07 до 2,11 мкг/мл).
Штаммы 45/19; 44/19; 43/19 и 02/18 проявили относительную устойчивость к Ремантадину, так как их репродукция на КЭ подавлялись в более высоких дозах. ИК50 Ремантадина для данных вирусов составила 12,70 – 12,94 мкг/мл. По этому признаку данные изоляты сходны с казахстанскими ВГС А/свинья/Актобе/15/14, А/свинья/Актобе/10/14, А/свинья/Костанай/23/14 и референсными штаммами A/New Jersey/8/76 и A/Wisconsin/67/05. ИК50 которых варьировала от 11,8 до 23,74. Изолят 03/18, как и штамм 06/12 по отношению к Ремантадину, напротив, проявил большую чувствительность (ИК50 = 3,7 и 2,42 мкг/мл). ВГС 01/18, аналогично эталонам A/swine/USA/1976/31 и A/swine/Iowa/15/30 подавлялся Ремантадином в средних дозах (ИК50 = 6,7 и 7,00 мкг/мл) (таблица 24). 
Североказахстанские 44/19; 43/19; 03/18; 02/18 и 01/18 и алматинский 45/19 штаммы, также как штаммы ВГС 2012-2014 гг. и эталонные варианты оказались резистентными к Арбидолу и Ингавирину, которые не ингибировали репродукцию вирусов даже в высокой концентрации (50 мкг/мл). 
Таким образом, установлена гетерогенность казахстанских штаммов ВГС 2018-2019 гг. по отношению противовирусным препаратам.  Казахстанские штаммы проявляли резистентность к Арбидолу и Ингавирину и различную степень чувствительности к Тамифлю и Ремантадину. 

[bookmark: _Toc164667027]3.7 Антигенные взаимосвязи казахстанских штаммов вируса гриппа свиней 2018 – 2019 гг.
Отличительной чертой ВГ является исключительно высокая изменчивость их антигенных свойств, связанная в первую очередь с наличием сегментированного генома. В наиболее высокой степени изменчивости подвержены поверхностные гликопротеины вируса - HA и NA. При сравнении штаммов ВГ в перекрестной РТГА определяется характер их серологических отношений, которые могут отражать небольшие антигенные различия по НА между сходными штаммами и/или указывать на различия между группами штаммов [243, 244].
Для изучения антигенных взаимосвязей накоплена биомасса казахстанских штаммов ВГС 2018 и 2019 гг. и получены очищенные концентрированные антигены в объеме 1,5-2,7 мл, с содержанием белка 0,271-1,218 мг/мл и ГА 256000-1024000 ГАЕ/мл. Характеристика очищенных концентрированных антигенов представлена в таблице 25.

Таблица 25 - Характеристика полученных антигенов 
	Штамм вируса гриппа A/H1N1
	Объем суспензии, мл
	Количество белка, мг/мл
	Титр РГА, ГАЕ/мл

	А/свинья/Петропавловск/01/18
	2,7
	0,336
	512000

	А/ свинья/Петропавловск/02/18
	2,0
	0,683
	256000

	А/ свинья/Петропавловск/03/18
	2,2
	0,485
	256000

	А/свинья/Павлодар/43/19 
	1,5
	1,218
	512000

	А/свинья/Павлодар/44/19
	2,1
	0,271
	1024000

	А/свинья/Алматы/45/19
	2,2
	0,729
	256000



В результате иммунизации кроликов массой 2,5–3 кг очищенными вируссодержащими суспензиями в дозе 150 мкг/животное получены гипериммунные поликлональные сыворотки. Титры специфических антител в РТГА варьировали в пределах 1:160 – 1:5120 (таблица 26).

Таблица 26 - Титры специфических антител гипериммунных кроличьих сывороток в РТГА 
	Сыворотка к вирусу
	Титр в РТГА

	A/свинья /Петропавловск/01/18
	1:320

	A/свинья /Петропавловск/02/18
	1:320

	A/свинья /Петропавловск/03/18
	1:5120

	А/свинья/Павлодар/43/19
	1:320

	А/свинья/Павлодар/44/19
	1:160

	А/свинья/Алматы/45/19
	1:640



В таблице 27 представлены результаты изучения антигенных взаимосвязей казахстанских штаммов ВГС 2018 – 2019 гг. выделений с кроличьими иммунными сыворотками в перекрестной РТГА в сравнении с ВГ, выделенными от свиней в 2012-2014 гг. и референсными штаммами.
Из данных перекрестной РТГА видно, что казахстанские штаммы ВГС 2018 - 2019 гг. в различной степени проявляли родство с казахстанскими штаммами ВГС A/H1N1, выделенными в 2012 – 2014 гг., и эталонными вариантами. 
Североказахстанские штаммы H1N1 44/19; 43/19; 03/18; 02/18 и 01/18 взаимодействовали с иммунными антисыворотками к этим же штаммам от 1/4 до гомологичных титров. Также штаммы ВГС, выделенные в 2018-2019 гг, от ½ до гомологичных титров реагировали с иммунными сыворотками, полученными к штаммам ВГС 2012-2014 гг. (15/14; 10/14; 23/14 и 06/12). Исследуемые штаммы, за исключением ВГ А/свинья/Алматы/45/19 ингибировались сыворотками A/New Jersey/8/76, A/swine/USA/1976/31 (H1N1) и A/swine/Iowa/15/30 (H1N1) от 1/4 до 2 гомологичных титров (1:160 – 1:1280). С антисывороткой к дрейф-варианту А/California/04/09 (Н1N1)pdm они реагировали в более низких титрах  (1:40 – 1:20) и не взаимодействовали с антисывороткой к эталонному штамму A/Wisconsin/67/05 с антигенной формулой H3N2. Алматинский штамм 45/19 в 1/2 гомологичного титра (1:80) взаимодействовал с антисывороткой к вирусу A/Wisconsin/67/05 (H3N2).
По антигенной структуре НА исследуемые штаммы существенно не отличались между собой, при этом прямые и обратные титры варьировали от 1/16 до гомологичного титра. 
Таким образом, антигенный анализ североказахстанских штаммов ВГС, выделенных от свиней в 2018-2019 гг., с использованием кроличьих поликлональных иммунных сывороток, позволил обнаружить их антигенное родство с эталонными вариантами H1N1 A/New Jersey/8/76, A/swine/USA/1976/31 и A/swine/Iowa/15/30, в то время как алматинский штамм 45/19 показал близкое родство к вирусу A/Wisconsin/67/05(H3N2). 

Таблица 27 – Результаты перекрестной реакции торможения гемагглютинации казахстанских штаммов вируса гриппа свиней 2018-2019 гг. с поликлональными иммунными сыворотками
	Штамм
	Антисыворотка к вирусам гриппа

	
	А/свинья/Алматы/45/19
	А/свинья/Павлодар/44/19
	А/свинья/Павлодар/43/19
	A/свинья/
Петропавловск/03/18
	A/свинья/
Петропавловск/02/18

	A/свинья/
Петропавловск/01/18
	А/свинья/Актобе/15/14
	А/свинья/Актобе/10/14
	А/свинья/Костанай/23/14
	А/свинья/Костанай/06/12
	А/California/04/09 pdm
	A/New Jersey/8/76
	А/swine/USA/1976/31
	A/swine/Iowa/15/30
	A/Wisconsin/67/05

	А/свинья/Алматы/45/19
	320
	>20
	>20
	20
	>20
	>20
	>20
	20
	20
	>20
	>20
	>20
	>20
	>20
	80

	А/свинья/Павлодар/44/19
	<20
	160
	160
	640
	320
	640
	640
	320
	1280
	320
	40
	320
	1280
	160
	<20

	А/свинья/Павлодар/43/19
	<20
	160
	320
	640
	320
	160
	640
	640
	1280
	320
	20
	160
	1280
	320
	<20

	A/свинья/Петропавловск/03/18
	<20
	160
	320
	2560
	160
	160
	320
	640
	640
	640
	40
	160
	1280
	160
	<20

	A/свинья/Петропавловск/02/18
	<20
	160
	160
	2560
	320
	160
	640
	1280
	1280
	320
	40
	320
	1280
	160
	<20

	A/свинья/Петропавловск/01/18
	<20
	160
	160
	2560
	160
	320
	320
	640
	1280
	320
	40
	160
	1280
	320
	<20

	А/свинья/Актобе/15/14
	<20
	160
	80
	640
	160
	160
	640
	320
	1280
	640
	<40
	160
	640
	320
	<20

	А/свинья/Актобе/10/14
	<20
	80
	320
	640
	320
	160
	320
	1280
	640
	320
	<40
	640
	320
	160
	<20

	А/свинья/Костанай/23/14
	<20
	160
	320
	640
	320
	640
	640
	320
	2560
	640
	40
	640
	640
	640
	<20

	А/свинья/Костанай/06/12
	<20
	160
	320
	640
	160
	160
	640
	640
	320
	640
	40
	320
	320
	320
	<20

	A/California/04/09 pdm
	<20
	80
	160
	20
	40
	20
	<40
	<40
	40
	20
	160
	40
	20
	40
	<20

	A/New Jersey/8/76
	<20
	80
	160
	1280
	160
	160
	320
	640
	640
	320
	40
	640
	640
	160
	<20

	A/swine/USA/1976/31
	<20
	160
	160
	1280
	160
	80
	320
	1280
	1280
	320
	20
	640
	640
	640
	<20

	A/swine/Iowa/15/30
	<20
	160
	160
	2560
	80
	320
	320
	640
	1280
	320
	40
	320
	640
	640
	<20

	A/Wisconsin/67/05
	160
	<20
	<20
	<20
	<20
	<20
	<20
	<20
	<20
	<20
	<20
	<20
	<20
	<20
	160

	Примечание - представлены обратные величины титров антигемагглютининов.



[bookmark: _Toc102068681][bookmark: _Toc164667028]3.8 Получение лиофильновысушенных препаратов казахстанских штаммов вируса гриппа свиней 2018-2019 гг. и сывороток к ним и испытание их чувствительности и специфичности	
Одним из необходимых условий работы вирусологической лаборатории является длительное сохранение оригинальных штаммов вирусов без изменений их иммуногенной потенции, а также антигенных и молекулярно-биологических свойств. Наиболее часто используемым и экономичным методом хранения коллекционных культур микроорганизмов и вирусов является сублимационная сушка, которая обеспечивает сохранение в течение продолжительного периода времени ценных свойств штаммов, минимизирует количество их генераций и позволяет сохранять штаммы в удобных для хранения и транспортировки герметично закрытых ампулах [245-250].
Для сохранения основных биологических свойств североказахстанских (44/19; 43/19; 03/18; 02/18 и 01/18) и алматинского (45/19) штаммов ВГС и иммунных кроличьих сывороток, полученных к данным вирусам, использовали метод лиофилизации. Для высушивания отобрали вирусы с титром ГА 1:1024.
После высушивания аллантоисных культур и иммунных кроличьих сывороток были изучены их активности после одного, трех, шести и девяти месяцев хранения при 4°C. 
В таблице 28 представлены результаты гемагглютинирующей активности лиофильновысушенных штаммов ВГС после хранения в течение одного-девяти месяцев при 4°C. 

Таблица 28 – Гемагглютинирующая активность лиофилизированных казахстанских штаммов вируса гриппа свиней 2018 – 2019 гг.  после хранения в течение 1 – 9 месяцев 
	Штамм
	Титр гемагглютинирующей активности

	
	До высушивания
	После хранения в течение

	
	
	1 мес.
	3 мес.
	6 мес.
	9 мес.

	A/свинья/Aлматы/45/19
	1:1024
	1:1024
	1:512
	1:128
	1:128

	A/свинья/Павлодар/44/19
	1:1024
	1:512
	1:256
	1:32
	1:16

	A/свинья/Павлодар/43/19
	1:1024
	1:256
	1:256
	1:256
	1:256

	A/свинья/Петропавловск/03/18
	1:512
	1:512
	1:512
	1:128 
	1:128

	A/свинья/Петропавловск/02/18
	1:1024
	1:32
	1:32
	1:32
	1:16

	A/свинья/Петропавловск/01/18
	1:1024
	1:1024
	1:512
	1:128
	1:128



ГА лиофильновысушенных штаммов 45/19, 03/18 и 01/18 после хранения в течение одного месяца при 4°С сохранилась на прежнем уровне, у изолятов 44/19 и 43/19 уменьшилась незначительно (в 2–4 раза), а у вируса 02/18 снизилась в 32 раза. В результате трех месяцев хранения ГА изолятов 43/19; 03/18 и 02/18 осталась на прежнем уровне, у штаммов 45/19; 44/19 и 01/18 уменьшилась в два раза. После шести и девяти месяцев хранения ГА всех штаммов сохранилась на уровне трехмесячного хранения, титры варьировали в пределах 1:16–1:256.
Результаты изучения инфекционной активности лиофильновысушенных штаммов ВГС после хранения в течение одного-девяти месяцев при 4°C представлены в таблице 29. 

Таблица 29 – Инфекционная активность лиофилизированных казахстанских штаммов вируса гриппа свиней 2018 – 2019 гг.  в течение 1 – 9 месяцев 
	Штамм
	Титр инфекционной активности, lg ЭИД 50/0,2 мл

	
	До высушивания
	После хранения в течение

	
	
	1 мес.
	3 мес.
	6 мес.
	9 мес.

	A/свинья/Aлматы/45/19
	3,92±0,02
	3,58±0,03
	3,33±0,02
	2,78±0,02
	1,83±0,01

	A/свинья/Павлодар/44/19
	4,20±0,03
	4,33±0,10
	3,84±0,02
	1,26±0,01
	1,21±0,02

	A/свинья/Павлодар/43/19
	4,74±0,02
	5,16±0,03
	4,45±0,03
	3,15±0,01
	2,68±0,04

	A/свинья/Петропавловск/03/18
	7,93±0,07
	6,85±0,10
	5,32±0,10
	5,16±0,03
	4,41±0,04

	A/свинья/Петропавловск/02/18
	7,85±0,01
	1,75±0,02
	1,40±0,03
	1,23±0,00
	1,07±0,01

	A/свинья/Петропавловск/01/18
	6,50±0,02
	6,32±0,10
	5,41±0,02
	5,33±0,02
	4,50±0,02



Установлено, что после хранения в течение одного месяца инфекционная активность леофильновысушенных препаратов казахстанских вирусов 45/19; 44/19; 43/19; 03/18 и 01/18 снизилась незначительно (в среднем на 1±1,0 lg ЭИД50/0,2мл), кроме изолята 02/18, у которого этот параметр снизился на 6,1±0,01 lg ЭИД50/0,2мл. 
При хранении казахстанских штаммов ВГС 2018 – 2019 гг. в течении трех, шести и девяти месяцев произошло постепенное понижение инфекционной активности в среднем на 1,0±1,0 lg ЭИД50/0,2мл. В результате девяти месяцев хранения инфекционная активность составила 1,47 - 1,08±0,01 lg ЭИД 50/0,2мл (таблица 29).
В таблице 30 представлены результаты проверки активности в РТГА лиофильновысушенных иммунных сывороток к казахстанским штаммам ВГС 2018 – 2019 гг. после одного, трех, шести и девяти месяцев хранения.
Активность иммунных кроличьих сывороток к североказахстанским (44/19; 43/19; 03/18; 02/18 и 01/18) и алматинскому (45/19) штаммам ВГС в РТГА после высушивания уменьшилась в два раза (1:80 – 1:1280) по сравнению с исходным материалом (1:160 – 1:5120). 


Таблица 30 – Гемагглютинирующая активность лиофилизированных иммунных сывороток к казахстанским штаммам вируса гриппа свиней 2018–2019 гг. после хранения в течение одного, трех, шести и девяти месяцев, в РТГА 
	Иммунная
сыворотка к штамму
	Титр в РТГА

	
	До высушивания
	После высушивания

	После хранения в течение

	
	
	
	1 мес.
	3 мес.
	6 мес.
	9 мес.

	A/свинья/Aлматы/45/19
	1:640
	1:320
	1:320
	1:320
	1:320
	1:160

	A/свинья/Павлодар/44/19
	1:160
	1:80
	1:80
	1:80
	1:80
	1:40

	A/свинья/Павлодар/43/19
	1:320
	1:160
	1:160
	1:160
	1:160
	1:80

	A/свинья/Петропавловск/03/18
	1:5120
	1:1280
	1:1280
	1:1280
	1:640
	1:640

	A/свинья/Петропавловск/02/18
	1:320
	1:80
	1:80
	1:80
	1:80
	1:80

	A/свинья/Петропавловск/01/18
	1:320
	1:160
	1:160
	1:80
	1:80
	1:80



После хранения при 4°С от одного до шести месяцев активность данных сывороток не изменялась и сохранялась на уровне значений после высушивания 1:80 – 1:1280.
В течение шести-девяти месяцев хранения активность сывороток в РТГА у двух павлодарских и алматинского вирусов (43/19, 44/19 и 45/19) снизилась в 2 раза, у петропавловских осталась на прежнем уровне, их титры составляли в пределах 1:80 – 1:640 (таблица 30).
Таким образом, сохранение жизнеспособности сублимированных антигенов казахстанских штаммов ВГС 2018–2019 гг. и иммунных сывороток к ним в течение длительного хранения позволяет рекомендовать антигены для использования в качестве стандартных диагностических препаратов для обнаружения специфических антител в сыворотках крови и расшифровки возникающих вспышек ОРВИ, а сыворотки – для идентификации вновь выделенных изолятов ВГ. 
Сотрудники лаборатории биохимии вирусов долгие годы сохраняют рабочую коллекцию штаммов ВГ, выделенных от свиней и людей, и эталонных вариантов и сывороток к ним с учетом их потенциальной ценности для развития медицинских, биологических и ветеринарных наук республики Казахстан. Хорошо изученные оригинальные штаммы депонируют в национальной коллекции микроорганизмов РГП на ПХВ "Научно-исследовательский институт проблем биологической безопасности" МОН РК. Общая схема подготовки штаммов ВГС и сывороток к ним для депонирования в национальной коллекции микроорганизмов представлена на рисунке 32.
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Рисунок 32 - Схема подготовки штаммов ВГС и сывороток к ним для депонирования в национальной коллекции микроорганизмов
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Проведены исследования по изучению молекулярно-биологических свойств и особенностей распространения штаммов ВГ, циркулирующих в популяции свиней Казахстана. В результате комплексного изучения биологических образцов выявлена социркуляция ВГ А/Н1N1 и A/H3N2 в популяциях свиней в различных регионах Казахстана в 2018 – 2019 гг. и изолировано шесть штаммов. Установлено, что часть штаммов ВГС, циркулировавших в популяциях свиней в РК в 2018 – 2020 гг., отнесена к европейской ветви ВГС, а часть к азиатской. В структуре гена белка М2 карагандинских и алматинского штаммов ВГС обнаружена мутация, ответственная за устойчивость к терапевтическим препаратам адамантанового ряда.
Таким образом, выявление штаммов ВГС, циркулирующих на территории Республики Казахстан, изучение их молекулярно-биологических свойств и определение их филогенетической принадлежности значительно расширяют знания в области выявления закономерностей распространения в продолжающейся эволюции ВГС. Выявление двух различных ветвей (европейской и азиатской) в структуре циркулирующих вирусов гриппа А/Н1N1 в популяциях свиней Казахстана также может повлиять на подбор актуальных вакцинных штаммов и минимизировать роль свиней, как источника возникновения новых потенциально опасных вариантов ВГ.  	
На основании проведенного исследования сделаны следующие выводы:
1.  В результате молекулярно-биологического скрининга в РТ-ПЦР 2055 свиных носоглоточных смывов и серологического анализа в реакции торможения гемагглютинации 89 сывороток крови свиней, собранных в животноводческих хозяйствах Алматинской, Карагандинской, Костанайской, Северо-Казахстанской и Павлодарской областей Казахстана в эпидемические периоды с 2018 по 2021 гг., выявлена социркуляция двух подтипов ВГА: H1N1 и H3N2, с преобладанием ВГА H1N1. 
2.  Из 116 ПЦР-положительных проб на КК MDCK и КЭ выделено шесть штаммов: А/свинья/Алматы/45/19(H3N2), А/свинья/Павлодар/44/19(H1N1), А/свинья/Павлодар/43/19(H1N1), А/свинья/Петропавловск/03/18(H1N1), А/свинья/Петропавловск/02/18(H1N1), А/свинья/Петропавловск/01/18(H1N1). 
3.  В результате филогенетического анализа трех наиболее вариабельных генов ВГА: НА, NA и NS белка, карагандинские ВГС (03/20; 04/20) отнесены к европейской ветви, а североказахстанские штаммы (43/19; 03/18; 02/18; 01/18) - к азиатской. 
4.  В структуре гена белка М2 карагандинских ВГС (03/20; 04/20) и алматинского штамма (45/19) обнаружена мутация S31N, отвечающая за формирование устойчивости к Ремантандину. 
5.  У штамма А/свинья/Павлодар/43/19 в нуклеотидной последовательности гена М определена рекомбинация. Вероятная вставка находится в положении 331-684. Основной родительской последовательностью данной области является штамм A/mallard/Illinois/10OS3243/2010. 
6.  Опубликована нуклеотидная последовательность полного генома ВГС А/свинья/Караганда/3/2020 (MZ396822.1 - MZ396828.1) и А/свинья/Караганда/4/2020 (MZ363969.1 - MZ363976.1) в международной базе данных GenBank.
7.  Казахстанские штаммы ВГС 2018 - 2019 гг. по адсорбирующей и элюирующей способностям и ингибиторочувствительности проявили сходство между собой и с референсными штаммами, различаясь по гемагглютинирующей и инфекционной активностям; степени чувствительности к противовирусным препаратам (Тамифлю, Ремантадин) и устойчивости гемагглютинина к температурному фактору.
8.  Антигенный анализ определил близкое родство штамма А/Алматы/45/19  к вирусу A/Wisconsin/67/05 (H3N2) и североказахстанских штаммов (44/19; 43/19; 03/2018; 02/2018; 01/2018) - к эталонным вирусам ВГ: A/New Jersey/8/76; A/swine/USA/1976/31 и A/swine/Iowa/15/30. 
9.  Установлено, что лиофильновысушенные препараты ВГС 2018 – 2019 гг. и иммунных кроличьих сывороток сохраняют активность на протяжении девяти месяцев хранения, что позволяет рекомендовать их для использования в качестве стандартных диагностических препаратов при расшифровке возникающих вспышек ОРВИ. 
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2018	2019	2020	2021	749	634	404	268	Количество сывороток крови	
2018	2019	2020	2021	39	50	



Носоглоточные смывы	
Актюбинская 	Алматинская 	Восточно-Казахстанская 	Карагандинская 	Костанайская 	Северо-Казахстанская 	Павлодарская 	6.6180048661800481E-2	0.17907542579075425	0.14403892944038929	0.25304136253041365	0.12554744525547445	0.20194647201946472	3.0170316301703162E-2	


Общее количество проб	
2018	2019	2020	2021	749	634	404	268	Количество положительных проб на тип А 	
2018	2019	2020	2021	51	23	35	7	








Тип А	Н1N1(sw2009) 	Н3N2	 Подтип неопределен	5.6447688564476885E-2	3.4063260340632603E-2	3.4063260340632603E-3	1.8978102189781021E-2	


A/H1N1(sw2009)  	
2018	2019	2020	2021	4.9399198931909215E-2	9.4637223974763408E-3	5.1980198019801978E-2	2.2388059701492536E-2	A/H3N2	
2018	2019	2020	2021	8.0106809078771702E-3	1.5772870662460567E-3	0	0	



А/swine/Iowa/15/30 (Hsw1N1)	A/California/04/09 pdm	A/Panama/2007/99 (H3N2)	6.741573033707865E-2	3.3707865168539325E-2	0.24719101123595505	Ремантадин	10	5	2.5	1.25	0.625	0.3125	0.15625	7.8125E-2	3.90625E-2	0	0.33333333333333331	0.53333333333333333	0.8	0.8666666666666667	0.8666666666666667	0.8666666666666667	0.93333333333333335	0.93333333333333335	Тамифлю	10	5	2.5	1.25	0.625	0.3125	0.15625	7.8125E-2	3.90625E-2	0.33333333333333331	0.53333333333333333	0.8	0.8666666666666667	0.8666666666666667	1	0.93333333333333335	0.93333333333333335	0.93333333333333335	Арбидол	10	5	2.5	1.25	0.625	0.3125	0.15625	7.8125E-2	3.90625E-2	0.26666666666666666	0.33333333333333331	0.73333333333333328	0.8666666666666667	0.8666666666666667	0.8666666666666667	0.93333333333333335	0.8666666666666667	0.93333333333333335	Ингавирин	10	5	2.5	1.25	0.625	0.3125	0.15625	7.8125E-2	3.90625E-2	0.8666666666666667	0.8666666666666667	0.8666666666666667	0.8666666666666667	0.93333333333333335	0.8666666666666667	0.93333333333333335	0.93333333333333335	1	Контроль	0.8666666666666667	0.8666666666666667	0.8666666666666667	0.8666666666666667	0.8666666666666667	0.8666666666666667	0.8666666666666667	0.8666666666666667	0.8666666666666667	Разведение препарата
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