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НОРМАТИВНЫЕ ССЫЛКИ
В настоящей диссертации использованы ссылки на следующие стандарты: 
ГОСТ 7.32-2001 Межгосударственный стандарт. Отчет о научно-исследовательской работе. Структура и правила оформления. 
ГОСТ 2003 Библиографическая запись. Библиографическое описание. Общие требования и правила составления.
ГОСТ 12.4.113-82. Система стандартов безопасности труда. Работы учебные лабораторные. Общие требования безопасности.
ГОСТ 1770-89. Посуда и оборудование лабораторные, стеклянные. 
ISO 4142:2002. Посуда лабораторная. Пробирки. 
ISO 12771:1997. Посуда лабораторная пластмассовая. Одноразовые серологические пипетки. 
Методическая инструкция «Порядок оформления и написания докторской диссертации», МИ СМК 110.26-2016.
Приказ Министра сельского хозяйства Республики Казахстан. Правила проведения диагностических исследований: утв. 11 июня 2014 года, №16-07/296.
ОПРЕДЕЛЕНИЯ
В настоящей диссертации применяют следующие термины с соответствующими определениями:
Геном – совокупность всех генов и некодирующих участков нуклеиновых кислот организма или вируса, содержащих наследственную информацию.

Дезоксирибонуклеиновая кислота – высокомолекулярное органическое соединение, хранящее и передающее генетическую информацию в клетках живых организмов.

Рибонуклеиновая кислота – одноцепочечная молекула, участвующая в передаче и реализации генетической информации, а также служащая геномом для некоторых вирусов, включая SARS-CoV-2 и вирус гриппа.

Колониеобразующие единицы – показатель количества жизнеспособных микроорганизмов в единице объема (1 см³), жидкости (1 мл) или твердого материала (1 г).

Полимеразная цепная реакция – метод молекулярной биологии, позволяющий избирательно амплифицировать специфические участки ДНК или РНК для их последующего анализа.

Обратная транскрипция – процесс синтеза комплементарной ДНК на матрице РНК с использованием фермента обратной транскриптазы; используется при анализе РНК-вирусов.

ОТ-ПЦР – метод амплификации, включающий стадию обратной транскрипции РНК с последующей амплификацией, полученной кДНК.

Полногеномное секвенирование – определение полной последовательности нуклеотидов генома исследуемого организма или вируса с использованием технологий нового поколения (NGS).

Праймер – короткий олигонуклеотид, комплементарный целевому участку нуклеиновой кислоты и служащий затравкой для синтеза новой цепи при ПЦР.

Basic Local Alignment Search Tool – программный инструмент для поиска и сравнения нуклеотидных и аминокислотных последовательностей с известными базами данных для определения гомологии.

in silico – термин, обозначающий проведение экспериментов с использованием компьютерного моделирования и биоинформатических методов.

in vitro – выполнение экспериментов вне живого организма, в искусственно созданных условиях, например, «в пробирке».

in vivo – проведение экспериментов на живых организмах, тканях или клетках в их естественной биологической среде.

Штамм – чистая культура микроорганизма или вируса, выделенная из определённого источника и идентифицированная методами молекулярной биологии и микробиологии.

Филогенетический анализ – метод исследования эволюционных взаимоотношений между организмами или вирусами на основе сравнения их генетических последовательностей.

Мутация – изменение нуклеотидной последовательности генома, которое может приводить к изменению свойств организма или вируса.

Коинфекция – одновременное инфицирование организма двумя и более патогенами (например, SARS-CoV-2 и вирусом гриппа A(H1N1)).

Вариант вируса – вирусная популяция, отличающаяся от исходного штамма специфическим набором мутаций в геноме.

Генетический дрейф (antigenic drift) – процесс накопления точечных мутаций в генах вирусов, кодирующих антигенные белки, что приводит к изменению их антигенных свойств.
ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
	GISAID
	– Глобальная инициатива по совместному использованию всех данных о гриппе и других респираторных вирусах, включая SARS-CoV-2

	NGS
	– Секвенирование нового поколения

	EBV
	– Вирус Эпштейна–Барр

	ДНК
	– Дезоксирибонуклеиновая кислота

	РНК
	– Рибонуклеиновая кислота

	COVID-19
	– Коронавирусная инфекция 2019 года, вызываемая вирусом SARS-CoV-2

	SARS-CoV-2
	– Тяжелый острый респираторный синдром, коронавирус                      2-го типа

	H1N1
	– Подтип вируса гриппа A с поверхностными антигенами гемагглютинин (H1) и нейраминидаза (N1)

	EV
	– Энтеровирусы, род вирусов семейства Picornaviridae

	RBD
	– Рецептор-связывающий домен (участок S-белка SARS-CoV-2, взаимодействующий с рецептором ACE2)

	ACE2
	– Ангиотензин-превращающий фермент 2, клеточный рецептор для вируса SARS-CoV-2

	NGS-данные
	– Результаты высокопроизводительного секвенирования нового поколения

	BLAST
	– Basic Local Alignment Search Tool, инструмент для поиска гомологичных последовательностей

	ОТ-ПЦР
	– Обратная транскриптазно-полимеразная цепная реакция

	Двухшаговая ОТ-ПЦР
	– Постановка обратной транскрипции и ПЦР в последовательных отдельных реакционных смесях

	Одношаговая ОТ-ПЦР
	– Постановка обратной транскрипции и ПЦР в одной реакционной смеси

	п.н.
	– Пары нуклеотидов

	МРП
	– Мазок из ротовой полости

	СМЖ
	– Спинномозговая жидкость

	ЭБВИ
	– Эпштейна–Барра-вирусная инфекция

	ОРВИ
	– Острая респираторная вирусная инфекция

	ОРИТ
	– Отделение реанимации и интенсивной терапии

	ОРДС
	– Острый респираторный дистресс-синдром

	ПКТ
	– Прокальцитонин

	ППЦНС
	– Перинатальные поражения центральной нервной системы

	РК
	– Республика Казахстан

	ВОЗ
	– Всемирная организация здравоохранения

	ГКП на ПХВ
	– Государственное коммунальное предприятие на праве хозяйственного ведения

	ДИ
	– Доверительный интервал

	Ct
	– Пороговый цикл (Cycle threshold) при ПЦР-анализе

	WGS
	– Полногеномное секвенирование (Whole Genome Sequencing)

	HGDI
	– Индекс разнообразия Хантера–Гастона, показатель генетической вариабельности

	SNP
	– Однонуклеотидный полиморфизм

	ACEI
	– Ангиотензин-превращающий фермент ингибитор

	IFN
	– Интерферон, белок иммунной системы с противовирусной активностью

	PB2, PB1, PA
	– Сегменты генома вируса гриппа A, кодирующие субъединицы вирусной РНК-полимеразы

	HA
	– Гемагглютинин, поверхностный белок вируса гриппа, обеспечивающий связывание с клеткой

	NA
	– Нейраминидаза, фермент вируса гриппа, способствующий выходу вирусных частиц из клетки

	Коинфекция
	– Одновременное инфицирование организма двумя и более патогенами


ВВЕДЕНИЕ
Актуальность работы. COVID-19 – острое респираторное заболевание, вызываемое коронавирусом SARS-CoV-2, которое с 2020 года привело к глобальной пандемии, затронувшей миллионы людей. Несмотря на снижение тяжести клинических форм в результате вакцинации и накопления популяционного иммунитета, продолжающаяся циркуляция новых генетических вариантов вируса сохраняет высокий эпидемиологический риск. SARS-CoV-2 обладает высокой мутационной способностью, что приводит к появлению вариантов с изменённой трансмиссивностью, патогенностью и устойчивостью к нейтрализующим антителам.
В условиях активной циркуляции SARS-CoV-2 в популяции всё большую значимость приобретают случаи коинфекций с другими вирусами, передающимися воздушно-капельным путём. Наибольшее внимание уделяется гриппу A(H1N1) и энтеровирусам, которые могут усиливать тяжесть клинической картины COVID-19, затруднять диагностику и влиять на исход заболевания. Совместное течение нескольких вирусных инфекций требует своевременного выявления и молекулярного типирования всех возбудителей.

Изучение генетического разнообразия SARS-CoV-2, а также мониторинг сопутствующих вирусных инфекций, таких как вирус гриппа A(H1N1) и энтеровирусы, необходимо для понимания эпидемических процессов, оптимизации методов лабораторной диагностики и корректировки клинических протоколов. Особенно актуально это для Казахстана, где ранее отсутствовали системные исследования, основанные на полногеномном секвенировании и мультиплексном вирусологическом анализе. Проведение таких исследований позволит повысить готовность системы здравоохранения к появлению новых патогенов и коинфекционных форм заболеваний.

Объект исследования: образцы РНК из назофарингеальных смывов от пациентов с установленным диагнозом COVID-19.
Цель исследования

Изучение генетического разнообразия вируса SARS-Cov-2 и  сопутствующих вирусных инфекций (энтеровирусов и вируса гриппа A(H1N1))  в Казахстане методом полногеномного секвенирования.

Задачи исследования:
1. Подбор праймеров для полногеномного секвенирования вируса SARS-CoV-2 с учетом критерия близкой температуры отжига, отсутствия вторичных структур и специфичности к референсной последовательности NC_045512.2 (Wuhan-Hu-1).

2. Разработка протокола обратной транскрипции и мультиплексной амплификации генома SARS-CoV-2.

3. Сбор биологических образцов биологических образцов от пациентов с подозрением на респираторные вирусные инфекции (включая COVID-19, грипп и энтеровирусную инфекцию) с целью комплексной оценки циркулирующих возбудителей и их генетического разнообразия.
4. Проведение полногеномного секвенирования вируса SARS-CoV-2 на платформе Illumina MiSeq. 
5. Анализ результатов полногеномного секвенирования SARS-Cov-2 в образах РНК пациентов и выявление ассоциаций с течением болезни. Изучить распространённость и генетическое разнообразие энтеровирусов и вируса гриппа A(H1N1) у пациентов с COVID-19 методом полногеномного секвенирования
Методы исследования. Работа выполнена с применением микробиологических, молекулярно-генетических и биоинформатических методов исследования, включая ПЦР, обратную транскрипцию, амплификацию, секвенирование на платформе Illumina MiSeq и анализ с использованием алгоритмов Pangolin и филогенетических подходов.

Научная новизна результатов исследования: 
1. Были подобраны праймеры, позволяющие амплифицировать весь геном фрагментами от 1200 до 1600 п.н с перекрытием не менее 100 п.н.

2. Разработан протокол полногеномной амплификации вируса SARS-CoV-2, который обеспечивает равномерное покрытие всего генома вируса SARS-CoV-2 c глубиной прочтения от 3000 до 5000. 

3. Оптимизирован протокол полногеномного секвенирования и проведено полногеномное секвенирование 881 образцов вируса SARS-CoV-2.  Получены новые данные о генетических изменениях вируса SARS-CoV-2 и полногеномные данные вируса SARS-CoV-2 в Казахстане в период с 2021 по 2023 годы. 
4. Проведён сбор клинических данных и анамнеза пациентов с подтверждённым диагнозом COVID-19, включая сведения о течении заболевания и отклике на терапию. В рамках работы сформирована коллекция из 994 охарактеризованных образцов от пациентов, представляющих все регионы Республики Казахстан, в том числе группу детей в возрасте до 16 лет из инфекционной больницы г. Астана. Дополнительно в рамках мониторинга сопутствующих вирусных инфекций были отобраны биологические пробы от пациентов с подозрением на коинфекции, вызванные энтеровирусами и вирусом гриппа A(H1N1), с целью оценки их возможной связи с клиническим течением COVID-19.
5. Определено генетического разнообразия циркулировавших на территории Казахстана вирусов SARS CoV-2 в период 2021-2023 годов, а также в изучении динамики изменения доминирующих генотипов и их влияние на клиническое проявление, и тяжесть инфекции. 

6. Впервые в Казахстане описаны клинические случаи COVID-19 у детей, осложнённые сопутствующими вирусными инфекциями (вирус Эпштейна–Барр, ветряная оспа, ротавирус), а также проведён молекулярно-генетический анализ энтеровирусов и вируса гриппа A(H1N1).
Теоретическая и практическая значимость работы: 
1. Проведен подбор праймеров для полногеномного секвенирования вируса SARS-CoV-2, подобрано 39 пар праймеров, которые разбили геном на 39 участков с областью перекрытия не менее 100 п.н.; Полученные данные использованы для создания универсальной панели амплификации, пригодной для диагностики и мониторинга вариантов вируса в популяции.
2. Разработан протокол обратной транскрипции и мультиплексной амплификации генома. С использованием данных праймеров были оптимизированы условия постановки ПЦР и разработан протокол полногеномной амплификации вируса SARS-CoV-2 с использованием 3 мультиплексных реакций и одношаговой ОТ- ПЦР; Разработанный протокол позволяет применять его для геномного надзора и идентификации новых генетических вариантов респираторных вирусов;

3. В рамках работы сформирована коллекция РНК из 994 охарактеризованных образцов от пациентов, представляющих все регионы Республики Казахстан, в том числе группу детей в возрасте до 16 лет из инфекционной больницы г. Астана. Дополнительно в рамках мониторинга сопутствующих вирусных инфекций были отобраны биологические пробы от пациентов с подозрением на коинфекции, вызванные энтеровирусами и вирусом гриппа A(H1N1), с целью оценки их возможной связи с клиническим течением COVID-19. Проведено полногеномное секвенирование вируса SARS-CoV-2 на платформе Illumina MiSeq. В период с 2021 по 2023 годы выполнено 881 полногеномное секвенирование при плановом объёме 300 образцов, что позволило значительно расширить генетическую базу данных по SARS-CoV-2, циркулировавшему на территории Казахстана.
4. Проведен анализ результатов полногеномного секвенирования в образцах РНК пациентов и выявление ассоциаций с течением болезни, периодом заражения, а также эффективностью лечения в зависимости от генотипа вируса. На основании классификации Pangoline 879 полученная последовательность была разделена на 34 линии, большая часть из которых относится к вариантам Альфа, Дельта и Омикрон. Наиболее часто в Казахстане циркулировала линия ВА.5 варианта Омикрон (12,3%) и линия B.1.167.122 варианта Дельта (11,2%),которые в течение пандемии COVID-19 наиболее часто циркулировали во всем мире. Затем по частоте циркуляции находились линии ХВВ.1.5 (8,88%); ХВВ 1.9 (8,66%); ВА.1 (7,97%); В.1.617.2 (6,95%); В.1.1 (5,69%); АY.16 (4,56%); ВQ.1 (3,64%); ХВВ (3,64%); В.4.1 (2,85%); А.2 (2,28%); В.1.1.529 (2,16%). Намного реже циркулировали в Казахстане линий СН.1.1 (1,37%); В.1.1.7 (1,14%); В.1.617.2 (0,57%); В. (0,34%); В.1.1.189 (0,23%); В.1.1.294 (0,23%); В.1.617.2.127 (0,23%); В.А.4 (0,23%); АY.122 (0,11%); В.А.5.8 (0,11%); В.1.1.10 (0,11%); В.1.1.174 (0,11%); В.1.1.177.53 (0,11%); В.1.1.617.2.121 (0,11%); ВА.5.2 (0,11%) и ВА.5.8 (0,11%). Особенности проявлений SARS-CoV-2-инфекции во многом определялись генетическим вариантом вируса. Так, при инфицировании вариантом Delta респираторные признаки, такие как кашель и лихорадка, сохраняли доминирующее значение, тогда как частота желудочно-кишечных симптомов заметно снижалась. Кроме того, для дельта-варианта было характерно более частое появление боли в горле, что ранее практически не отмечалось у пациентов, инфицированных исходным (дикотипным) вариантом вируса. Инфекция, связанная с вариантом Omicron, характеризовалась более мягкими проявлениями по сравнению с дельта-вариантом, что, в частности, связано с меньшей вероятностью развития поражения нижних дыхательных путей. Проведённый анализ показал, что у части детей наблюдались атипичные проявления SARS-CoV-2-инфекции, формировавшиеся на фоне сопутствующих вирусных коинфекций (вирус Эпштейна–Барр, ветряная оспы, ротавирус). Такие сочетания сопровождались кожными изменениями и выраженными гастроинтестинальными нарушениями, что отражает модифицирующее влияние дополнительных вирусных агентов на спектр проявлений SARS-CoV-2-инфекции. 
5. В рамках выполнения научной работы проведено полногеномное секвенирование 65 геномов энтеровирусов, выделенных у пациентов в период сезонного подъёма вирусных инфекций в 2022 году. В результате установлено восемь основных серовариантов (Сoxsackievirus A9, Coxsackievirus B3, Coxsackievirus B5, Echovirus 6, Echovirus 9, Echovirus 11, Echovirus 21 и Echovirus 25), а также впервые описано генетическое разнообразие вирусов, циркулировавших в Казахстане. Дополнительно в осенний период 2022 года впервые в Казахстане было секвенировано полный геном вируса гриппа A(H1N1)pdm09 (A/Kazakhstan/5757/2022), относящегося к кладе 6B.1A.5a.2, характерной для мировой циркуляции 2022 года. Полученные данные позволяют использовать результаты полногеномного секвенирования не только для мониторинга SARS-CoV-2, но и для сопутствующих вирусных инфекций, что расширяет практическое значение исследования для эпидемиологического надзора и молекулярной диагностики;
Основные положения диссертации, выносимые на защиту:
1. Проведен подбор праймеров для полногеномного секвенирования вируса SARS-CoV-2, подобрано 39 пар праймеров, которые разбили геном на 39 участков с областью перекрытия не менее 100 п.н.
2. Разработан и оптимизирован лабораторный протокол полногеномной амплификации SARS-CoV-2, включающий подбор специфичных пар праймеров, методы обратной транскрипции и мультиплексной амплификации, обеспечивающий получение высококачественных библиотек для секвенирования и возможность адаптации протокола для анализа других респираторных вирусов.

3. Проведено полногеномное секвенирование 879 образцов SARS-CoV-2, отобранных на территории Республики Казахстан в 2021–2023 гг., с применением платформы Illumina MiSeq и последующим биоинформатическим анализом, что позволило получить репрезентативную картину эволюции вируса в популяции.

4. Установлено генетическое разнообразие SARS-CoV-2, циркулировавшего в популяции Казахстана, с идентификацией 34 генетических линий, включая BA.5, B.1.617.2, XBB.1.5 и другие, что подтверждает активную вирусную эволюцию и смену доминирующих вариантов во времени.

5. Показана ассоциация между генотипом вируса SARS-CoV-2 и особенностями SARS-CoV-2-ассоциированной инфекции, включая наличие сопутствующих вирусных агентов (энтеровирусов, A(H1N1), EBV, ротавируса, ветряная оспа), что подчёркивает важность генотипирования при интерпретации результатов молекулярно-эпидемиологических исследований.
6. Впервые в Казахстане проведено полногеномное секвенирование энтеровирусов, выделенных у пациентов с COVID-19 и в период сезонного подъёма вирусных инфекций, с построением минимальных остовных филогенетических деревьев и идентификацией восьми серотипов (Coxsackievirus A9, Coxsackievirus B3, Coxsackievirus B5, Echovirus 6, Echovirus 9, Echovirus 11, Echovirus 21, Echovirus 25), что позволило определить генетическую структуру циркулирующих штаммов и их возможную связь с клиническими проявлениями заболевания.

7. Впервые описан полный геном вируса гриппа A(H1N1)pdm09 (A/Kazakhstan/5757/2022), секвенированный в Казахстане, относящийся к кладе 6B.1A.5a.2, что подтверждает значимость включения вируса гриппа в систему рутинного молекулярного надзора в сочетании с SARS-CoV-2.

Основные результаты исследований и выводы:
1. Были подобраны праймеры, позволяющие амплифицировать весь геном фрагментами от 1200 до 1600 п.н с перекрытием не менее 100 п.н.
2. Разработан и оптимизирован лабораторный протокол полногеномной амплификации SARS-CoV-2, включающий подбор специфичных пар праймеров, методы обратной транскрипции и мультиплексной амплификации, который обеспечивает равномерное покрытие всего генома вируса SARS-CoV-2 c глубиной прочтения от 3000 до 5000. 
3. Проведён сбор биологических образцов от пациентов с подозрением на респираторные вирусные инфекции (включая COVID-19, грипп и энтеровирусную инфекцию) с целью комплексной оценки циркулирующих возбудителей и их генетического разнообразия. В рамках работы сформирована коллекция из 994 охарактеризованных образцов от пациентов, представляющих все регионы Республики Казахстан, в том числе группу детей в возрасте до 16 лет из инфекционной больницы г. Астана. Дополнительно в рамках мониторинга сопутствующих вирусных инфекций были отобраны биологические пробы от пациентов с подозрением на коинфекции, вызванные энтеровирусами и вирусом гриппа A(H1N1), с целью оценки их возможной связи с клиническим течением COVID-19.
4. Оптимизирован протокол полногеномного секвенирования и проведено полногеномное секвенирование 881 образцов вируса SARS-CoV-2.  Получены новые данные о генетических изменениях вируса SARS-CoV-2 и полногеномные данные вируса SARS-CoV-2 в Казахстане в период с 2021 по 2023 годы. 
5. Определено генетического разнообразия циркулировавших на территории Казахстана вирусов SARS CoV-2 в период 2021-2023 годов, а также в изучении динамики изменения доминирующих генотипов. Впервые в Казахстане описаны клинические случаи COVID-19 у детей, осложнённые сопутствующими вирусными инфекциями (вирус Эпштейна–Барр, ветряная оспа, ротавирус), а также проведён молекулярно-генетический анализ энтеровирусов и вируса гриппа A(H1N1).
Связь диссертации с госпрограммами. Исследования проводились в рамках программы грантового финансирования научных и (или) научно-технических проектов Комитета науки МОН РК на 2021-2023 годы: AP09260668 «Изучение генетического разнообразия вируса SARS-COV-2 в Казахстане».
Апробация работы.
Основные положения диссертационной работы были апробированы и представлены на следующих научных мероприятиях:

– 3-й международной научно-практической конференции «Современная фармация: новые подходы в образовании и актуальные исследования», посвящённой 70-летнему юбилею Лауреата Государственной премии Республики Казахстан, доктора фармацевтических наук, профессора Арыстановой Танагуль Акимбаевны. Представлена устная презентация на тему: «Clinical characteristics of omicron BA.5 variant in children in Kazakhstan (2022–2023)» (Астана, 2023);

– международном симпозиуме «Единое здоровье – взгляд в будущее», организованном Национальным научным центром особо опасных инфекций имени Масгута Айкимбаева совместно с Германским обществом по международному сотрудничеству (GIZ) и Институтом микробиологии Бундесвера (IMB). Представлены тезисы на тему: «Разработка протокола обратной транскрипции и мультиплексной амплификации генома вируса SARS-CoV-2» (Алматы, 27 октября 2022 г.).

Публикация результатов исследования.
По материалам диссертационной работы опубликованы научные статьи и разработаны методические рекомендации, в том числе в изданиях, рекомендованных Комитетом по контролю в сфере образования и науки Министерства образования и науки Республики Казахстан:

1. Co-infection with COVID-19 and genetic diversity of SARS-CoV-2 in children // Eurasian Journal of Applied Biotechnology. – 2023. – №3. – С. 15-22.
2. Development of a protocol for whole genome sequencing of the SARS-CoV-2 virus // Вестник КазНУ. Серия биологическая. – 2022. – Т. 92, №3. – С. 101-108.
3. Полногеномное секвенирование вируса SARS-CoV-2, вызывающего инфекцию COVID-19: методические рекомендации (Алматы: АО «Институт топлива, катализа и электрохимии им. Д.В. Соколовского», 2023. – 28 с.).
4. Genetic Diversity of Human Enterovirus in Kazakhstan, during 2022 // International Journal of Microbiology. – 2024. – №1. – С. 7796913).
5. Complete genome sequence of a human influenza A virus (H1N1) detected in Kazakhstan in the fall of 2022 // Microbiology Resource Announcements. – 2025. – Vol. 14, №1. – P. e01040-24 (Q4). 
6. Разработан протокол обратной транскрипции и мультиплексной амплификации генома SARS-CoV-2 в пределах 8 реакций.
7. Разработан протокол полногеномной амплификации вируса SARS-CoV-2.

Объем и структура диссертации. Диссертационная работа изложена на 131 страницах компьютерного текста и включает обзор литературы, материалы и методы исследований, результаты исследований, заключение, список использованных источников, 5 приложений. Список использованных источников состоит из 274 наименований отечественных и зарубежных авторов. Работа содержит 7 таблиц, 18 рисунок.
1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
1.1 Возбудитель коронавируса SARS‑CoV‑2
Коронавирусные инфекции человека и животных в основном вызывают респираторные и кишечные заболевания. Только 7 видов коронавирусов вызывают заболевание у людей. Коронавирусы HCoV-229E и HCoV-OC43 циркулирующие в популяции человека известны давно, а недавно идентифицированы новые короновирусы HCoV- NL63 и HCoV-HKU1, которые вызывают легкие сезонные инфекции дыхательных путей, связанные с симптомами «простуды». Три из 7 коронавирусов индуцируют гораздо более тяжелые, а порой  и летальные респираторные инфекции у человека, которые послужили причиной крупных вспышек смертельной пневмонии в XXI веке [1, 2].
Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2 (SARS-CoV) представляет собой РНК-содержащий вирус, относящийся к семейству Coronaviridae, роду Betacoronavirus. Его геном длиной около 30 тыс. нуклеотидов кодирует четыре структурных белка (S, E, M и N) (рисунок 1) [3], а также ряд неструктурных белков, участвующих в репликации вируса. Шиповидный (spike, S) белок, и особенно его рецептор-связывающий домен (RBD), определяет способность вируса проникать в клетки человека через рецептор ACE2 [3].
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Рисунок 1 – Аннотированная диаграмма строения SARS-CoV-2 в целом, включая S1/S2, мембрану и РНК, что помогает понять пространственные отношения между геномом и шиповидными белками 
Примечание : Источник: V’kovski P., Kratzel A., Steiner S. и др. Coronavirus biology and replication: implications for SARS-CoV-2 // Nature Reviews Microbiology. – 2022. – Т. 20, № 3. – С. 181–195.
SARS-CoV вызывает тяжёлый острый респираторный синдром, первый случай которого был зарегистрирован в южном Китае, в провинции Гуандун, в ноябре 2002 года [4, 5]. В дальнейшем было установлено, что природные очаги вируса связаны с представителями отряда рукокрылых (Chiroptera), преимущественно летучими мышами рода Rhinolophus, а также другими видами [6-8]. Передача SARS-CoV-подобных коронавирусов к человеку, как предполагается, происходила через промежуточных хозяев – мелких млекопитающих, что обеспечивало их дальнейшее распространение среди людей воздушно-капельным или алиментарным путями.

По информации Всемирной организации здравоохранения, к августу 2003 года в мире было зарегистрировано 8098 случаев SARS, при этом уровень летальности составлял от 4 до 11% [9]. Наибольшее число заболевших было отмечено в Китае, Сингапуре и Канаде [10].
Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) является этиологическим агентом Ближневосточного респираторного синдрома. Первые случаи заболевания MERS у людей зарегистрированы в восточной части Саудовской Аравии в 2012 году [11, 12]. Клиническая картина при MERS принципиально не различается от SARS. Природными резервуарами MERS-CoV в основном являются летучие мыши, а промежуточными хозяевами служат виды семейства Camelidae. Верблюды, ламы и викуньи чувствительны к MERS-CoV [13]. Несмотря на ограниченную передачу от человека к человеку, MERS-CoV показал коэффициент летальности около 34,4% [14].

Severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2) вызвал тяжелое респираторное заболевание в городе Ухань (Китай) в конце 2019 года, впоследствии широко распространившейся по всему миру [15, 16]. Филогенетический анализ данных по выделенным штаммам, показал, что первичными природными резервуарами, подобно вирусам SARS-CoV и MERS-CoV, являются летучие мыши (Rhinolophus R. ferrumequinum). Заболевание, вызываемое SARS-CoV-2 получило наименование Cоrona Virus Disease 2019 (COVID-19).

11 марта 2020 года Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) объявила, что COVID-19 следует охарактеризовать как пандемию [17, 18]. Ценой больших экономических затрат многие страны приняли беспрецедентные меры по сдерживанию распространения вируса. На сентябрь 2022 года пандемия COVID-19 затронула более 612 миллионов пациентов, более 6,5 миллиона человек умерли в более чем 200 странах. Пандемия серьезно нарушила систему здравоохранения и остановила социально-экономическую деятельность. Бытовая передача привела к семейным кластерам [19, 20].
1.2 Генетическое разнообразие и эволюция SARS‑CoV‑2
Генетическая изменчивость SARS-CoV‑2 обусловлена мутациями в геноме, особенно в области S-белка, что влияет на заразность и чувствительность к иммунному ответу. Различные конформационные состояния шиповидного белка SARS-CoV-2 представлены на рисунке 2 [21]. 
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Рисунок 2 – Различные конформационные состояния шиповидного белка SARS-CoV-2
Примечание : Источник: Cai Y., Zhang J., Xiao T. et al. Distinct conformational states of SARS-CoV-2 spike protein // Science. – 2020. – Vol. 369. – P. 1586-1592.
Использование таких инструментов, как Pangolin и Nextstrain, позволило классифицировать множество вирусных линий (Alpha, Delta, Omicron, XBB и др.), отслеживать их географическое распространение и эволюцию.

В ходе настоящего исследования, проведённого в Казахстане, полногеномное секвенирование 881 изолятов вируса SARS-CoV‑2 позволило установить преобладание линий BA.5, B.1.617.2 и XBB.1.5 в 2021–2023 гг. Это соответствует мировым тенденциям, опубликованным в 

HYPERLINK "https://www.nature.com/articles/s41579-022-00713-0" \hNature Reviews Microbiology, где подчеркивается, что мутации в домене RBD и фуриновом сайте усиливают проникновение вируса в клетки.

Биоинформатический анализ показал, что мутации D614G, P681R, N501Y и другие влияют на эпидемиологические характеристики вируса и его способность ускользать от иммунного надзора. Анализ образцов из Казахстана также выявил ассоциации между определенными вариантами вируса и клиническими признаками тяжёлого течения заболевания. 
1.3 Особенности эпидемиологии и причины реинфекции COVID-19

Высокая трансмиссивность коронавируса SARS-CoV-2 воздушно-капельным и контактным путями привела к возникновению крупных вспышек в общественных местах и учреждениях [22]. За исключением отдельных регионов, COVID-19 продолжает циркулировать по всему миру, несмотря на строгие меры контроля. Более того, во многих странах отмечался рост числа случаев после ослабления политики социального дистанцирования [23].

Одним из ключевых вопросов, касающихся COVID-19, является возможность истинного повторного заражения. Хотя нейтрализующие антитела вырабатываются достаточно быстро после перенесённой инфекции [24, 25], недавние исследования показали, что их титры начинают снижаться уже через 1–2 месяца после острой фазы заболевания [26, 27]. Ситуацию усложняет длительное выделение вируса на низком уровне, близком к пределу обнаружения ОТ-ПЦР [24]. В результате у пациентов, выписанных из стационара с отрицательными результатами тестов, нередко регистрируются повторные положительные пробы [28]. Существует предположение, что такие случаи могут быть связаны с реинфекцией, однако геномный анализ вируса в большинстве подобных ситуаций не проводился [29]. В литературе имеются сообщения о клинических случаях повторного заражения SARS-CoV-2 в Северной Америке [30], Эквадоре [31], Бельгии и Нидерландах [32], а также Гонконге [5]. Эти зарегистрированные эпизоды вызвали дискуссии о разграничении между стойким выделением вируса и истинной реинфекцией.

Механизмы, объясняющие более тяжёлое течение вторичной инфекции, пока остаются предметом дискуссий. Во-первых, оно могло быть связано с очень высокой дозой вируса, что приводило к развитию более выраженной клинической картины [33]. Во-вторых, повторное заражение, возможно, было обусловлено вариантом вируса с повышенной вирулентностью либо индивидуальной восприимчивостью пациента. В-третьих, нельзя исключить механизм антителозависимого усиления инфекции, при котором вирус проникает в клетки, несущие Fc-рецепторы, посредством связывания со специфическими антителами. Подобный механизм ранее наблюдался у бета-коронавируса, вызывающего тяжёлый острый респираторный синдром.

По данным European Centre for Disease Prevention and Control, в разных странах были зарегистрированы случаи подозрения или возможной реинфекции SARS-CoV-2 [34]. Однако в большинстве подобных эпизодов остаётся неясным, отражает ли положительный результат ПЦР длительное выделение вируса после первой инфекции или свидетельствует о новом заражении.

Анализ исследований, посвящённых частоте подтверждённых случаев повторного заражения SARS-CoV-2, а также обзоры литературных данных об иммунном ответе позволили уточнить ряд вопросов, касающихся природы и причин реинфекции [35-38]. Выявление характеристик и распространённости повторных заражений имеет принципиальное значение, так как напрямую связано с пониманием механизмов формирования приобретённого иммунитета после естественной инфекции.

Учёные приводят результаты опубликованных клинических наблюдений в Гонконге, США, Бельгии, Эквадоре и Индии, где повторные инфекции были подтверждены методами генетического секвенирования [16,39,40,4142]. Дополнительно в СМИ сообщалось о случаях возможной реинфекции в Нидерландах, Испании и ряде других стран, однако эти эпизоды пока не представлены в научной литературе [43,44,45].

Несмотря на накопленные данные, процессы формирования антител и защитная роль гуморального и Т-клеточного иммунитета против SARS-CoV-2 остаются недостаточно изученными. Тем не менее титры антител традиционно рассматриваются как надёжный коррелят противовирусного иммунитета. Известно, что уровни антител к рецептор-связывающему домену белка S коррелируют с нейтрализующей активностью плазмы [46]. Нейтрализующие антитела к SARS-CoV-2 вырабатываются у большинства инфицированных людей в течение 10–21-го дня после заражения [47,48,49,50]. Обзор опубликованных данных показывает, что более 91% пациентов вырабатывают IgG и более 90% - нейтрализующие антитела после первичной инфекции.

Продолжительность гуморального иммунного ответа на SARS-CoV-2 ещё предстоит уточнить. Однако известно, что уровни антител к другим коронавирусам снижаются со временем, обычно в пределах 12-52 недель после появления симптомов, что объясняет зарегистрированные случаи повторных инфекций [51]. В частности, наблюдалось, что антитела к SARS-CoV-2 сохраняются до 94 дней после заражения [38], а другие исследования указывают, что их уровни достигают пика на 3-4-й неделе и остаются относительно стабильными в течение последующих 4 месяцев [52]. Тем не менее нейтрализующая активность плазмы со временем значительно снижается [53-56]. При этом величина снижения, его продолжительность, а также вклад клеточного иммунитета остаются недостаточно изученными на больших выборках в течение длительных периодов наблюдения.

Предполагается, что уровень антительного ответа коррелирует с тяжестью заболевания [57]. Существуют данные, что у лиц с бессимптомным или лёгким течением COVID-19 антителообразование может быть краткосрочным [55]. В частности, Wang и соавт. показали, что у таких пациентов уровни IgM и нейтрализующих антител были существенно ниже по сравнению с тяжело переболевшими [56]. В совокупности эти результаты свидетельствуют о том, что у большинства пациентов формируется иммунный ответ после первичной инфекции SARS-CoV-2, однако его длительность и эффективность могут быть ограниченными.
1.4 Идентификация повторного заражения SARS-CoV-2

В случаях истинной реинфекции необходимо дифференцировать положительные результаты на РНК SARS-CoV-2, которые могут сохраняться в течение длительного времени вследствие продолжительного выделения вируса. В связи с этим эпидемиологическая и вирусологическая информация по каждому случаю должна тщательно анализироваться. При взятии образцов у пациентов с положительным тестом на SARS-CoV-2 для диагностического исследования важно учитывать наличие симптомов, совместимых с COVID-19. В зимний период, когда циркулируют другие респираторные вирусы, в том числе вирус сезонного гриппа, вызывающий клинические проявления, сходные с COVID-19, необходима дифференциальная диагностика.

Существует ряд критериев, которые должны быть выполнены для подтверждения истинной реинфекции в сочетании с клинической оценкой пациента. Основным является лабораторное подтверждение двух инфекций, вызванных различными штаммами вируса, разделёнными по времени возникновения эпизодов заболевания. Дополнительно исследования могут включать сбор эпидемиологической, клинической и диагностической информации, результаты оценки иммунного ответа, а также сравнительный геномный анализ, включающий определение числа однонуклеотидных вариаций (SNP) между двумя случаями болезни [58-60].

Предполагается, что скорость мутаций SARS-CoV-2 составляет около двух SNP в месяц. Более надёжным доказательством повторного заражения служит установление принадлежности последовательностей, выделенных из двух эпизодов инфекции, к различным генетическим клада́м [49] или линиям [61], независимо от количества SNP.
1.5 Случаи повторного заражения COVID-19

Повторное заражение сезонными коронавирусами или другим бета-коронавирусом hCoV-OC43 может происходить уже через 90 дней [62, 63]. Моделирование динамики защитного иммунитета и риска реинфекции для hCoV-OC43 и hCoV-HKU1 показало, что средняя продолжительность иммунной защиты составляет около 45 недель [64].

К настоящему времени показано, что риск повторного заражения коронавирусами не всегда связан со снижением титров антител и может возникать даже при относительно высоких их уровнях [62]. Так, в выборке из 133 266 лабораторно подтверждённых случаев COVID-19 было выявлено 243 эпизода с повторно положительными результатами [63]. В 54 случаях признаки возможной реинфекции были зафиксированы спустя 45 дней после первичного заражения SARS-CoV-2 (вторая положительная ПЦР в сочетании с повторным появлением симптомов). Однако в этих исследованиях не проводилось полногеномное секвенирование, выделение вируса или анализ субгеномной РНК. Поэтому остаётся неясным, являлись ли выявленные эпизоды истинными случаями повторной инфекции или отражали длительное выделение вирусной РНК, а также возможность других вирусных инфекций. Тем не менее риск повторного заражения был оценён как крайне низкий – 0,04% (95% ДИ: 0,03–0,05%), а частота реинфекций составила 1,09 (95% ДИ: 0,84–1,42) на 10 000 человека в неделю.

На сегодняшний день опубликовано лишь шесть случаев, подтверждённых как истинные повторные заражения SARS-CoV-2. Вместе с тем о большем числе потенциальных эпизодов сообщается в СМИ, и они находятся на стадии расследования, что должно способствовать лучшему пониманию вероятности и условий возникновения реинфекции. Вероятно, число зарегистрированных случаев остаётся заниженным из-за отсутствия масштабного тестирования, особенно на ранних этапах пандемии и в отношении бессимптомных носителей.

Таким образом, можно предположить, что с расширением возможностей и охвата тестирования, включая лиц с лёгким или бессимптомным течением COVID-19, количество выявленных случаев повторного заражения будет увеличиваться. Однако в настоящее время накопленные данные указывают на то, что реинфекция является редким явлением. Среди ключевых проблем, ограничивающих формирование доказательной базы, следует отметить отсутствие данных о первичной инфекции у конкретных пациентов, а также нехватку сохранённых лабораторных образцов, позволяющих подтвердить повторное заражение ретроспективно.
1.6 Роль реинфекции в последующем распространении инфекции

В научной литературе содержится крайне мало данных о потенциальной заразности повторно инфицированного человека, как симптоматического, так и бессимптомного. В недавний обзор, посвящённый оценке инфекционности SARS-CoV-2, были включены наблюдения за пятью лицами с подозрением на реинфекцию [38]. Передача вируса от этих предполагаемых случаев их контактам зафиксирована не была. Следует проявлять осторожность при интерпретации результатов, поскольку исследования основывались на небольшой выборке и не сопровождались секвенированием вируса. Это означает, что описанные эпизоды могли не являться истинными случаями повторного заражения. Учитывая ограниченность данных о передаче SARS-CoV-2 от реинфицированных пациентов, а также применяя принцип предосторожности, бессимптомные и повторно инфицированные лица должны рассматриваться как потенциально заразные и лечиться так же, как пациенты с первичной инфекцией.

К настоящему времени показано, что специфические к SARS-CoV-2 антитела класса IgG выявляются почти у всех обследованных лиц к концу периода наблюдения (до 94 дней), причём более чем у 90% инфицированных формируются нейтрализующие антитела [38]. В экспериментальных моделях на животных установлено, что перенесённая инфекция SARS-CoV-2 защищает резус-макак от повторного заражения [64]. Однако длительность постинфекционного иммунитета у человека остаётся неизвестной, и пока отсутствуют убедительные доказательства ведущей роли антител в полной элиминации вируса.

Реинфекции возможны, однако обстоятельства их возникновения, сопутствующие симптомы, тяжесть клинических проявлений и масштаб распространённости требуют дальнейшего изучения. Так, пациент, описанный To и соавт., не имел обнаруживаемых антител во время второго заражения, однако после повторной инфекции у него появились нейтрализующие антитела [16]. В двух других случаях титры антител не измерялись после первого заражения, но их продукция наблюдалась после второго эпизода болезни [39, 40]. В исследовании Prado-Vivar и соавт. у пациента антитела не выявлялись во время первичного инфицирования (исследование проводилось на четвёртый день после появления симптомов), тогда как после повторного заражения они были обнаружены [41].

До настоящего времени остаётся неясной роль антител и уровень нейтрализующей активности, а также временной промежуток, после которого их концентрация снижается до уровня, указывающего на потерю защитной функции. Эти вопросы требуют дальнейшего изучения на крупных популяционных выборках. В описанных случаях выделение вируса показало наличие у повторных инфекций новых мутаций, что подтверждает заражение пациентов вариантами вируса, отличными от первоначальных. Количество и локализация таких мутаций в геноме могут объяснять механизмы реинфекции и возможное уклонение вируса от иммунного ответа. Перспективным направлением исследований также является поиск общих мутаций в геномах вируса у повторно инфицированных пациентов, которые могли бы объяснить способность SARS-CoV-2 вызывать повторные заражения. Кроме того, необходимо уточнить уровень генетической дивергенции, достаточный для повторного заражения ранее инфицированного человека. Роль клеточного иммунитета в предотвращении реинфекции при COVID-19 в опубликованных случаях пока не изучалась, что подчёркивает необходимость дальнейших исследований в данном направлении.
1.7 Коинфекции при COVID-19: роль энтеровирусов
Во время пандемии COVID-19 были зафиксированы многочисленные случаи коинфекций, то есть одновременного инфицирования SARS-CoV-2 и других вирусных агентов. Наибольшее внимание привлекли коинфекции с вирусами гриппа, риновирусами, вирусом Эпштейна–Барра и энтеровирусами [65-67].

Энтеровирусы – это группа РНК-содержащих вирусов семейства Picornaviridae, включающая вирусы Коксаки, эховирусы и энтеровирусы группы 68–71. Они могут вызывать широкий спектр заболеваний: от банальных ОРВИ и герпангины до вирусного менингита, энцефалита и миокардита [66]. В условиях коинфекции с SARS-CoV-2 энтеровирусы способны потенцировать течение болезни, усиливать воспалительную реакцию и вызывать атипичное клиническое проявление COVID-19 [68].

Исследования показали, что коинфекция у детей часто сопровождается выраженной интоксикацией, кожной сыпью, симптомами поражения ЖКТ и может имитировать синдром Кавасаки или мультисистемный воспалительный синдром [69, 70]. Генетическое типирование энтеровирусов у таких пациентов подтвердило циркуляцию различных серотипов, что указывает на необходимость постоянного эпидемиологического надзора за этой группой патогенов [6].

В рамках настоящего исследования было проведено полногеномное секвенирование 65 энтеровирусов, выделенных у пациентов с подтвержденным COVID-19. В результате установлены 8 серовариантов, включая EV-A71 и ECHO30, с различной степенью клинической значимости. Эти данные впервые получены в Казахстане и подчеркивают значимость коинфекционного анализа при эпидемическом надзоре [71].
1.8 Вирус гриппа A (H1N1) как сопутствующая инфекция при COVID-19
Наряду с энтеровирусами, вирус гриппа A (H1N1) является важным сопутствующим респираторным патогеном при инфекции SARS-CoV-2. Оба вируса обладают схожим тропизмом к клеткам эпителия дыхательных путей и могут вызывать острые респираторные заболевания с перекрывающейся симптоматикой. Коинфекция гриппа и COVID-19 может существенно утяжелять клиническое течение заболевания, повышая риски осложнений и летального исхода [72-74].

Во время пандемии COVID-19 отмечались флуктуации в циркуляции других респираторных вирусов, включая вирусы гриппа. Однако в осенне-зимний период 2022 года был зафиксирован рост заболеваемости, вызванной штаммами вируса гриппа A(H1N1)pdm09, в том числе зарегистрированы локальные вспышки в отдельных регионах Казахстана [75]. Применение молекулярно-генетических методов, включая секвенирование полного генома вирусов, позволило провести сравнительный филогенетический анализ циркулирующих штаммов H1N1 и установить их генетическую близость к вариантам, обнаруженным в странах Европы и Восточной Азии [76].

Клинические данные свидетельствуют о том, что у пациентов с коинфекцией SARS-CoV-2 и H1N1 чаще наблюдаются выраженные симптомы интоксикации, лихорадка, продуктивный кашель, одышка и увеличенная потребность в госпитализации и кислородной поддержке [77-79].

Метаанализы показывают, что частота коинфекции вирусом гриппа среди пациентов с COVID-19 может варьировать от 0,9 до 3,2%, особенно в периоды сезонных эпидемий [80-82].

С практической точки зрения, наличие коинфекций подчёркивает важность внедрения мультиплексных диагностических тестов, способных одновременно обнаруживать SARS-CoV-2, вирус гриппа A и другие респираторные патогены. Это особенно актуально в условиях сезонной эпидемиологической нестабильности, когда клиническая дифференциация между патогенами без молекулярной диагностики затруднительна.
1.9 Патогенез и механизм репродукции вируса SARS-CoV-2

Бетакоронавирусы, как и все другие члены семейства Coronaviridae, имеют относительно большие геномы позитивно-цепочечных РНК размером более 30 тысяч пар нуклеотидов. Для проникновения и обеспечения слияния мембраны вируса с мембраной клетки хозяина во время инфицирования SARS-CoV-2 использует поверхностный тримерный спайковый гликопротеин (S). Репликация SARS-CoV-2 начинается, когда вирусный шип (S-белок) гликопротеин на поверхности вируса связывается с комплементарным рецептором ангиотензинпревращающего фермента 2 (ACE2) в клетке-хозяине [83]. Рецептор ACE2 экспрессируется в эпителиальных клетках ряда органов, включая легкие, почки и кровеносные сосуды [84], который служит ко-транспортером для SARS-CoV-2 в клетках человека. Однако молекулярный механизм данной связи, как и эволюция SARS-CoV-2, остаются не до конца изученными.

Кроме того, S-белок, являющийся самым крупным поверхностным белком коронавирусов, определяет растворимость вирусных частиц и, как следствие, контагиозность SARS-CoV-2. S-белок имеет два важных участка – S1 и S2. S1 связывается с рецептором на поверхности клетки хозяина, а S2 обеспечивает слияние мембран. В S1-участке имеется N-концевой (NTD) и С-концевые домены (CTD1, CTD2 и CTD3). В CTD1 домене располагается рецепторсвязывающий домен (RBD), который расположен в N-терминальной части белка и состоит из 190 аминокислот [85]. Большинство аминокислотных остатков RBD домена, важные для связывания рецептора, одинаковы у SARS-CoV и SARS-CoV-2, в связи с этим, они используют один и тот же рецептор хозяина [86].

Главные различия между SARS-CoV и близкородственными вирусами летучих мышей связаны со структурой данного домена. Это очень вариабельный регион, в котором встречаются многочисленные замены, делеции и инсерции. Аминокислотные последовательности рецептора ACE2, отвечающие за связывание у сельскохозяйственных животных и кошек, немного отличаются от рецептора человека. Тем самым доказывается, что видовой барьер для передачи SARS-CoV-2 ограничен [87]. После связывания происходит слияние мембран вируса с клеткой-хозяином. При этом протеаза клетки-хозяина расщепляет и активирует спайковый белок, связанный с рецептором, что позволяет вирусу проникать в клетку-хозяина путем эндоцитоза.

Затем вирусный геном попадает в цитоплазму клетки. Геном РНК SARS-CoV-2 имеет 5ʹ-метилированную шапку и 3ʹ-полиаденилированный хвост, который позволяет РНК прикрепляться к рибосоме клетки-хозяина для трансляции. Вирусный геном реплицируется с помощью РНК-зависимой РНК-полимеразы (RdRp) [88]. Кроме того, она также катализирует транскрипцию отрицательно заряженной субгеномной м-РНК к соответствующей субгеномной положительной м-РНК, которая становится основой для потомства вирусов. м-РНК транслируются рибосомами хозяина в мембранные и вспомогательные белки, происходящие в эндоплазматическом ретикулуме (ЭР) [89].

Было доказано, что S-гликопротеин SARS-CoV-2 обладает меньшей свободной энергией по сравнению с SARS-CoV [90]. Данное наблюдение подчеркивает, что SARS-CoV-2 является более стабильным и меньше подвержен разрушению при повышенных температурах – следовательно, SARS-CoV-2 имеет более высокую персистирующую способность, чем SARS-CoV при такой же температуре.

Исследования Markus Hoffmann et al. предоставляют доказательства того, что проникновение SARS-CoV-2 в клетки-хозяева зависит от рецептора ACE2 и может быть заблокировано клинически доказанным ингибитором клеточной сериновой протеазы TMPRSS2, которая используется SARS-CoV-2 для S-белкового праймирования [91]. Более того, это предполагает, что выработка антител против SARS-CoV может хотя бы частично защитить от инфекции SARS-CoV-2. Эти результаты имеют важное значение для нашего понимания трансмиссивности и патогенеза SARS-CoV-2, а также указывают на мишень для терапевтического вмешательства.

Обнаружение того, что SARS-2-S использует рецептор ACE2 для проникновения, о чём также сообщали Чжоу и его коллеги [92], предполагает, что вирус может быть нацелен на тот же спектр клеток, что и SARS-CoV. В легких SARS-CoV поражает, главным образом, пневмоциты и макрофаги [93]. Однако экспрессия ACE2 не ограничивается легкими, наблюдалось внелегочное распространение SARS-CoV в тканях ACE2+ [92, 94, 95]. То же самое можно ожидать и для SARS-CoV-2, хотя сходство SARS-S и SARS-2-S в экспрессии ACE2 сохраняется. Есть данные, что умеренная экспрессия ACE2 в верхних дыхательных путях может ограничивать трансмиссивность SARS-CoV [92, 96].

В свете потенциально повышенной трансмиссивности SARS-CoV-2 по сравнению с SARS-CoV можно предположить, что новый вирус может использовать факторы, способствующие клеточному прикреплению с более высокой эффективностью, чем SARS-CoV, чтобы обеспечить надежную инфекцию клеток ACE2+ в верхних отделах дыхательных путей. Это может включать связывание с клеточными гликанами, функция, приписываемая домену S1 некоторых коронавирусов [97, 98].

Наконец, следует отметить, что экспрессия ACE2 защищает от повреждения легких и подавляется SARS-S, что может способствовать развитию SARS [99-101]. Таким образом, будет интересно определить, влияет ли SARS-CoV-2 также на экспрессию ACE2.

Праймирование S-белков коронавируса протеазами клетки-хозяина необходимо для проникновения вируса в клетки и включает расщепление S-белка в сайтах S1/S2 и S2′. Сайт расщепления S1/S2 SARS-2-S содержит несколько остатков аргинина, что указывает на высокую растворимость. Действительно, SARS-2-S эффективно расщеплялся в клетках, а расщеплённый белок S включался в вирусные частицы. Примечательно, что последовательность сайта расщепления может определять зоонозный потенциал коронавирусов [102-104], а многоосновной сайт расщепления не присутствовал у RaTG13, коронавируса, наиболее тесно связанного с SARS-CoV-2. Таким образом, будет интересно определить, требуется ли наличие многоосновного сайта расщепления для проникновения SARS-CoV-2 в клетки человека и как этот сайт расщепления был получен.

S-белки SARS-CoV могут использовать эндосомальные цистеиновые протеазы CatB/L для праймирования S-белка в клетках TMPRSS2 [105]. Однако праймирование S-белка с помощью TMPRSS2, но не CatB/L, необходимо для проникновения вируса в первичные клетки-мишени и для распространения вируса в инфицированном хозяине [106-108]. Настоящие исследования показывают, что распространение SARS-CoV-2 также зависит от активности TMPRSS2. Можно предположить, что опосредованное фурином предварительное расщепление в сайте S1/S2 в инфицированных клетках может способствовать последующему зависимому от TMPRSS2 проникновению в клетки-мишени, как сообщалось для MERS-CoV [109, 110].

В совокупности полученные результаты и предыдущее сообщение подчеркивают, что TMPRSS2 является фактором клетки-хозяина, имеющим решающее значение для распространения нескольких клинически значимых вирусов, включая вирусы гриппа A и коронавирусы [92, 106, 107].

Напротив, TMPRSS2 незаменим для обеспечения гомеостаза [91] и, таким образом, представляет собой привлекательную мишень для лекарств. В этом контексте следует отметить, что ингибитор сериновой протеазы камостат мезилат, который блокирует активность TMPRSS2 [107, 108], был одобрен в Японии для использования человеком. Таким образом, это соединение или родственные соединения с потенциально повышенной противовирусной активностью можно использовать для лечения пациентов, инфицированных SARS-CoV-2, не по прямому назначению [115].

Выздоравливающие пациенты с атипичной пневмонией демонстрируют наличие нейтрализующих антител, которые могут быть обнаружены даже через 24 месяца после заражения и в значительной степени направлены против S-белка [116]. Более того, экспериментальные вакцины против SARS, включая рекомбинантный белок S [117] и инактивированный вирус [118], индуцируют выработку нейтрализующих антител. Хотя подтверждение наличия инфекционного вируса ещё не получено, имеющиеся результаты показывают, что выработка нейтрализующих антител против SARS-S может обеспечить некоторую защиту от инфекции SARS-CoV-2, что может иметь значение для борьбы со вспышками.

Таким образом, это исследование дало ключевое представление о первом этапе инфекции SARS-CoV-2, проникновении вируса в клетки и определило потенциальные мишени для противовирусного вмешательства.
1.10 Генетическая изменчивость и передача вируса SARS-CoV-2 в человеческих популяциях

По мере того как патогенные вирусы реплицируются и распространяются во время вспышек, в их геномах накапливаются случайные мутации, которые можно использовать для отслеживания распространения болезни, восстановления путей их передачи и выявления клонов с разным уровнем вирулентности и трансмиссивности. Существует несколько методов отслеживания мутаций и определения способа передачи геномных данных. Самые простые и быстрые методы основаны на попарных расстояниях между выборками, вычисленных из этих вариантов. Более продвинутые методы основаны на подходах максимального правдоподобия (maximum likelihood, ML) или методе Монте-Карло для марковских цепей (MCMC), часто в рамках байесовской статистики, применяющей явную модель эволюции к филогенетическим исследованиям. Когда эти методы сочетаются с данными отбора проб, возможна оценка наличия значительной молекулярной эволюции за период отбора проб [119]. Такой анализ реализован в программах, как TransPhylo [120, 121], Phyloscanner [122], Outbreaker2 [123] или Phybreak.

Основным результатом этих методов является дерево трансмиссии, показывающее, какие люди заразили других. Из-за их относительно недавнего развития деревья трансмиссии, основанные на геномных данных, не использовались широко для изучения путей передачи предыдущих вспышек SARS и MERS; однако недавнее исследование, в котором анализировались данные о вспышке атипичной пневмонии в 2003 г., позволило по-новому взглянуть на её ранние стадии [120].

Прогресс в технологии секвенирования генома привёл к исключительно большому количеству геномов SARS-CoV-2, секвенированных во время пандемии COVID-19 в 2019 и 2020 годах. Фактически, пандемия COVID-19 стала второй в истории после пандемии гриппа H1N1 (2009) [124, 125], геномные данные по которой были получены почти в режиме реального времени, что позволило детально реконструировать деревья трансмиссии. Последовательности генома стали общедоступными через несколько репозиториев, включая службу обмена данными, размещённую Глобальной инициативой по совместному использованию всех данных о гриппе (GISAID) [119; 126], а также веб-приложение GLUE (Genes Linked by Underlying Evolution), основанное на интегрированном программном обеспечении [120].

Было предпринято несколько попыток классифицировать циркулирующие штаммы SARS-CoV-2 по линиям или генотипам с потенциальными различиями в трансмиссивности и тяжести заболевания [127], а также с различиями в географическом распределении и распространённости [128]. Однако такие исследования подвергались критике за возможные систематические ошибки выборки и неправильную интерпретацию результатов [129-132], подчёркивая, что следует проявлять осторожность при выводах из геномного анализа. Ограниченная или несоответствующая выборка может искажать вывод о сетях передачи, потенциально скрывая события интродукции и промежуточные состояния и приводя к неточным оценкам частоты мутаций [133]. При описании новых родословных на основе SNP и других генетических вариантов фиксация соответствующих мутаций должна быть сначала продемонстрирована на местном населении.

Учитывая вышесказанное, Всемирная организация здравоохранения решила обозначать мутации коронавируса, выявленные в той или иной стране, буквами греческого алфавита. Первые четыре буквы достались штаммам из Британии (Альфа), Южной Африки (Бета), Бразилии (Гамма) и Индии (Дельта). Множественные варианты SARS-CoV-2 циркулируют по всему миру. Альфа, Бета, Гамма и Дельта варианты относятся к разным уровням классификации и потому официально именуются «вариантами, вызывающими беспокойство», то есть заметными в глобальном масштабе.

В Великобритании появился новый вариант SARS-CoV-2, известный как 20I/501Y.V1, VOC 202012/01 или B.1.1.7 (Alpha), с большим количеством мутаций. С тех пор этот вариант был обнаружен во многих странах мира. В январе 2021 года учёные из Великобритании представили доказательства [134], свидетельствующие о том, что вариант B.1.1.7 может быть связан с повышенным риском смерти по сравнению с другими вариантами. Вариант B.1.1.7 имеет мутацию в рецепторсвязывающем домене (RBD) белка-шипа (spike, S-белок) в положении 501, где аминокислота аспарагин (N) заменена тирозином (Y) (N501Y). С 20 декабря 2020 года несколько стран сообщили о случаях выявления линии B.1.1.7, включая США. Этот вариант связан с повышенной проницаемостью, т.е. более эффективной и быстрой передачей.

В Южной Африке появился другой вариант SARS-CoV-2, известный как 20H/501Y.V2 или B.1.351 (Beta). Этот вариант имеет несколько мутаций в шиповом белке, включая K417N, E484K, N501Y. В отличие от линии B.1.1.7, обнаруженной в Великобритании, этот вариант не содержит делеции на 69/70. Он был впервые обнаружен в заливе Нельсона Манделы Южной Африки, в образцах, датируемых началом октября 2020 года, и с тех пор случаи были выявлены за пределами Южной Африки. Этот вариант также был зафиксирован в Замбии в конце декабря 2020 года, где он оказался преобладающим. В настоящее время нет доказательств того, что этот вариант каким-либо образом влияет на тяжесть заболевания. Однако есть свидетельства того, что одна из мутаций шипового белка, E484K, может влиять на нейтрализацию некоторыми поликлональными и моноклональными антителами [133].

В Бразилии появился вариант SARS-CoV-2, известный как P.1 (Gamma), являющийся ответвлением линии B.1.1.28, который впервые выявили в Национальном институте инфекционных заболеваний (NIID) в Японии у четырёх путешественников из Бразилии. Этот вариант имеет 17 уникальных мутаций, в том числе три в рецепторсвязывающем домене S-белка: K417T, E484K и N501Y. Имеются данные, позволяющие предположить, что некоторые мутации в варианте P.1 могут влиять на его трансмиссивность и антигенный профиль, что может повлиять на способность антител, полученных в результате естественной инфекции или вакцинации, распознавать и нейтрализовать вирус.

Вариант коронавируса, впервые обнаруженный в Индии в феврале 2021 года – B.1.617.2, официально известный как вариант Delta [135]. Геном Delta/B.1.617.2 имеет 13 мутаций, которые вызывают изменения в аминокислотных последовательностях белков, которые он кодирует [136]. Четыре из них, кодирующие ген белка-шипа вируса, представляют особую важность:

1. D614G – замена в положении 614 (аспарагиновая кислота → глицин), характерна и для других высокотрансмиссивных вариантов, таких как Альфа, Бета и Гамма [137].

2. T478K – замена в положении 478 (треонин → лизин) [11,138].

3. L452R – замена в положении 452 (лейцин → аргинин), которая придаёт более сильное сродство белка-шипа к рецептору ACE2 и снижает способность к распознаванию иммунной системой [139].

Вышеперечисленные мутации, вместе взятые и по отдельности, не уникальны для данного варианта; скорее, их одновременное появление [140]. Вариант Дельта с заменой K417N соответствует линиям AY.1 и AY.2 и получил название «Дельта плюс» или «Непальский вариант». Он имеет мутацию K417N [141], которая способна снижать активность антител у переболевших и вакцинированных людей [142].

В ноябре 2021 года Национальный институт инфекционных болезней ЮАР объявил об обнаружении новой линии SARS-CoV-2 – B.1.1.529. Новый штамм был выявлен в Южной Африке на основе геномного секвенирования 22 случаев COVID-19 и получил название Omicron. Этот вариант вируса быстро распространился по всему миру и характеризуется наличием большего числа мутаций [143], чем все предыдущие варианты SARS-CoV-2 [144]. Примерно 128 стран представили геномные последовательности в базу данных GISAID. Изучение этих данных показало, что Omicron быстро вытеснил штамм Delta и стал доминирующим вариантом SARS-CoV-2 [145-148], поскольку обладал высокой трансмиссивностью и значительным количеством мутаций.

Учёные продолжают работу над изучением этих вариантов, чтобы лучше понять, насколько легко они могут передаваться, а также оценить эффективность санкционированных в настоящее время вакцин против них. Быстро появляется новая информация о вирусологических, эпидемиологических и клинических характеристиках этих вариантов.
1.11 Методы диагностики COVID-19
Для выявления высокопатогенных бета-коронавирусов человека наиболее часто используются методы, основанные на методе ПЦР. Эти методы обладают рядом преимуществ, включая их высокую чувствительность и специфичность, их применимость в условиях, когда изоляция вируса невозможна из соображений безопасности, и их способность обнаруживать присутствие вируса на ранней стадии после заражения, даже до появления симптомов [149, 150].

После вспышки SARS-CoV в 2002-2003 гг. рандомная амплификация глубокого секвенирования сыграла решающую роль в обнаружении и характеристике геномных различий среди коронавирусов, связанных с SARS, и идентификации возникающих MERS-CoV и SARS-CoV-2 [151-153]. Доступные ПЦР-системы для идентификации патогенных бета-коронавирусов человека используют либо один, либо несколько наборов праймеров, нацеленных на конкретные области ORF1ab, гены E и N [154-158]. Методы, разработанные с использованием вышеупомянутых генов, отличаются высокой специфичностью. Однако использование праймеров, специфичных к N-гену, показало более высокую чувствительность [159, 160].

Но, несмотря на эффективность, методы на основе ПЦР имеют ряд недостатков – массовое использование во время вспышек и эпидемий, необходимость дорогостоящего оборудования и реагентов, продолжительное время транспортировки образцов и выполнения работ.

В последние годы разработан ряд молекулярных экспресс-методов. Сообщается о разработке метода для обнаружения N-гена MERS-CoV, основанного на обратно-транскриптазной изотермической амплификации промежуточного цикла с вертикальной полосой визуализации потока (RT-LAMP-VF) [161]. Этот тест не показывает перекрёстной реактивности с коронавирусами, связанными с SARS, и его время выполнения составляет примерно 35 минут. Также для обнаружения SARS-CoV-2 разработан новый анализ под названием CRISPR Trans Reporter, нацеленный на ДНК-эндонуклеазы, который может быть выполнен менее чем за 40 минут [162]. В этом анализе одновременно выполняется RT-LAMP для образцов РНК с последующим обнаружением Cas12 с использованием направляющих последовательностей РНК, видоспецифичных к области E- и N-генов SARS-CoV-2.

Иммунологические диагностические препараты, основанные на распознавании антиген–антитело, являются альтернативой в диагностике вирусных заболеваний. В иммуноанализах используются моноклональные антитела или клонированные вирусные антигены [163-167]. Разработка тестов на основе антигенов требует экспрессии рекомбинантных вирусных белков или их фрагментов, которые содержат потенциальные эпитопы [168, 169]. Эти антигены используются для получения специфических моноклональных антител с последующей экспериментальной проверкой их сродства к вирусным антигенам и характеристикой их специфических эпитопов [170].

Прототипы ИФА-тестов для определения антигена SARS-CoV и MERS-CoV были разработаны ранее, но не получили одобрения регулирующих органов. Серологические тесты, основанные на рекомбинантных белках в качестве антигенов, были разработаны для обнаружения SARS-CoV, MERS-CoV и SARS-CoV-2, в основном с использованием N- и S-белков как двух основных иммуногенных белков этих вирусов [171, 172]. Следует отметить, что серологические методы имеют ограничения в диагностических целях в связи с различным периодом времени, в течение которого антитела могут быть обнаружены после первоначального заражения. Но этот метод диагностики может быть полезен для выявления реальной эпидемиологической картины с учётом растущих данных о большом количестве бессимптомных носителей [173-175].

Полногеномное секвенирование (WGS) является мощным инструментом понимания динамики передачи инфекции и информирования о вспышках для принятия контрольных решений. Данная стратегия получила название «точная геномика патогенов общественного здравоохранения» [176, 177]. Мгновенный обмен и анализ данных рекомендуется как неотъемлемая часть ответных мер во время вспышек [178-180]. Стратегия WGS-амплификации была использована для получения высококачественных консенсусных последовательностей SARS-CoV-2 [181, 182]. Полногеномные последовательности вируса SARS-CoV-2 могут быть использованы для разработки диагностических тестов, лекарств и вакцин.

На данное время выявлено более 612 млн. случаев заболевания COVID-19, и 6,5 миллиона человек умерли в 228 странах мира. Результаты исследования механизма взаимодействия вируса и клетки показали, что проникновение SARS-CoV-2 в клетки-хозяева зависит от рецептора ACE2 и может быть заблокировано клинически доказанным ингибитором клеточной сериновой протеазы TMPRSS2, которая используется SARS-CoV-2 для S-белкового праймирования. Праймирование S-белков коронавируса протеазами клетки-хозяина необходимо для проникновения вируса в клетки. Эти результаты имеют важное значение для нашего понимания трансмиссивности и патогенеза COVID-19, а также указывают на мишень для терапевтического вмешательства.

Имеющиеся данные по изучению частоты повторно подтверждённых случаев SARS-CoV-2 и процесса выработки антител позволили разъяснить ряд вопросов, касающихся причин повторной инфекции SARS-CoV-2. Несмотря на то что можно предвидеть увеличение выявленных случаев повторного заражения, это редкое явление. Выяснение характеристик и частоты повторного заражения имеет решающее значение, поскольку это может повлиять на понимание приобретённого иммунитета после естественного заражения.

Глобальные усилия по секвенированию внесли огромный вклад в наше понимание геномного разнообразия SARS-CoV-2. Исследователи во всём мире поместили более 2 млн. последовательностей SARS-CoV-2 в базу данных GISAID, где геномные последовательности становятся доступными в реальном времени. Это позволяет выявлять мутации SARS-CoV-2, отслеживать распространение болезни, восстанавливать пути передачи и выявлять штаммы с разным уровнем вирулентности и трансмиссивности.

Один положительный аспект нынешней ситуации по сравнению с предыдущими пандемиями – беспрецедентная доступность научных и технологических средств для борьбы с COVID-19. Современные разработки медицинских препаратов в значительной степени основаны на генной инженерии и понимании взаимодействия хозяина и патогена на молекулярном уровне. Следовательно, постоянный мониторинг геномных изменений вируса будет иметь важное значение для лучшего понимания фундаментальных взаимодействий хозяина и патогена, которые могут помочь в разработке лекарств и вакцин.
1.12 COVID-19 и ассоциированные коинфекции: вызовы диагностики и генетического мониторинга
Случаи вирусных коинфекций у пациентов с COVID-19 фиксировались с первых месяцев пандемии, при этом спектр и частота сопутствующих возбудителей существенно варьировали в зависимости от сезона, возраста и широты лабораторного тестирования. Современные обзоры и метаанализы показывают, что доля вирусных коинфекций среди больных COVID-19 в среднем колеблется от 5 до 10%, а наиболее часто выявляемыми сопутствующими агентами являются риновирусы/энтеровирусы, вирусы гриппа A/B, респираторно-синцитиальный вирус (RSV), аденовирус, метапневмовирус и сезонные коронавирусы человека (OC43, 229E, NL63, HKU1) [183]. 
Коинфекция SARS-CoV-2 с вирусом гриппа последовательно ассоциируется с более тяжёлыми исходами. Крупный многоцентровый анализ ISARIC4C (Великобритания) показал, что сочетание с гриппом повышает вероятность инвазивной вентиляции лёгких и летального исхода по сравнению с моноинфекцией SARS-CoV-2 [184]. Метаанализы 2023–2025 гг. подтверждают невысокую распространённость коинфекции гриппа (0,8-2,5%), но значимое увеличение риска тяжёлого течения при её наличии [185]. У детей, по данным CDC, коинфекция сопровождалась большим потреблением респираторной поддержки и ICU-ресурсов [186]. Эти данные обосновывают рутинное параллельное тестирование на грипп в сезоны его циркуляции и раннее назначение противогриппозной терапии по показаниям.

Риновирус/энтеровирус – наиболее частый сопутствующий возбудитель при COVID-19. В метаанализе 2025 г. он составлял наибольшую долю всех коинфекций, а в отдельных ретроспективных когортах отмечена связь коинфекции «SARS-CoV-2 + RV/EV» с повышением 30-дневной летальности по сравнению с моноинфекцией SARS-CoV-2 [187].

RSV, аденовирус и метапневмовирус также регулярно выявлялись как сопутствующие агенты; их вклад в исходы варьировал от нейтрального до неблагоприятного, при этом наиболее устойчиво негативный эффект подтверждён для гриппа, а для RSV/аденовируса результаты ограничены числом наблюдений [188]. Практически это поддерживает использование мультиплексных RT-PCR-панелей у госпитализированных пациентов и в педиатрической практике в период сезонных подъёмов.

Отдельного внимания требуют герпесвирусы. При тяжёлом COVID-19 речь чаще идёт о реактивации латентной инфекции, а не о первичной коинфекции. Систематический обзор показал, что реактивация EBV у госпитализированных больных COVID-19 связана с повышением летальности (~2-кратное увеличение относительного риска) [189]. Аналогично, реактивация CMV встречается часто у критически больных, особенно при высоких дозах глюкокортикостероидов, и ассоциирована с неблагоприятными исходами и удлинением госпитализации. Реактивации HSV/VZV также описаны, особенно у иммуносупрессированных пациентов [190]. Это обосновывает селективный мониторинг ДНК-вирусемии (EBV/CMV/HSV) у пациентов в отделениях интенсивной терапии.

В эндемичных регионах описаны случаи сочетанной инфекции COVID-19 и денге, что несёт клинические и диагностические риски. Зафиксирована перекрёстная реактивность серологических тестов (NS1/IgM), способная приводить к ошибочной интерпретации, а также тяжёлые исходы при истинной коинфекции [191]. При подозрении на денге у пациента с COVID-19 показано проведение ПЦР-тестов и осторожная трактовка быстрых серологических анализов.

Опыт Казахстана также подтверждает значимость проблемы коинфекций. В национальных исследованиях периода 2020-2021 гг. отмечено снижение активности сезонных респираторных вирусов (гриппа и других ОРВИ) вследствие карантинных мер, однако бактериальные коинфекции у госпитализированных с пневмонией регистрировались часто – до 40% случаев. Наиболее распространёнными патогенами были Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Acinetobacter baumannii и др. [192, 193]. Эти находки демонстрируют, что в условиях Казахстана именно бактериальные суперинфекции вносили существенный вклад в тяжесть течения COVID-19, тогда как систематические данные по вирусным коинфекциям ограничены и требуют дальнейшего исследования.  
Таким образом, наиболее частыми вирусными коинфекциями при COVID-19 являются риновирус/энтеровирус, грипп A/B, RSV, аденовирус и другие сезонные вирусы, при этом именно коинфекция с гриппом наиболее устойчиво связана с ухудшением исходов. В клинической практике это трансформируется в:

· использование мультиплексных RT-PCR-панелей у госпитализированных пациентов и детей в сезоны циркуляции респираторных вирусов;

· раннее этиотропное лечение подтверждённого гриппа;

· селективный скрининг реактивации герпесвирусов у тяжёлых больных и получающих иммуносупрессивную терапию; учёт локальных данных: в Казахстане приоритетной проблемой остаются бактериальные коинфекции и антибиотикорезистентность, что требует строгого антимикробного надзора и расширения вирусного скрининга.
2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
2.1 Материалы исследований
2.1.1 Материалы для полногеномного секвенирования вируса SARS-CoV-2
В исследовании использовано 994 образца РНК, выделенных из назофарингеальных мазков пациентов с подтвержденным диагнозом COVID-19. Отбор образцов осуществлялся в рамках эпидемиологического мониторинга в различных регионах Казахстана. Работа с клиническими образцами выполнялась в филиале ТОО «Национальный центр биотехнологии» МЗ РК (Алматы) на базе РГП на ПХВ «Национальный научный центр особо опасных инфекций имени Масгута Айкимбаева» (BSL-3), а также в Лаборатории молекулярно-генетических исследований Филиала РГП на ПХВ «Национальный центр экспертизы» КСЭК МЗ РК (Астана).
Образцы РНК доставлялись в условия строгого соблюдения холодовой цепи. Сбор назофарингеальных смывов проводился обученным персоналом в ЛМГИ. Целью сбора было получение репрезентативной выборки для оценки циркулирующих вариантов вируса и мониторинга мутационного профиля.
2.1.2 Материалы при исследовании на энтеровирусную инфекцию
Проведен ретроспективный анализ 152 случаев госпитализации детей в Детскую инфекционную больницу г. Астаны в период с мая по октябрь 2022 года с предварительным диагнозом «энтеровирусная инфекция». Забор клинического материала (носоглоточные мазки и ликвор) проводился согласно стандартным протоколам.
Энтеровирусные инфекции классифицировали по клиническим фенотипам, используя следующие определения: герпетическая ангина (ГА) и асептический менингит (АМ), вызванный энтеровирусами. Герпетическая ангина и синдром «рука-нога-рот» (Hand, Foot and Mouth Disease, HFMD) или везикулярный стоматит с экзантемой вызывают сходные симптомы с язвами во рту или вокруг него, а HFMD также вызывает везикулярные поражения на руках, ногах, коленях или ягодицах. У пациентов брали мазки из носоглотки (NSW) стерильным ватным тампоном, помещали их в транспортную среду (DMEM с 50 мкг/мл гентамицина) и хранили при температуре минус 70°С до выделения РНК.
Асептический менингит сопровождался повышением температуры тела до 38-40°С, наблюдалось развитие ригидности шеи, головных болей, светобоязни, у некоторых больных наблюдались рвота, снижение аппетита, диарея, сыпь, фарингит, миалгия. Больным с признаками менингита по стандартному протоколу назначали пункцию спинномозговой жидкости (ликвора), которую делили на 3 равные аликвоты по 200 мкл. Для диагностики энтеровируса в соответствии со стандартным диагностическим протоколом использовали две аликвоты образца спинномозговой жидкости. Один образец был проанализирован с использованием бактериологических и цитологических методов в лаборатории больницы. А вторую аликвоту отправили на лабораторный анализ методом реал-тайм ПЦР в РГП «Центр санитарно-эпидемиологической экспертизы» Медицинского центра Больницы Управления делами Президента РК. Третью часть ликвора хранили при температуре минус 80°С для дополнительных исследований и генотипирования. При наличии везикулярного поражения полости рта у больных также собирали мазок из носоглотки. Всего за указанный период госпитализировано 139 детей с подтвержденным диагнозом асептического менингита и выявлением РНК энтеровируса в образцах спинномозговой жидкости. Герпетическая ангина диагностирована у 13 детей-пациентов, а в образцах мазков выявлена РНК энтеровируса.
2.1.3 Материалы при исследовании на вирусом гриппа A (H1N1)
В рамках настоящего исследования, помимо образцов пациентов с подтверждённой инфекцией SARS-CoV-2 и подозрением на энтеровирусную коинфекцию, были также проанализированы образцы пациентов с симптомами острых респираторных заболеваний, у которых имелось подозрение на коинфекцию вирусом гриппа A (H1N1). Всего было отобрано 17 образцов мазков из носоглотки, полученных в осенне-зимний период 2022 года в медицинских учреждениях города Астаны. Образцы транспортировались в вирусной транспортной среде при температуре +4 °C и хранились до анализа при -80 °C.
2.2 Методы исследования
2.2.1 Выделение РНК из клинического материала и синтез кДНК
РНК выделяли с использованием набора выделения РНК - Extraction Kit Genejet Viral DNA/RNA Purification Kit, (Кат. №K0821 , Thermo Scientific), согласно инструкции производителя. Реакция обратной транскрипции проводилась набором Реверта-L (Кат. №K3-4-100, AmpliSens, Россия) для получения комплементарной ДНК на матрице РНК. Полученные образцы кДНК в дальнейшем хранились при температуре минус 80°С.
2.2.2 ПЦР в режиме реального времени
Для подтверждения наличия вируса в клинических образцах проводится ПЦР в режиме реального времени. Для диагностики могут применяться специализированные наборы, например, Detection Kit for 5 Mutations of SARS-CoV-2 (Кат. №S3122E-48 Sansure Biotech, Китай). ПЦР проводися на амплификаторах с детекцией в режиме реального времени, например, CF X96 Touch Real-Time PCR Detection System (Thermo Fisher, США). Образцы с пороговым циклом менее 30 отбираются для дальнейшего анализа.
2.2.3 Подбор праймеров
Разработка праймеров базировалась на референсной последовательности «SARS-CoV-2, isolate Wuhan-Hu-1», доступный под инвентарным номером NC_045512.2 в базе данных GenBank (NCBI). Подбор и проверку специфических праймеров проводили с использованием программ FastPCR и веб ресурса PrimerBlast (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). При подборе праймеров учитывали основные параметры: близкая температура отжига праймеров, длина праймеров от 18-25 п.н, низкая вероятность образования вторичных структур. Всего было подобрано 39 пар праймеров, которые разбили геном на 39 участков с областью перекрытия не менее 100 п.н.
2.2.4 Количественное определение концентрации ДНК в ПЦР продуктах и ДНК библиотеках 
Для измерения концентрации ДНК (ПЦР продуктов и ДНК библиотек) применялся набор для флуориметрического измерения ДНК Qubit dsDNA HS Assay Kit (Кат. №Q33254, Thermo Fisher Scientific, США) на приборе Qubit 2.0 Fluorometer. Флуориметрический метод основывается на измерении флуоресценции интеркалируещего красителя, специфически связывающийся с определённым типом нуклеиновой кислоты: дцДНК, оцДНК или РНК, причём интенсивной флуоресценцией обладает только связанная форма красителя. Метод характеризуется большей точностью в сравнении со спектрофотометрическим методом.
2.2.5 Обратная транскрипция и амплификация
Для обратной транскрипции и мультиплексной амплификации генома были использованы два метода: двухшаговая ОТ-ПЦР – постановка обратной транскрипции и ПЦР в различных последовательных отдельных реакционных смесях и одношаговая ОТ-ПЦР - обратная транскрипция и ПЦР реакция протекает в одной реакционной смеси. Для обратной транскрипции в двухшаговой ОТ-ПЦР был использован набор RNAscribe RT (Кат. №R04-50, Биолабмикс, Россия). Одношаговая ОТ-ПЦР была выполнена с применением набора реагентов БиоМастер ОТ-ПЦР–Экстра (2×) (Кат. № RM06-200, Биолабмикс, Россия).
2.2.6 Электрофоретический анализ продуктов амплификации
Анализ амплифицированных целевых фрагментов ДНК проводили методом разделения фрагментов ДНК в 1,5% агарозном геле, в присутствии интеркалирующего агента - бромистого этидия, который был использован с целью визуализации ДНК. Электрофорез проводили в камере горизонтального электрофореза PowerPac, используя источник тока BioRad Electrophoreticbath. В качестве электродного буфера использовали 1×ТАЕ-буфер. Документирование полученных результатов проводили, используя систему документации гелей Gel Doc (Bio-Rad), с программным обеспечением Quantity One (Bio-Rad). Размеры молекул, анализируемых образцов ДНК, определяли путем сопоставления их электрофоретической подвижности в геле с подвижностью маркеров – фрагмент ДНК известной молекулярной массы. В качестве маркера молекулярных масс использовали "DNA Ladder 10kb" (Кат. № SM1293, 100 – 10000 п.н., Thermo Scientific, США).
2.2.7 Очистка с использованием магнитных частиц
Очистку ПЦР продуктов проводили с использованием реагент для очистки продуктов ПЦР Agencourt AMPure XP (Кат. №NC9959336, Beckman Coulter, США) на основе парамагнитных частиц согласно инструкции по использованию Agencourt AMPure XP. В качестве элюирующего раствора использовали 0,1х ТЕ.
2.2.8 Приготовление ДНК библиотек и высокопроизводительное полногеномное секвенирование
Приготовление ДНК библиотек из ПЦР фрагментов, покрывающих геном вируса SARS-CoV-2 проводили с использованием набора приготовления ДНК библиотек Nextera DNA Flex Library Prep Kit 24 samples (Кат. №20018704, Illumina, США), в соответствии с инструкциями производителя. Секвенирование проводилось на платформе секвенатора MiSeq (Illumina, США) с применением химического реагента MiSeq Reagent Kit v3, 600 Cycles (Кат. №  MS-102-3003, Illumina,США).
2.2.9 Полногеномное секвенирование 
Всего для полногеномного секвенирования было выбрано 994 образцов вируса SARS-CoV-2. Пробоподготовка проводилась при помощи набора приготовления ДНК библиотек Nextera® XT DNA Library Preparation Kit (Кат. №  FC-131-1024) (Illumina, USA), в соответствии с инструкциями производителя. Секвенирование проводилось на платформе MiSeq (Illumina, США) с использованием химических реагентов MiSeq Reagent Kit v3, 600 Cycles PE (Кат. №  MS-102-3003) и MiSeq Reagent Kit v2, 500 Cycles PE (Кат. №  MS-102-2003, Illumina, США).
2.2.10 Оценка качества и предварительный анализ данных полногеномного секвенирования
Анализ полногеномных данных, полученных с платформы секвенирования следующего поколения (NGS), выполнялся в операционной системе Ubuntu 19.04 LTS. Оценка сырых данных полногеномного секвенирования проводилась с использованием программ FastQC v0.11.7 [194] и MultiQC v1.8 [195]. Обрезка сырых прочтений выполнена с использованием программ Seqtk v1.3-r106 и Sickle v1.33. Сборка контигов осуществлялась с использованием программы SPAdes v3.13.2. Полученные контиги сборки геномов оценивались с использованием программы Quast v5.0.2. Построение минимального остовного дерева (MST) проводилось с использованием коммерческого программного обеспечения BioNumerics v8.0 (Applied Maths, Belgium).

Вычисление покрытия проводилось методом картирования прочтений штамма на соответствующую сборку и подсчётом глубины с использованием программы BWA v0.7.17-r1188 [196] на референсную последовательность, импортированную по номеру доступа NC_045512.2 из базы данных GenBank (NCBI). Определение вариантов и получение консенсусной последовательности выполнялось с использованием программ Samtools v1.10 [197] и Bcftools v1.10.2 [195].

2.2.11 Выделение РНК для полногеномного секвенирования энтеровирусов
Вирусную РНК экстрагировали из 200 мкл образцов ликвора или мазков в транспортной среде с использованием набора GeneJET Viral DNA and RNA Purification Kit (Кат. №K0821-P, ThermoScientific, Литва) согласно инструкциям производителя.

2.2.12 Полногеномное секвенирование энтеровирусов и сборка геномов
Почти полноразмерные геномы энтеровирусов были амплифицированы, как описано ранее Isaacs, Kim [198]; на этапе амплификации использовали готовую реакционную смесь BioMaster LR HS-PCR 2x (Кат. №MH040-100, «Биолабмикс», Россия). Продукты ПЦР второго этапа очищали магнитными шариками AMPure XP (Кат. №NC9959336, Beckman Coulter, США) в соотношении 1:1, элюируя в 20 мкл дистиллированной воды, свободной от ДНКаз/РНКаз. Библиотеки были подготовлены с использованием набора Illumina® DNA Prep, (M) Tagmentation (96 образцов) (Кат. №20018705, Illumina, США) с двойным баркодированием. Библиотеки были секвенированы на Illumina MiSeq с использованием набора реагентов MiSeq v3 (600 циклов) (кат. №LMS-102-3003, Illumina, США). Реагенты использовали согласно инструкциям производителей.
Контроль качества полученных прочтений осуществлялся с помощью программы [199]. Перед сборкой de novo чтения были обрезаны с помощью SeqTK (опции: -b 20 -e3) и Sickle (опции: -t sanger -q 30 -l 200 -g) с последующей дедупликацией в программе FastP (опции: -dedup -dup_calc_accuracy 6 -disable_quality_filtering). Для сборки геномов использовали Megahit v1.2.9 с варьированием длины κ-меров индивидуально для каждого образца, выбирая для последующих контигов сборку с наибольшей длиной. Полученные контиги затем использовали в качестве эталонов для получения консенсусных последовательностей с использованием BWA. Варианты определялись с помощью FreeBayes, консенсусы формировались с помощью BCFtools. Концы сборок с покрытием менее 30× были удалены.

2.2.13 Определение серотипов энтеровирусов

Серотипы определяли путём построения филогенетического дерева из базы данных, созданной с использованием последовательностей VP1 энтеровирусов из GenBank. База данных была сформирована по ключевым словам «энтеровирус», «VP1», «энтеровирус человека B» (HEV-B). Всего было загружено около 26 000 последовательностей генома с областями VP1. С использованием этой базы и наших последовательностей было реконструировано филогенетическое дерево, что позволило отобрать 81 изолят, наиболее близкий к нашим. Дальнейший анализ проведён на 146 изолятах энтеровируса, включая 65, полученных в рамках настоящего исследования, и Enterovirus 69, выбранный в качестве внешней группы (GenBank: AY302560.1) [200].
Статистический выбор модели нуклеотидных замен для филогенетического анализа проводился с использованием ModelTest-NG (v0.1.7) [201]; для реконструкции филогений выбиралась наиболее подходящая модель. Филогенетическое дерево было построено методом максимального правдоподобия (ML) с использованием бутстрэп-выборки (n=1000). Для узлов дерева показаны значения поддержки (bs)> 50%. Онлайн-программа Interactive Tree Of Life (iTOL) [202] использовалась для интерпретации, визуализации и аннотирования дерева.

2.2.14 Генотипирование энтеровирусов по региону VP1

Репрезентативные базы данных были загружены отдельно для каждой группы серотипов для описания молекулярной эпидемиологии HEV-B в Казахстане. Проведено сравнение филогенетического родства изолятов, собранных в рамках данного исследования, с актуальными данными мирового генотипирования и субгенотипирования. Филогенетические дендрограммы были реконструированы на основе полных последовательностей VP1 международных штаммов из GenBank.

Генотипирование Coxsackievirus A9 (CVA9) проводилось на основе данных Zhao et al. (2022) [203], включавших 110 международных последовательностей и 25 последовательностей из данного исследования. Генотипирование Coxsackievirus B5 (CVB5) выполнялось на 134 изолятах, включая 14 казахстанских, по алгоритму, описанному He et al. (2022) [204]. Штаммы Coxsackievirus B3 (CVB3) анализировали по данным Yang et al. (2022) [205], включая 250 штаммов со всего мира и 1 казахстанский изолят.

Генетическое разнообразие группы эховирусов и родство казахстанских изолятов реконструировано в соответствии с Cheng et al. (2021) [206] для Echovirus 6 (E6) (n=73); Zhang et al. (2022) [207] для Echovirus 9 (E9) (n=57); Li et al. (2019) [208] и Grapin et al. (2023) [209] для Echovirus 11 (E11) (n=140).

Так как схемы генотипирования для Echovirus 21 (E21) и Echovirus 25 (E25) отсутствуют, были загружены полные последовательности VP1 этих серотипов (депонированные до 15 августа 2023 г.) и проведён филогенетический анализ. Генотипы различались по парным генетическим расстояниям, рассчитанным в MEGA X [210]. Генотипы определялись при разнице >15% между группами и <15% внутри группы.

Парные генетические расстояния для серотипов E21 и E25 оценивались с использованием двухпараметрической модели Kimura-2 с гамма-распределением (параметр формы=5) в MEGA X [20]. Последовательности классифицировались как генотипы, если имели >85% идентичности по гену VP1.
Выравнивание выполнялось в Mafft (v7.520) [211], выбор модели замещения – в ModelTest-NG (v0.1.7) [212]. Дерево максимального правдоподобия реконструировано с бутстрэп-выборкой (n = 1000) в RAxML-NG (v1.2.0). Для иллюстрации и аннотирования дерева использовался iTOL (v1.0).
2.2.15 Анализ данных полногеномного секвенирования

Был проведён филогенетический анализ 65 почти полногеномных последовательностей от 58 пациентов в Казахстане. Модель нуклеотидного замещения определялась в ModelTest-NG (v0.1.7); наиболее подходящей была «GTR+I+G». Дерево ML реконструировано в RAxML-NG (v1.2.0) с бутстрэпом (n = 1000). Для узлов дерева показаны значения поддержки > 50%.

Для оценки «временного сигнала» использовалось TempEst (v1.5.3) [119]. Филогенетическое дерево визуализировалось и аннотировалось в iTOL. Парные генетические расстояния рассчитывались в MEGA X с использованием модели Kimura-2 и гамма-распределения (параметр = 5).

2.2.16 Вирус гриппа A (H1N1): выделение РНК, амплификация и полногеномное секвенирование

Для идентификации вируса гриппа A (H1N1) использовались универсальные праймеры к сегментам HA и NA, согласно рекомендациям CDC. Экстракция РНК проводилась с использованием QIAamp Viral RNA Mini Kit (Кат. №52906, Qiagen, Германия). Обратная транскрипция и амплификация сегментов генома (HA, NA и других) выполнялась с использованием SuperScript™ III One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DNA Polymerase (Кат. №12574026, Invitrogen, США). Очищение амплифицированных РНК-сегментов проводили с помощью Agencourt AMPure XP (Кат. №NC9959336, Beckman Coulter, США).

Для полногеномного секвенирования применялась платформа Illumina MiSeq. Библиотеки готовили с использованием Nextera XT DNA Library Prep Kit (Кат. №FC-131-1024,Illumina, США). Качество и количество библиотек оценивали прибором Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, США). Полученные риды анализировались с помощью FastQC, Trimmomatic и SPAdes. Геном собирали de novo и на основе референсной последовательности A/California/07/2009 (H1N1). Генетические вариации аннотировали через GISAID EpiFlu и Nextclade Influenza.

Казахстанский штамм гриппа A (H1N1) был депонирован в GenBank (номер OR426238) и относится к кладе 6B.1A.5a.2.
3 РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
3.1 Подбор праймеров, оптимизация условий синтезеа кДНК и ПЦР обогащения
Согласно поставленным задачам были подобраны и синтезированы праймеры, позволяющие амплифицировать весь геном вируса SARS-CoV-2 фрагментами длиной от 1200 до 1600 п.н. с перекрытием не менее 100 п.н. Подбор праймеров осуществлялся на референтную последовательность NC_045512.2. При подборе учитывались основные параметры: близкая температура отжига, длина праймеров 18–25 п.н., а также низкая вероятность образования вторичных структур. Всего было подобрано 39 пар праймеров, разбивающих геном на 39 участков с перекрытием не менее 100 п.н. (таблица 2).
Таблица 2 – Праймеры для амплификации генома вируса SARS-CoV-2
	Прямой праймер
	Последовательность прямого праймера, 5’-3’
	Обратный праймер
	Последовательность обратного праймера, 5’-3’

	1
	2
	3
	4

	1F1
	aaaggtttataccttcccaggtaaca
	1R1656-
	agtgcatgaagctttaccagca

	1F128
	ggacaaattgtcacctgtgcaa
	1R1501-
	gcaccaaattccaaaggtttacctt

	1F267
	tgaaactcttgttacaatgccactt
	1R1354
	gcaagaatctaaattggcatgttgaa

	1F394
	gcatctatgccgactactatagcaa
	1R1243
	aacgatgtaagaagactggtcagt

	1F9230
	acacacgttatgtgctcatggat
	1R10260
	agtaaactacgtcatcaagccaaa

	1F615
	aatgctttagatcaagccatttcca
	1R996
	cattgtctgcatagcactagtaactt

	1F733
	tagacggtgacatggtaccaca
	1R873
	aattaccgggtttgacagtttgaaa

	1F865
	acacttcaaggtattgggaacct
	1R742
	tggtccctggagtgtagaatact

	1F998
	tccagagttagtgctaaaccacc
	1R20430
	gccacattttctaaactctgaagtctt

	1F1132
	gatagtgcaacattacctaaaggcat
	1R489
	cacgtgtgaaagaattagtgtatgca

	1F1231
	gaacttctacatgcaccagcaa
	1R378
	atctgcaagtgtcactttgttgaa

	1F1388
	cagtgctcaaaggagtcaaattaca
	1R227
	gagtacataagttcgtactcatcagc

	1F1531
	cgtctatcagttacgtgccagat
	1R88
	tcatctggactgctattggtgtt

	1F49
	cactaaacatagcagtggtgttacc
	1R1595
	tgctttataatccaaacctttcacagt

	1F180
	tctggtgagtttaaattggcttcac
	1R1454
	cttcctctttaggaatctcagcgat

	1F317
	ccacctgctctacaagatgcttat
	1R1313
	cattgttaacatgccaaacaataggtt

	1F419
	tgtgttaattgtgatacattctgtgct
	1R1208
	accacccttaagtgctatctttgtt

	1F518
	gtggagcaatggatacaactagc
	1R1075
	cagaaagaggtcctagtatgtcaaca

	1F651
	gtggctaaatctgaatttgaccgt
	1R955
	cccactagctagataatctttgtaagc

	1F779
	cagtagctgcacttactaacaatgtt
	1R828
	ccgtgacagcttgacaaatgttaa

	1F904
	ctgacatcacatacagtaatgccatta
	1R702
	agtcccaaaatctttgaggctaca

	1F1056
	attgcaatgtcgatagatatcctgc
	1R552
	gtttgggacctacagatggttgta

	1Fn_22480
	ccctgcatacactaattctttcacac
	1R457
	agattctgttggttggactctaaagt

	1F1285
	accgtgctttaactggaatagct
	1R330
	gcaagaagactacaccatgaggt

	1F1418
	aattgttgatgagcctgaagaacat
	1R175
	atgtcacagcgtcctagatggt

	1F1566
	aggtttacccaataatactgcgtct
	1R32
	tgcgtcaatatgcttattcagcaa

	1F93
	ctcttatgttggttgccataacaagt
	1R1553
	tgcgtgacaaatgtttcacctaaat

	1Fn_3730
	ttggtgctgaccctatacattctt
	1R1411
	gagcagcttcttccaaatttaagc

	1F358
	ccagttaactggttataagaaacctgc
	1R1275
	ggttgagtagattaaagaacctaggca


Продолжение таблицы 2
	1
	2
	3
	4

	1F459
	acaacattgctttgatatggaacgtta
	1R9490
	ctatagatgctgatatgtccaaagc

	1F574
	tttagcttggttgtacgctgct
	1R1038
	gtctaaagtagcggttgagtaaacaa

	1F704
	acttggtagtttagctgccaca
	1R912
	acgttcacctaagttggcgtat

	1F822
	tgtagcttgtcacaccgtttctat
	1R789
	atggtctacgtatgcaagcacc

	1F939
	gggtgttatcacgcatgatgtt
	1R647
	gcccataagacaaatacgactctgt

	1F1091
	caactgaaacgatttgtgcacc
	1R518
	ggtgcaactcctttatcagaacca

	1Fn-23140
	tttgccaataggtattaacatcacta
	1R427
	caaattgttggaaaggcagaaacttt

	1F1330
	gcagaaatcagagcttctgctaa
	1R272
	ggagtgaggcttgtatcggtat

	1F1472
	tccatgtggtcattcaatccagaa
	1R121
	cttgcagttcaagtgagaaccaaa

	1Fn_29860
	gattgaaccagcttgagagcaa
	1R30760
	cctaagaagctattaaaatcacatgg


Примечание: Источник: составлено автором
Подобранные праймеры при проверке в PrimerBLAST не приводили к тугоплавким димерам с залипшими 3‘ концами, имели одинаковую температуру отжига и высокую расчетную эффективность. Комплементарность подобранных праймеров была проверена на более 500 генотипах вируса SARS-CoV-2. Праймеры расположившиеся на делеции или нуклеотидные полиморфизмы на 3’ конце были заменены. В результате проведенной работы были подобраны 39 пар праймеров которые мультиплексированы и использованы для целевой амплификации генома вируса SARS-CoV-2 в образцах РНК выделенных из назофарингеальных смывов от положительных на COVID-19 пациентов. 
3.2 Разработка протокола обратной транскрипции
При разработке протокола обратной транскрипции и мультиплексной амплификации генома были использованы две технологии: двухшаговая ОТ-ПЦР – постановка обратной транскрипции и ПЦР в различных последовательных отдельных реакционных смесях и одношаговая ОТ-ПЦР - обратная транскрипция и ПЦР реакция протекает в одной реакционной смеси. Обратная транскрипция в двухшаговой ОТ-ПЦР была выполнена в 3 реакционных смесях, которые отличались между собой комбинацией используемых праймеров для обратной транскрипции (таблица 3). 
Таблица 3 – Праймеры используемые для обратной транскрипции 
	Реакционная смесь
	Наименование праймера

	Первая реакционная смесь
	1R1656, 1R1501, 1R1354, 1R1243, 1R10260, 1R996, 1R873, 1R742, 1R20430, 1R489, 1R378, 1R227, 1R88

	Вторая реакционная смесь
	1R1595, 1R1454, 1R1313, 1R1208, 1R1075, 1R955, 1R828, 1R702, 1R552, 1R457, 1R330, 1R175, 1R32

	Третья реакционная смесь
	1R1553, 1R1411, 1R1275, 1R9490, 1R1038, 1R912, 1R789, 1R647, 1R518, 1R427, 1R272, 1R121, 1R30760


Примечание: Источник: составлено автором
Для обратной транскрипции был использован набор RNAscribe RT (Кат. №R04-10, Биолабмикс, Россия). Реакция выполнена согласно инструкции производителя в общем объеме 10 мкл, и включала 6 мкл РНК, 1,5 пмол каждого праймера. После проведения обратной транскрипции 6 мкл кДНК было использовано для ПЦР. ПЦР выполнена в трех реакционных смесях с соблюдением распределения праймеров используемых в обратной транскрипции. Реакционная смесь включала в себя 2 мкл смеси прямых и обратных праймеров в концентрации 10 пмол/мкл, 2 Ед. SynTaq ДНК-полимеразы (Кат. №E-039-1000, Синтол, Россия), 0,2 mM каждого дНТФ, 1-х ПЦР буфер (Кат. №B-009 , Синтол, Россия), 2,5 mM MgCl2, 3% ДМСО. Программа ПЦР амплификации включала длительную денатурацию 95°С в течение 3 минут; 42 цикла: 95°С – 25 секунд, 59°С- 40 секунд, 72°С – 3 минуты, финальная элонгация 72°С – 10 минут. 
Одношаговая ОТ-ПЦР была выполнена с применением набора реагентов БиоМастер ОТ-ПЦР–Экстра (2×). Подобранные 39 пар праймеров были мультиплексированы в 3 реакционные смеси: 1 реакционная смесь -1R1656, 1R1501, 1R1354, 1R1243, 1R10260, 1R996, 1R873, 1R742, 1R20430, 1R489, 1R378, 1R227, 1R88, 1F1, 1F128, 1F267, 1F394, 1F9230, 1F615, 1F733, 1F865, 1F998, 1F1132, 1F1231, 1F1388, 1F1531; 2 реакционная смесь - 1R1595, 1R1454, 1R1313, 1R1208, 1R1075, 1R955, 1R828, 1R702, 1R552, 1R457, 1R330, 1R175, 1R32, 1F49, 1F180, 1F317, 1F419, 1F518, 1F651, 1F779, 1F904, 1F1056, 1Fn_22480, 1F1285, 1F1418, 1F1566; 3 реакционная смесь - 1R1553, 1R1411, 1R1275, 1R9490, 1R1038, 1R912, 1R789, 1R647, 1R518, 1R427, 1R272, 1R121, 1R30760, 1F93, 1Fn_3730, 1F358, 1F459, 1F574, 1F704, 1F822, 1F939, 1F1091, 1Fn-23140, 1F1330, 1F1472, 1Fn_29860. Реакционная смесь была выполнена в объеме 25 мкл и включала в себя: 2 мкл смеси праймеров в концентрации 20 пмол/мкл, 12,5 мкл 2× смеси для ОТ-ПЦР–Экстра, 1 мкл БиоМастер Экстра-микс, 7 мкл РНК и 2,5 мкл ДМСО.  Программа ПЦР амплификации включала обратную транскрипцию 30 минут при 50°С, денатурацию 93°С в течение 3 минут; 42 цикла: 93°С – 15 секунд, 57°С- 40 секунд, 68°С – 2 минуты и финальную элонгация 68°С – 10 минут. 
На основе двух протоколов амплифицирован и секвенирован геном вируса SARS-CoV-2 в 8 образцах РНК. Полученные ПЦР продукты от трех мультиплексных реакций были смешаны в равной пропорции и очищены магнитными частицами и в дальнейшем использованы для приготовления ДНК библиотек. В результате анализа было установлено, что при использовании одношагового ПЦР получается равномерное покрытие всего генома вируса SARS-CoV-2 c глубиной прочтения от 3000 до 5000. 
С использованием данных праймеров были оптимизированы условия постановки ПЦР и разработан протокол полногеномной амплификации вируса SARS-CoV-2 с использованием 3 мультиплексных реакций и одношаговой ОТ-ПЦР (Приложение А). 
3.3 Сбор образцов и анамнеза пациентов с историей заражения, течения болезни и отклика на терапию
Клинические исследования было одобрено локальным биоэтическим комитетом НАО «Медицинский университет Астана» (№6 от 31.01.2022 г.) (Приложение Б) и проводилось в соответствии с правилами, предусмотренными Хельсинской Декларацией 1975 г. и поправок 2005 г.  Письменное информированное согласие было получено от родителей/опекунов детей, включенных в исследование. Для госпитализированных пациентов были проведены лабораторные исследования в рамках стандартного протокола диагностики и лечения «Коронавирусная инфекция у детей», одобренного Объединенной комиссией по качеству медицинских услуг Министерства здравоохранения Республики Казахстан от «16» октября 2020 года Протокол №117. 
Лабораторные исследования в рамках стандартного протокола
Диагноз COVID-19 был установлен методом ПЦР тестирования с использованием набора реагентов «Интифика SARS-CoV-2» для детекции по трем участкам РНК коронавируса (SARS-CoV-2) методом ОТ-ПЦР в реальном времени (Кат. №Е-006, АлкорБио, Россия) согласно инструкции производителя. Для всех детей, госпитализированных в МГДБ №3 г. Астаны, был проведен общий анализ крови на автоматическом гематологическом анализаторе Nihon Kohden, Япония.
В рамках проведённого исследования был проведен сбор 994 охарактеризованных образцов от пациентов с установленным диагнозом COVID-19 из всех регионов Казахстана, включая пациентов в возрвсте до 16 лет из инфекционной больницы г. Астана. Образцы РНК были выделены на базе РГП на ПХВ «Научно-практический центр санитарно-эпидемиологической экспертизы и мониторинга» (НПЦСЭЭиМ) Комитета охраны общественного здоровья МЗ РК при диагностических исследованиях на SARS-CoV-2, а также в Алматинском филиале ТОО «Национальный центр биотехнологии».
В 2021 году был проведен сбор образцов и анамнеза течения инфекции от 196 пациентов с установленным диагнозом COVID-19. Образцы были собраны из 14 региональных филиалов НПЦСЭЭиМ (таблица 4). 
Таблица 4 – Количество образцов РНК собранных в 2021 году для секвенирования SARS-CoV-2 
	Регионы
	Количество проб
	Регионы
	Количество проб

	г. Астана
	15
	Карагандинская область 
	11

	Костанайская область 
	14
	Атырауская область 
	13

	Павлодарская область 
	15
	Мангистауская область 
	12

	Акмолинская область 
	18
	г. Алматы 
	15

	Алматинская область 
	12
	Актюбинская область 
	9

	Западно-Казахстан ская область
	10
	Туркестанская область
	10

	Жамбылская область 
	8
	Восточно-Казахстанская область 
	9

	Северо-Казахстанская область 
	12
	Кызылординская область 
	13


Примечание: Источник: составлено автором
Образцы РНК были использованы для полногеномной амплификации с использованием разработанного протокола, а также для последующего секвенирования на NGS секвенаторе MiSeq.
В 2022 году было собрано 313 охарактеризованных образцов РНК из 14 региональных филиалов НПЦСЭЭиМ, занимающихся диагностикой вируса SARS-CoV-2, а также из городов Астана и Алматы (таблица 5).
Таблица 5 – Количество образцов РНК собранных в 2022 году для секвенирования SARS-CoV-2
	Регионы
	Коли чество
	Регионы
	Количество проб

	Атырауская область 
	20
	Карагандинская область 
	20

	Павлодарская область 
	25
	Западно-Казахстанская область 
	20

	Мангыстауская область 
	10
	Туркестанская область 
	10

	Акмолинская область 
	25
	Костанайская область 
	11

	Кызылординская область 
	11
	г.Алматы 
	60

	Актобинская область 
	15
	Алматинская область 
	15

	Восточно-Казахстанская область 
	30
	Северо-Казахстанская область 
	9

	Жамбылская область 
	10
	г. Астана
	22


Примечание: Источник: составлено автором
В 2023 году проведен сбор 226 охарактеризованных образцов от пациентов с установленным диагнозом COVID-19 из Детской инфекционной больницы города Астана, из которых 108 были отобраны для полногеномного секвенирования. В данных пробах пороговое значение в ПЦР с детекцией в режиме реального времени на привышало 30 циклов, что свидетельствует о достаточной концентрации вируса для полногеномного секвенирования. Также проведен сбор 259 образцов от пациентов с диагнозом COVID-19 из 15 регионов Казахстана (таблица 6).
Таблица 6 – Количество образцов РНК собранных в 2023 году для секвенирования SARS-CoV-2
	Регионы
	Количество
	Регионы
	Коли чество

	Астана
	324
	Карагандинская область
	11

	Акмолинская область
	18
	Костанайская область
	11

	Актюбинская область
	10
	Кызылординская область
	2

	Алматы
	12
	Мангыстауская область
	11

	Алматинская область
	5
	Северо-Казахстанская область
	12

	Атырауская область
	11
	Павлодарская область
	10

	Восточно-Казахстанская область
	6
	Шымкент
	6

	Жамбылская область
	10
	Туркестанская область
	9

	Жетису область
	5
	Западно-Казахстанская область
	12


Примечание: Источник: составлено автором
В соответствии с таблицей 6, всего для полногеномного секвенирования было отобрано 372 образца. Образцы РНК были выделены на базе РГП на ПХВ «Научно-практический центр санитарно-эпидемиологической экспертизы и мониторинга» (НПЦСЭЭиМ) Комитета охраны общественного здоровья Министерства здравоохранения Республики Казахстан при проведении диагностических исследований на SARS-CoV-2.
Сбор образцов был осуществлен в период с 1 января 2021 г. по 13 марта 2023 г. Большинство пациентов жаловались на потерию аппетита, боль и звон в ушах, головные боли, усталость. У всех пациентов была высокая температура. Для установления наличия генетического материала вируса SARS-CoV-2 все образцы были тестированы методом ПЦР в режиме реального времени. Все положительные образцы, который характеризуются пороговым циклом амплификации (Ct) <27 были отобраны для полногеномного секвенирования вируса SARS-CoV-2.
3.4 Полногеномное секвенирование вируса SARS-CoV-2
3.4.1 Пробоподготовка образцов к высокопроизводительному секвенированию
В ходе исследования с 2021 по 2023 год было проведено полногеномное секвенирование 879 образца вируса SARS-CoV-2 на платформе MiSeq. Целевое обогащение генома вируса SARS-CoV-2 в 2021–2022 годах проводили согласно протоколу, разработанному в рамках настоящего исследования для полногеномной амплификации вируса SARS-CoV-2 с использованием трёх мультиплексных реакций и одношаговой ОТ-ПЦР (Приложение А). В 2023 году геном вируса SARS-CoV-2 был амплифицирован с использованием двух пулов модифицированной версии праймеров, входящих в панель ARCTIC V4 (Приложение В), разработанной с учётом циркулирующих линий вируса (B.1.1.7, B.1.351, B.1.429, B.1.525, B.1.617.1, B.1.617.2 и P.1) [126].
3.4.2 Результаты запуска полногеномного секвенирования
В рамках диссертационного исследования было проведено 9 запусков секвенатора MiSeq. За запуск было генерирован от 12 до 18 млрд. прочтенных нуклеотидов из которых более 75% превышали порог качества Q30, что означает точность их секвенирования равна не менее 99,9%. В качестве примера на рисунке 3 приведено фото экрана запуска секвенирования образцов. 
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Рисунок 3 – Фотография монитора MiSeq по завершении секвенирования
Примечание: Источник: составлено автором.
Согласно анализа сырых данных, было получено: от 300 тыс. до 600 тыс. прочтений на образец, со средними длинами от 172 п.н. до 277 п.н., и дуплицируемыми последовательностями от 71,9 до 81,5%. Большое количество дуплицируемых последовательностей объясняется секвенированием ПЦР продуктов в качестве геномной ДНК.
3.4.3 Контроль качества сырых данных полногеномного секвенирования
Общепринятой практикой использования данных, полученных на платформах секвенирования следующего поколения является первичный контроль качества полученных прочтений. Данный этап включает определение и удаление адаптерных и перепредставленных последовательностей, обрезку прочтений в зависимости от длины прочтений, значений качества нуклеотидов (по шкале Phred). 
Анализ сырых прочтений не выявил присутствие адаптерных или перепредставленных последовательностей. Однако, как показано на рисунке 4 (А), в начале (5’-конец) и в конце (3’-конец) прочтений, наблюдается не согласующееся по комплементарности содержание нуклеотидов, что указывает на систематические ошибки и возможное частичное секвенирование адаптерных последовательностей. Графики этого анализа должны быть прямыми, т.е. не иметь пиков. 
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А – графики понуклеотидного соотношения сырых прочтений; Б – графики понуклеотидного соотношения обрезанных прочтений; В – объединенные графики качества сырых прочтений; Г – объединенные графики качества обрезанных прочтений
Рисунок 4 – Графики сырых и обрезанных данных полногеномного секвенирования
Примечание: Источник: составлено автором.
Также, как представлено на рисунке 4В, желтые и красные графики указывают на прочтения, в которых 5’-конец опускается до значений с низкой достоверностью. Данное явление является естественным для платформы Illumina, т.к. на протяжении процесса секвенирования возрастает «фоновый шум» флуоресцентного сигнала.
Для решения данной проблемы, прочтения были обрезаны, с 5’-конца на 20 п.н. и с 3’-конца на 5 п.н. Результаты качества обрезанных данных полногеномного секвенирования представлены на рисунке 4Б, 4Г. Как видно, теперь соотношение нуклеотидов представлено прямыми графиками и имеют высокое качество.
3.4.4 Картирование прочтений и получение консенсусных последовательностей изолятов
Метод картирования (выравнивания) прочтений на референсную последовательность был использован для сборки геномов вируса SARS-CoV-2. Данный подход успешно применяется для вирусов, бактерий, так и для анализа генома человека.
Программа BWA выравнивает прочтения на референсную последовательность. Затем, программа Samtools определяет регионы с нулевым покрытием (такими обычно являются крайние 50 нуклеотидов генома) и исключает их из консенсуса. Далее, программа Bcftools определяет вариации на основе регулярности в прочтениях наблюдаемой мутации (рисунок 5А, 5Б, 5В).
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А, Б – однонуклеотидные замены; В – делеция длиной 7 нуклеотидов

Рисунок 5 – Примеры выявленных вариантов, визуализируемые в программе IGV
Примечание: Источник: составлено автором.
На финальном этапе, программа Bcftools генерирует консенсусную последовательность с учетом определенных вариаций и удаляет нуклеотиды с нулевым покрытием.
Таким образом, в большинстве случаев были зарегистрированы однонуклеотидные замены (рисунок 5А, 5Б), однако выявлялись также и делеции (рисунок 5В). Всего было получено 879 последовательность геномов SARS-CoV-2 с использование секвенатора нового поколения MiSeq. Полученные последовательности были опубликованы в базе данных GISAID (Приложение Г).
3.5 Анализ результатов полногеномного секвенирования SARS-CoV-2 в образцах РНК пациентов и выявление ассоциаций с течением болезни, периодом заражения, а также эффективностью лечения с генотипом вируса
По результатам анализа геномных данных распределения генотипов вируса SARS-CoV-2 в регионах Казахстана в 2021-2023 гг. определены характеристики циркулирующих генотипов в сравнении с общемировыми данными. Выявлена связь между течением заболевания и генотипом вируса с постепенной сменой доминирующей линии в период с 2021 по 2023 год. Филогенетический анализ полногеномных последовательностей и определение генотипа исследуемых образцов проводили с использованием программ Nextstrain v2.6.0 и Pangolin v4.1.2 соответственно.
В 2021 году были определены 196 полногеномные последовательности SARS-CoV-2, которые после контроля качества были депонированы в базе данных (Глобальная инициатива по обмену всеми данными о гриппе (GISAID) (https://www.gisaid.org/hcov19-variants/ ).
Анализ секвенирования образцов SARS-CoV-2 собранных в рамках данного исследования в 2021 году в соответствии с кладами Pango показал, что 196 образцов наиболее распространенными линиями являются линий В.1.1 (n=50; 26%); AY.16 (n=40; 20%) (Дельта); B.1.617.2 (n=28; 14,3%) (Дельта); В.4.1 (n=27; 13,8%); A.2 (n=20; 10,2%) (рисунок 6). Менее представлдены линии B.1.1.7 (n = 9; 4,6%) которая относится к варианту Альфа; В.1 (n=6; 3,1%); В (n=3; 1,5%). Наиболее редко были зарегистрированы следующие линии B.1.1.189 (n=2; 1%); B.1.1.294 (n=2; 1%); B.1.1.374 (n=2; 1%); B.1.1.398 (n=2; 1%); B.1.177.53 (n=1; 0,5%); B.1.1.10 (n=1; 0,5%); B.1.1.174 (n=1; 0,5%); AY.122 (n=1; 0,5%) (Дельта), В.1.1.336 (n=1; 0,5%).
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Рисунок 6 – Линии SARS-CoV-2, циркулировавшие в Казахстане в 2021 году по классификации PANGO
Примечание: Источник: составлено автором.
Как видно из рисунка 7 в январе в 2021 года в Казахстане преимущественно циркулировали линий В.1, В.4.1 и A.2; в марте и апреле – линия В.1.1 и линия B.1.1.7 (Альфа); в августе циркулировали линий В.1.1, B.1.617.2 (Дельта) и AY.16 (Дельта); в октябре циркулировали линий B.1.617.2 (Дельта) и AY.16 (Дельта). 
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Рисунок 7 – Линии вируса SARS - CoV-2, циркулировавшие в Казахстане в 2021 году по классификации Pangolin
Примечание: Источник: составлено автором.
По мере того, как патогенные вирусы реплицируются и распространяются во время вспышек, в их геномах накапливаются случайные мутации, которые можно использовать для отслеживания распространения болезни, восстановления путей их передачи и выявление клонов с разным уровнем вирулентности и трансмиссивности.
Тенденция распространения варианта B.1.1.7 (Альфа) вируса SARS-CoV-2 в начале 2021 года является характерной для всех стран мира. В январе 2021 года учёные из Великобритании представили доказательства [127], свидетельствующие о том, что вариант B.1.1.7 (Альфа) связан с повышенным риском смертности среди заболевших COVID-19 по сравнению с другими вариантами. Хотя в ранних исследованиях не было обнаружено доказательств того, что этот вариант каким-либо образом влияет на тяжесть заболевания или эффективность вакцины. Было установлено, что вариант B.1.1.7 имеет мутацию в рецепторсвязывающем домене (RBD) белка-«шип» (spike, S-белок) в положении 501, где аминокислота аспарагин (N) заменена тирозином (Y). Сокращённое наименование этой мутации – N501Y. Этот вариант также имеет несколько других мутаций, в том числе: делеция 69/70 – возникала спонтанно много раз и, вероятно, приводит к конформационным изменениям в шиповом белке. Мутация P681H – рядом с сайтом расщепления фурином S1/S2, сайтом с высокой вариабельностью у коронавирусов, связана с повышенной проницаемостью (т.е. более эффективной и быстрой передачей вируса). Эта мутация также возникала спонтанно несколько раз. С 20 декабря 2020 года несколько стран сообщили о случаях выявления линии B.1.1.7, включая США.
Вариант коронавируса B.1.617.2, впервые обнаруженный в Индии в феврале 2021 года – B.1.617.2 (Delta) [213], спровоцировал волну инфекции, которая затруднила проведение борьбы с COVID-19 во многих странах, в том числе и в Казахстане, а также подорвала проводимую в то время систему вакцинации. Геном Delta/B.1.617.2 имеет 13 мутаций, которые вызывают изменения в аминокислотных последовательностях белков, которые он кодирует [123]. Четыре из них, кодирующие ген белка-шипа вируса, имеют особое значение. Первая мутация D614G – замена в положении 614 аспарагиновой кислоты на глицин, характерна для других высокотрансмиссивных вариантов, таких как альфа, бета и гамма [124]. Вторая мутация T478K – замена в положении 478 треонина на лизин [126, р. 100255; 214]. Третья мутация L452R – замена в положении 452 лейцина на аргинин, придаёт более сильное сродство белка-шипа к рецептору ангиотензинпревращающего фермента 2 (ACE2), при этом снижается способность распознавания иммунной системы [128]. Четвёртая мутация P681R – замена в положении 681, при котором пролин заменяется на аргинин. Согласно У. Хазелтину, данная замена могла повысить инфекционность варианта на клеточном уровне, «облегчает расщепление белка-предшественника S до активной конфигурации S1/S2» [215]. Вышеперечисленные мутации, вместе взятые и по отдельности, не уникальны для варианта Дельта; скорее всего, неожиданным оказалось их одновременное появление [121].

В рамках нашего исследования только 9 последовательностей было идентифицировано как Альфа, что, возможно, связано с вытеснением данного варианта линией Дельта, которая в нашей выборке представлена более чем 36% и регистрировалась на протяжении августа – октября месяцев.

В 2022 году были секвенированы и получены 313 полногеномных последовательностей SARS-CoV-2. Секвенированным геномам SARS-CoV-2 были присвоены линии в соответствии с кладами Pangolin. В 313 образцах были определены следующие линии: В.1.617.2.122 (AY.122) (n = 98; 31,3%) (Дельта); B.1.617.2.120 (AY.120) (n=1; 0,3%) (Дельта); B.1.617.2.126 (AY.126) (n=5; 1,6%) (Дельта); BA.1 (n=48; 15,3%) (Омикрон); BA.2 (n=39; 12,5%) (Омикрон); BA.5 (n=17; 5,4%) (Омикрон); B.1.1.529 (n=19; 6,1%) (Омикрон); B.1.617.2 (n=17; 5,4%) (Дельта); B.617.2.127 (AY.127) (n=2; 0,6%) (Дельта); B.617.2.121 (AY.121) (n=1; 0,3%) (Дельта); BA.4 (n=1; 0,3%) (Омикрон); BA.5.2 (n=1; 0,3%) (Омикрон); BA.5.8 (n=1; 0,3%) (Омикрон); AY.57 (n=62; 20%) (Дельта) (рисунок 8). В январе 2022 года была выявлена линия B.1.1.7 (n=1; 0,3%) (Альфа).
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Рисунок 8 – Линии вируса SARS-CoV-2, циркулировавшие в Казахстане в 2022 году по классификации Pangolin
Примечание: Источник: составлено автором.
Линия коронавируса B.1.617.2.122 (Delta) и её подлинии в 2022 году доминировали в анализированных образцах (рисунок 8). В целом более 60% идентифицированных линий в 2022 году были отнесены к варианту Дельта. Основная регистрация данного варианта вируса приходилась на первое полугодие; именно в этот период отмечалась наивысшая заболеваемость населения Казахстана COVID-19. С января по март 2022 года наблюдался пик циркуляции варианта B.1.617.2.122 (Delta), за который было зарегистрировано 1 046 908 подтверждённых случаев COVID-19 в Казахстане [216]. Это, в целом, совпадает с глобальной тенденцией подъёма волны инфекции, которая серьёзно осложнила борьбу с COVID-19 во многих странах мира.

Кроме того, регистрировались линии B.1.1.529, BA.1–BA.5 и соответствующие подлинии, относящиеся к Омикрон. К концу 2022 года вариант Омикрон доминировал в анализируемых образцах. Впервые о штаммах линии B.1.1.529 сообщил Национальный институт инфекционных болезней ЮАР в ноябре 2021 года [217]. Новый штамм SARS-CoV-2 был выявлен в Южной Африке на основе геномного секвенирования 22 случаев COVID-19 и получил название «Омикрон». Этот вариант вируса быстро распространился по всему миру и характеризуется наличием большего числа мутаций [218], чем все предыдущие варианты SARS-CoV-2. Примерно 128 стран представили геномные последовательности варианта Омикрон в базу данных GISAID. Изучение этих данных показало, что вариант Омикрон быстро вытеснил штамм Дельта и стал доминирующим вариантом вируса SARS-CoV-2 [218, р. 814], поскольку обладал высокой трансмиссивностью и множеством мутаций (рисунок 9).
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Рисунок 9 – Линии вируса SARS-CoV-2, циркулировавшие в Казахстане в 2022 году по классификации PANGO
Примечание: Источник: составлено автором.
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Рисунок 10 – Линии вируса SARS-CoV-2, циркулировавшие в Казахстане 2023 году по классификации Pangolin
Примечание: Источник: составлено автором.
В соответствии с рисунком 10, в 2023 году были секвенированы и получены 372 полногеномных последовательностей SARS-CoV-2 из Казахстана. Большинство из полногеномных последовательностей вируса SARS-CoV-2 в Казахстане с января 2023 г. по 13 март 2023 г., относились к варианту Омикрон.
Анализ результатов полногеномного секвенирования 372 образцов SARS-CoV-2 показал (рисунок 10), что согласно классификации, Pangolin наиболее распространенными линиями являются линий BA.5 (n = 143; 38,4%) (Омикрон); XBB.1.5 (n = 82; 22%) (Омикрон), XBB.1.9 (n = 71; 19,1%) (Омикрон), BQ.1 (n = 30; 8,1%) (Омикрон), XBB (n =32; 8,6%) (Омикрон), CH.1.1 (n = 12; 3,2%) (Омикрон), BA.4 (n = 1; 0,3%) (Омикрон), BA.2 (n = 1; 0,3%) (Омикрон). Как видно из полученных нами данных в начале 2023 года вариант BA.5 был доминирующим, затем наблюдалась циркуляция сублиний XBB.1.5, XBB.1.9 и XBB. Это совпадает с ростом заболеваемости COVID-19 в Казахстане, что указывает на более высокую трансмиссивность варианта BA.5 вируса SARS-CoV-2. 
С момента возникновения пандемии COVID-19, вызванной SARS-CoV-2, в мире регулярно сообщается о появлении мутаций, обладающих потенциалом повышения инфекционности и вирулентности этого коронавируса. На основании эпидемологических данных ВОЗ присваивал циркулирующим вариантам класификацию: варианты, вызывающие беспокойчтво (VOC); варианты интереса (VOI); контролируемы варианты (VBM). В настоящее время ВОЗ определил 13 вариантов, в частности: Альфа (B.1.1.7), Бета (B.1.351), Гамма (P.1), Дельта (B.1.617.2), Каппа (В.1.617.1), Ипсилон (В.1.427, В.1.429), Эта (В.1.525), Йота (В.1.526), Ламбда (С.37), Мю (В.1.621) и Омикрон (B.1 .1.529). 
В рамках наших исследований в период с 2021 по 2023 годы были секвенированы и получены 881 полногеномных последовательностей вируса SARS-CoV-2, которые на основании классифкации Pangoline были разделены на 34 линии, большая часть из которых относятся к вариантам Альфа, Дельта и Омикрон (рисунок 11).  
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Рисунок 11 – Линий вируса SARS-CoV-2, циркулировавшие в Казахстане в 2021-2023 годы по классификации Pangolin
Примечание: Источник: составлено автором.
При этом, наиболее часто в Казахстане циркулировала линия ВА.5 варианта Омикрон (14.2%) и линия В.1.167.122 варианта Дельта (11,1%), которые в течение пандемии COVID-19 наиболее часто циркулировали во всем мире. Затем по частоте циркуляции находились линии ХВВ.1.5 (9,1%); ХВВ 1.9 (8,6%); ВА.1 (7,9%); В.1.617.2 (6,9%); В.1.1 (5,7%); АY.57 (7%); ВА.2 (4,7%); АY.16 (4,5%); ВQ.1 (3,6%); ХВВ (3,6%); В.4.1 (2,8%); А.2 (2,3%); В.1.1.529 (2,2%). Намного реже циркулировали в Казахстане линий СН.1.1 (1,5%); В.1.1.7 (1,4%); В.1.1.617.2.126 (0,6%); В.1.1.189 (0,2%); В. (0,3%); В.1.1.374 (0,2%); В.1.1.398 (0,2%); В.1.1.294 (0,2%); В.1.617.2.127 (0,2%); В.А.4 (0,2%); АY.122 (0,1%); В.1.1.10 (0,1%); В.1.1.174 (0,1%); В.1.1.177.53 (0,1%); B.1.617.2.120 (0,1%); В.1.1.617.2.121 (0,1%); ВА.5.2 (0,1%) и ВА.5.8 (0,1%).
В результате анализа 881 геномной последовательности в базе данных Nextstrain были идентифицированы следующие линии: 29 геномов 19A (3,3%), 20 геномов 19B (2,3%), 6 геномов 20A (0,7%), 18 геномов 20B (2,0%), 1 геном 20E (0,1%), 73 генома 20I (8,3%), 68 геномов 21A (7,7%), 124 генома 21J (14,1%), 48 геномов 21K (5,4%), 40 геномов 21L (4,5%), 19 геномов 21M (2,2%), 2 генома 22A (0,2%), 202 генома 22B (22,9%), 32 генома 22E (3,6%), 32 генома 22F (3,6%), 84 генома 23A (9,5%), 11 геномов 23C (1,2%), 71 геном 23D (8,1%) и 1 геном 23F (0,1%). На диаграмме (рисунок 12) представлены 10 наиболее распространённых линий SARS-CoV-2, циркулировавших в Казахстане в 2021-2023 гг. 
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Рисунок 12 –наиболее распространённых 10 линии SARS-CoV-2, циркулировавших в Казахстане в 2021–2023 гг. 
Примечание: Источник: составлено автором.
В качестве иллюстрации на рисунке 13 представлен филогенетический анализ части образцов, собранных в период 2021–2023 гг.
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Рисунок 13 – Филогенетическое дерево последовательности SARS-CoV-2 в базе данных Nexstrain
Примечание: Источник: составлено автором.
Клинические проявления вирусной инфекции в основном зависели от варианта коронавируса. Так, при заражении вариантом Дельта вируса SARS-CoV-2 кашель и лихорадка по-прежнему оставались преобладающими признаками, но желудочно-кишечные симптомы стали проявляться гораздо реже. Кроме того, при инфицировании дельта-вариантом у значительной части пациентов была обнаружена боль в горле, которая не была распространена у пациентов с «диким» типом COVID-19. Наши наблюдения согласуются с другими исследованиями [219]. Заболевание, вызванное вариантом Омикрон, показало более лёгкое течение инфекции по сравнению с дельта-вариантом, особенно за счёт более низкой частоты вирусной пневмонии. Этот результат согласуется с литературными данными [147, 220].

Наибольший интерес представляют случаи атипичного течения COVID-19, особенно у детей. В рамках выполнения задачи анализа результатов полногеномного секвенирования SARS-CoV-2 в образцах РНК пациентов и выявления ассоциаций с течением болезни, периодом заражения, а также эффективностью лечения с генотипом вируса был проведён детальный анализ случаев атипичного течения коронавирусной инфекции у детей.

В период с 02 января 2023 по 02 февраля 2023 года с диагнозом COVID-19 в МГДБ №3 г. Астаны находились на лечении 37 детей. COVID-19 был подтверждён с использованием ПЦР-тестирования. Большая половина пациентов были дети раннего возраста (≤2 лет).

Наиболее частыми клиническими проявлениями были назофарингит, ларингит, бронхит, энтерит, фебрильные судороги. Наряду с интоксикацией и катаральными симптомами, у 2 пациентов (4%) развились кожные проявления, также у 15 (30,6%) пациентов отмечено кишечное проявление инфекции. Общими симптомами для пациентов с атипичным течением инфекции были лихорадка с суточными колебаниями от 38,0°С до 39,0°С и слабость.

COVID-19 с поражением кожи девочка, возраст 1 год 3 месяца. При госпитализации на лице и конечностях наблюдалась папуловезикулярная сыпь с зудом (рисунок 14а, 14б). Иммуноферментный анализ на антитела к капсидному белку вируса Эпштейна–Барра установил высокий титр антител класса М при отсутствии антител класса G, что указывало на острую инфекцию [221]. На основании клинических и лабораторных данных был установлен сопутствующий диагноз: «Детский папулёзный акродерматит Джанотти–Крости». У ребёнка также наблюдались отёки век и голеней, снижение диуреза. В общем анализе крови на день госпитализации отмечалось повышение тромбоцитов – 511×10⁹/л. При нормальном показателе количества лейкоцитов – 9,43×10⁹/л – обращала на себя внимание выраженная лимфоцитопения, абсолютное число лимфоцитов составило 1,42×10⁹/л. Был выражен моноцитоз до 15,9% (абс. количество – 1,50×10⁹/л).

Маркеры воспаления были умеренно повышены: С-реактивный белок – 5,6 мг/л, скорость оседания эритроцитов – 15 мм/час, ферритин – 141,79 мкг/л. Также отмечалась диспротеинемия в виде снижения уровня общего белка до 57,0 г/л и альбумина до 40,2 г/л. Печёночные ферменты и функция почек были в пределах нормы. При рентгенологическом исследовании грудной клетки отмечались острые сосудисто-циркуляторные изменения. Инфильтративных очаговых поражений не выявлено.

В связи с увеличением периферических лимфатических узлов в шейной области справа, на 6-й день госпитализации было проведено УЗИ поверхностных лимфатических узлов, на котором определялся лимфоузел неправильной округлой формы гипоэхогенной однородной структуры, с ровными, чёткими контурами, размером 10 мм. Заключение – эхопризнаки лимфоаденита в стадии инфильтрации.
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Рисунок 14 – (А, Б). Пациент А с папуловезикулярной сыпью, выявленной при первой госпитализации
Примечание: Источник: составлено автором.
Учитывая повышение провоспалительных маркеров, наличие полиморфной везикулярной сыпи по всему телу, а также папулёзных элементов с гнойным содержимым в области конечностей и ягодиц, с антибактериальной целью был назначен зитмак (азитромицин) 2,5 мл (200 мг/5 мл) 1 раз в день, 6 дней; с противоаллергической целью – преднизолон 30 мг (3 мг/кг) в составе инфузионной терапии однократно, далее проведена терапия аллергопрессом 2% по 0,3 мл внутримышечно 1 раз в день в течение 7 дней. С дезинтоксикационной целью проведена инфузионная терапия (натрия хлорид 0,9%, 200 мл 1 раз в день, 2 дня).

Противовирусное лечение включало ацикловир 200 мг 1 раз в день 7 дней, гроприносин 250 мг/5 мл перорально 3,3 мл 3 раза в день, 4 дня. Для местного лечения использовалась мазь бетаметазона. Всего ребёнок находился на стационарном лечении 8 дней. На момент выписки кожные покровы были бледные, сыпь значительно уменьшилась, вторичные элементы в виде корочек, лимфатические узлы в пределах нормы, интоксикационный синдром купирован.

При последующем наблюдении в течение трёх месяцев у ребёнка не отмечалось выраженных нарушений сна, аппетита и физической активности. Острая респираторная вирусная инфекция наблюдалась дважды, средней степени тяжести. Отмечалось усиление аллергической реакции по сравнению с периодом до заболевания COVID-19, проявления атопического дерматита в виде мелкоточечной сыпи при употреблении сахаросодержащих продуктов и фруктов (виноград, абрикос). После перенесённого заболевания на коже сохранялись слабо пигментированные пятна.

Пациент Б: мальчик, возраст 4 года 6 месяцев. При осмотре – лихорадка 38,8°С, сыпь по всему телу: на лице, спине, волосистой части головы, конечностях, в паховой области; сыпь полиморфного характера: папулы, везикулы, обильные, с гнойным содержимым, гиперемия зева, везикулы на дужках. В лёгких выслушивалось жёсткое дыхание.

По эпидемиологическим данным ребёнок был в контакте с больными ветряной оспой. На период госпитализации состояние ребёнка расценивалось как тяжёлое за счёт выраженных симптомов общей интоксикации и кожного синдрома. Был выставлен диагноз: коронавирусная инфекция, ветряная оспа, вторично инфицированная, тяжёлой степени. Аллергия на травяные сиропы. Задержка психоречевого развития (ЗПРР).

При анализе крови отмечался моноцитоз – 15,6% (абс. количество 1,58 × 10⁹/л), ускоренная скорость оседания эритроцитов – 19 мм/час, С-реактивный белок был повышен до 9,2 мг/л. На 3-е сутки госпитализации отмечалось повышение прокальцитонина до 0,250 нг/мл, с дальнейшим снижением к 8-му дню до 0,096 нг/л.

Ребёнку была назначена противовирусная терапия ацикловиром (Ацикловир-АКОС 200 мг, таблетки, орально) 5 раз в день в течение 5 дней. Учитывая повышение уровней провоспалительных маркеров и наличие вторично инфицированных элементов с гнойным содержимым, с антибактериальной целью назначен цефазолин 0,8 г внутримышечно 2 раза в день в течение 6 дней. С дезинтоксикационной целью проведена инфузионная терапия внутривенно капельно (натрия хлорид 0,9%, 150 мл; глюкоза 5%, 150 мл) 1 раз в день на протяжении первых 2 дней. Аллергопресс 2% – 1 мл, в/м 1 раз в день 3 дня, а также лоратал 5 мг орально 1 раз в день 4 дня были назначены с антигистаминной целью. Ротовая полость, где отмечались везикулёзные высыпания, обрабатывалась растворами фурацилина 0,02% и бетадина 3 раза в день в течение 5 дней.

На фоне проводимой терапии купированы симптомы интоксикации и респираторно-катаральные проявления, нормализовалась температура тела. На момент выписки кожные покровы были обычной окраски, сыпь в виде корочек; госпитализация продлилась 6 дней. В течение 3 месяцев после заболевания у ребёнка отмечалось снижение аппетита, в связи с чем прибавка в весе была ниже нормы. Уровень физической активности был несколько ниже по сравнению с периодом до заболевания, сон не нарушен. Данные симптомы постепенно разрешились к концу 3 месяцев. Следует отметить частое обострение атопического дерматита – дважды за указанный период.

COVID-19 с проявлениями нарушений со стороны желудочно-кишечного тракта наблюдался у пациентов В и Д.
Пациент В: мальчик, 11 месяцев. Жалобы при поступлении на рвоту, жидкий стул, слабость, снижение аппетита. Состояние тяжёлой степени за счёт симптомов интоксикации, токсикоза с эксикозом I степени. Лихорадка при поступлении – 39ºС.

В общем анализе крови на день госпитализации отмечалось снижение уровня гемоглобина до 108 г/л при нормальных показателях эритроцитов и гематокрита, выраженный лимфоцитоз до 68,4%, моноцитоз до 11%. В общем анализе мочи обнаружены кетоны – 5 ммоль/л, белок – 0,15 г/л. При бактериологическом исследовании кала установлено увеличение Proteus mirabilis (1 × 10^5 КОЕ/мл).

Ребёнку был выставлен диагноз: «Коронавирусная инфекция, анемия лёгкой степени, острая кишечная инфекция (ОКИ)».

Проведено лечение: для восполнения потерь жидкости – регидратационная терапия раствором для инфузий натрия хлорида 0,9% (110 мл), раствором глюкозы 10% (110 мл), аскорбиновой кислотой 5% (1 мл, внутривенно, капельно, 2 раза в день, 2 дня). Регидрон (порошок для приготовления раствора для приёма внутрь, орально, 1 раз в день, 1 день).

Состояние пациента улучшилось, по настоянию родителей ребёнок был выписан на амбулаторное долечивание. Даны рекомендации по соблюдению диеты, назначена ферментативная терапия и пробиотики.

При последующем наблюдении после перенесённой инфекции SARS-CoV-2 в течение трёх месяцев у ребёнка не отмечалось нарушений сна, аппетита и физической активности. Перенёс острые респираторные вирусные инфекции лёгкой и средней степени, конъюнктивит, сохранялись признаки анемии.

Пациент Г: мальчик, 1 год 9 месяцев. Жалобы при госпитализации на общую слабость, вялость, снижение аппетита, тошноту, частый жидкий стул, температуру 38,6 ºС. Состояние тяжёлое за счёт интоксикационного синдрома, токсикоза с эксикозом.

В общем анализе крови отмечалось повышение лейкоцитов до 13,25 × 10^9/л, ускорение СОЭ до 21 мм/час, лимфоцитоз до 54,9%. Метод иммуноферментного анализа фекалий показал положительный результат на ротавирусный антиген.

Проведена дезинтоксикационная и регидратационная терапия: регидрон (порошок для приготовления раствора для приёма внутрь, орально, 1 раз в день в течение 6 дней); раствор глюкозы 10% (200 мл), аскорбиновая кислота 5% (1 мл), натрия хлорид 0,9% (120 мл, внутривенно, капельно, 1 раз в день, до 3 дней). Ингаляции раствором натрия хлорида 3% (по 2 мл 3 раза в день в течение 5 дней).

С антибактериальной целью был подключён цефуроксим 650 мг внутримышечно 2 раза в день в течение 5 дней. На фоне проводимой терапии состояние ребёнка улучшилось, симптомы интоксикации были купированы. Госпитализация продлилась 8 дней.

При последующем наблюдении после перенесённой инфекции SARS-CoV-2 у ребёнка не отмечалось выраженных нарушений сна, аппетита и физической активности. Острая респираторная вирусная инфекция средней степени в виде бронхита наблюдалась один раз, в связи с чем ребёнок был госпитализирован повторно. Затем отмечался эпизод ОРВИ лёгкой степени. По сравнению с периодом до заболевания COVID-19 отмечается учащение заболеваемости ребёнка.

В многочисленных публикациях о разнообразии течения COVID-19 у пациентов разных возрастных групп имеются сообщения о коинфекциях, обусловленных другими вирусами и бактериями. Так, в результате анализа метагеномных данных, полученных с использованием платформы Illumina NextSeq 500, при исследовании проб от пациентов, инфицированных SARS-CoV-2, генетический материал от респираторных вирусов был обнаружен в 25% всех образцов, тогда как вирусы человека, отличные от SARS-CoV-2, были выявлены в 80% из них (Anneloviridae, Cycloviridae, Rotavirus A, Measles morbillivirus, Alphapapillomavirus) [222].

Об одновременном заражении вирусом Эпштейна–Барр (EBV) и SARS-CoV-2 на данный момент информации очень мало. Так, описан эпизод истории болезни 19-летней француженки с двухдневной лихорадкой, двусторонним отёком век и отёком правой половины лица. Помимо кожных проявлений, физикальное обследование выявило двустороннюю шейную лимфаденопатию, негнойный фаринготонзиллит и спленомегалию. Результаты лабораторных анализов показали присутствие РНК SARS-CoV-2 (ОТ-ПЦР) и EBV (ПЦР) [223].

Исследование Ting Chen и др. показало, что у пациентов с COVID-19 наблюдается высокая частота коинфекции EBV. Отмечалось, что реактивация EBV может быть связана с тяжестью течения COVID-19 [224]. Предположение о том, что наличие SARS-CoV-2 служит благоприятным фоном для ЭБВИ-инфекции, высказывалось и другими исследователями [225].

Имеется сообщение о коинфекции COVID-19 и ветряной оспы, приведшей к плевропневмонии у ребёнка 10 месяцев. Авторы рассматривают сочетание этих инфекций как потенциально опасное у детей [226]. Описаны также клинические случаи сочетанной инфекции ветряной оспы и COVID-19 у подростка и ребёнка 5 лет [227, 228]. Своевременное определение коинфекции у 20-летнего пациента в Испании позволило провести оптимальное лечение, которое остановило прогрессирование поражения лёгких и уменьшило вероятность летального исхода, невозможного при предположении только SARS-CoV-2-инфекции [229].

Как известно, при микст-инфекции основным маркером COVID-19 является реактивация опоясывающего герпеса; имеет место синергизм воздействия обоих вирусов, вызывающий нарушения иммунного статуса пациентов [230]. О возможной реактивации герпесвирусных инфекций, связанных с SARS-CoV-2, упоминается при описании клинических случаев у детей [231].

Сообщается также о ретроспективном анализе образцов фекалий детей, госпитализированных в инфекционный стационар с острой кишечной инфекцией. В 5 образцах РНК SARS-CoV-2 обнаружена в сочетании с РНК норовируса, в 1 пробе – с РНК ротавируса и ещё в 1 случае – с ДНК аденовируса. В 2 образцах коронавирус был идентифицирован в комбинации с рота-/норо- и норо-/аденовирусами [232].

Как следует из результатов литературного обзора, ковидная и постковидная вирусная коинфекция является достаточно частым явлением, что заставляет задуматься о необходимости корректировки и оптимизации существующих программ постковидного мониторинга.

Для образцов SARS2-94, SARS2-122, SARS2-154 и SARS2-144 было получено 298 824, 277 726, 232 142 и 297 170 прочтений соответственно. Средняя глубина секвенирования составила 2496×. На рисунке 15 представлено филогенетическое дерево с результатами генотипирования 4 образцов.
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Рисунок 15 – Филогенетическое дерево построенное в Nextstrain для 4 образцов полученных от пациентов с атипичным течение COVID-19
Примечание: Источник: составлено автором.
Согласно результатам генотипирования систем Nextstrain все 4 образца относятся к линии Омикрон 22E (Patient-A, Patient-B и Patient-C), а Patient-D находится на ветви 22B.

В обширном исследовании образцов от пациентов г. Астана в период август 2021 года – май 2022 года филогенетический анализ 341 образца показал, что 205 геномов (60,1%) были кластеризованы под кладой 21K (Омикрон), 131 геном (38,4%) – под кладой 21J (Дельта) [233]. Кластеризация исследованных нами геномов под кладой Омикрон позволяет сделать вывод, что установленные генотипы относятся к доминирующей группе и отсутствует взаимосвязь между генотипом и клиническим проявлением. Несмотря на наличие уже достаточно большой базы данных, остаётся всё ещё много вопросов относительно клинических характеристик COVID-19, включая его кожные проявления. В нашем исследовании у пациентов с атипичным течением COVID-19 было диагностировано коинфицирование вирусами Эпштейна–Барр, ветряной оспы и ротавирусом, что, возможно, привело к осложнённым клиническим признакам. Снятие карантинных ограничений привело к подъёму сезонных заболеваний, которые в комбинации с SARS-CoV-2 могут приводить к атипичным и более тяжёлым случаям заболевания.
3.6 Секвенирование энтеровирусов в период сезонного подъема в 2022 году
Направления исследования были расширены за счёт секвенирования энтеровирусов, что было обусловлено снижением числа случаев SARS-CoV-2 и подъёмом сезонных заболеваний у детей в летне-осенний период 2022 года. С целью исключения коинфицирования и оценки возможности использования полногеномного секвенирования при мониторинге других вирусов были проведены работы, направленные на эпидемиологический мониторинг энтеровирусной инфекции с полногеномной характеризацией циркулирующих генотипов.

За период с 14 мая по 12 октября 2022 года в детскую инфекционную больницу №3 г. Астана поступило 152 пациента с предварительным диагнозом энтеровирусная инфекция. Наибольшее количество обращений пациентов пришлось на летний период (рисунок 16): в июне–июле было госпитализировано 67% исследованных пациентов. В августе наблюдалось уменьшение количества обращений с последующим пиковым подъёмом в сентябре (23,7%). Пики заболеваемости в летне-осенний период характерны для северного полушария [234].
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Ось X процент образцов, собранных у пациентов мужского и женского пола, от общего количества образцов (n=152), ось Y показывает месяц отбора проб
Рисунок 16 – Распределение образцов по месяцам отбора материала от пациентов с энтеровирусной инфекцией
Примечание: Источник: составлено автором.
Количество детей в возрасте до 10 лет преобладало и составило 74,3% (n = 113) от общего числа поступивших пациентов, по сравнению с детьми старше 10 лет – 25,7% (n = 39) (средний возраст пациентов – 8,1 года). Более того, среди пациентов до 10 лет мальчики составили более 59% (n = 67). С диагнозом асептический менингит было госпитализировано 91,5% (139/152) детей, с диагнозом герпетическая ангина – 8,5% (13/152).

Большое количество случаев асептического менингита, выявленных в наших исследованиях, коррелирует с ранее опубликованными данными, согласно которым энтеровирусы являются этиологическим агентом в 73% случаев энцефалита и менингита в Казахстане; средняя заболеваемость составляет 14 на 100 000 населения, а среди детей до 15 лет достигает 35,9 на 100 000 детей [235]. Несмотря на высокий уровень заболеваемости, сведения о циркулирующих серотипах остаются ограниченными. Настоящая работа является первым исследованием, описывающим генетические особенности энтеровирусов, циркулирующих в Казахстане, на основании анализа полногеномных данных. Всего было амплифицировано и собрано 65 полногеномных последовательностей энтеровирусов в 59 образцах РНК пациентов, из которых 51 пациент был госпитализирован с диагнозом «менингит» и 8 пациентов – с диагнозом «герпетическая ангина». Из 50 пациентов с менингитом 32 последовательности были получены из спинномозговой жидкости (СМЖ), а 24 – из мазков ротовой полости (МРП). Дополнительно из МРП 8 пациентов с герпетической ангиной было собрано 9 последовательностей (таблица 7).

Таблица 7 – Характеристика образцов и установленные сероварианты энтеровирусов (Примечание: Источник: составлено автором)
	Шифр пациентов
	Диагноз
	Возраст
	Пол
	Тип образца
	Номер сиквенса
	Серотип

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	14313
	Асептический менингит
	5
	Ж
	СМЖ
	EV-105
	CVA9

	8754
	Асептический менингит
	13
	M
	СМЖ
	EV-12
	CVB5

	8695
	Асептический менингит
	5
	M
	СМЖ
	EV-14
	E11

	9409
	Асептический менингит
	9
	M
	СМЖ
	EV-16
	Echo21

	9379
	Асептический менингит
	7
	M
	СМЖ
	EV-17 (vir1)
	E11

	
	
	
	
	
	EV-17 (-vir2)
	Echo21

	9170
	Асептический менингит
	13
	Ж
	СМЖ
	EV-18
	CVB5

	8699
	Асептический менингит
	5
	Ж
	СМЖ
	EV-2
	E9

	9092
	Асептический менингит
	10
	M
	СМЖ


	EV-22 (vir1)
	E11

	Продолжение таблицы 7


	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	9057
	Асептический менингит
	6
	M
	СМЖ
	EV-22 (vir2)
	CVB5

	
	
	
	
	
	EV-25
	CVA9

	9466
	Асептический менингит
	8
	M
	СМЖ
	EV-28
	E9

	9497
	Асептический менингит
	8
	M
	СМЖ
	EV-31
	CVA9

	9479
	Асептический менингит
	8
	M
	СМЖ
	EV-32
	E9

	896
	Асептический менингит
	13
	M
	СМЖ
	EV-38
	CVA9

	9558
	Асептический менингит
	4
	Ж
	СМЖ
	EV-39
	CVB5

	9711
	Асептический менингит
	8
	Ж
	СМЖ
	EV-41
	CVA9

	9725
	Асептический менингит
	6
	M
	СМЖ
	EV-42
	CVA9

	10143
	Асептический менингит
	9
	Ж
	СМЖ
	EV-45
	CVA9

	10116
	Асептический менингит
	5
	M
	СМЖ
	EV-49
	CVA9

	10255
	Асептический менингит
	12
	M
	СМЖ
	EV-50
	CVB5

	10278
	Асептический менингит
	13
	Ж
	СМЖ
	EV-53
	CVA9

	8509
	Асептический менингит
	8
	M
	СМЖ
	EV-6
	CVA9

	10379
	Асептический менингит
	9
	M
	СМЖ
	EV-64
	CVB5

	10831
	Асептический менингит
	7
	Ж
	СМЖ
	EV-69
	CVB5

	8615
	Асептический менингит
	17
	M
	СМЖ
	EV-7
	CVA9

	13964
	Асептический менингит
	12л
	M
	СМЖ
	EV-A1-2
	CVB5

	9951
	Асептический менингит
	9л
	Ж
	МРП
	EV-A2
	E9

	14749
	Асептический менингит
	12л
	M
	МРП
	EV-A2-2
	CVB5

	10217
	Асептический менингит
	9
	M
	МРП
	EV-A3
	E25

	10564
	Герпетическая ангина
	6
	Ж
	МРП
	EV-A4
	CVA9

	9771
	Асептический менингит
	3,5
	M
	МРП
	EV-B1
	CVA9

	14265
	Асептический менингит
	4
	Ж
	СМЖ
	EV-B1-2
	CVB5

	14101
	Асептический менингит
	8
	Ж
	МРП
	EV-B2-2
	CVB3

	Продолжение таблицы 7


	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	10180
	Асептический менингит
	9
	M
	МРП
	EV-B3 (vir1)
	E6

	
	
	
	
	
	EV-B3 (vir2)
	CVA9

	10790
	Асептический менингит
	10
	M
	МРП
	EV-B4
	E25

	9705
	Асептический менингит
	4
	M
	МРП
	EV-C1
	CVB5

	11079
	Асептический менингит
	7
	M
	МРП
	EV-C1-2
	E6

	14354
	Герпетическая ангина
	1,3
	Ж
	МРП
	EV-C2-2
	CVA9

	10158
	Асептический менингит
	8
	M
	МРП
	EV-C3
	CVA9

	10887
	Асептический менингит
	5
	Ж
	МРП
	EV-C4
	E6

	9763
	Герпетическая ангина
	1,9
	M
	МРП
	EV-D1
	CVA9

	11100
	Асептический менингит
	5
	Ж
	МРП
	EV-D1-2
	Echo21

	9943
	Асептический менингит
	4
	M
	МРП
	EV-D2
	E25

	10198
	Герпетическая ангина
	3,6
	Ж
	МРП
	EV-D3
	CVA9

	10957
	Асептический менингит
	6
	M
	МРП
	EV-D4
	CVA9

	9917
	Асептический менингит
	14
	M
	МРП
	EV-E1
	E9

	15116
	Асептический менингит
	9
	M
	СМЖ
	EV-E1-2
	CVB5

	9920
	Герпетическая ангина
	2,3
	M
	МРП1
	EV-E2 (vir1)
	CVB5

	
	
	
	
	
	EV-E2 (vir2)
	E6

	10142
	Асептический менингит
	6
	M
	МРП
	EV-E3
	E6

	10993
	Асептический менингит
	13
	M
	МРП
	EV-E4
	E6

	9876
	Асептический менингит
	7
	M
	МРП
	EV-F1
	E6

	14196
	Асептический менингит
	5
	M
	СМЖ
	EV-F1-2
	CVA9

	9915
	Асептический менингит
	2,4
	M
	МРП
	EV-F2
	E9

	10189
	Герпетическая ангина
	15
	M
	МРП
	EV-F3
	CVA9

	9844
	Герпетическая ангина
	1,2
	Ж
	МРП
	EV-G1
	CVB5

	14161
	Асептический менингит
	4
	Ж
	СМЖ
	EV-G1-2
	E6

	10232
	Асептический менингит
	5
	Ж
	МРП
	EV-G3 (vir1)
	E6

	
	
	
	
	
	EV-G3 (vir2)
	CVA9

	Продолжение таблицы 7


	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	9896
	Асептический менингит
	13
	M
	МРП

СМЖ
	EV-H1 (vir1)
	E9

	
	
	
	
	
	EV-H1 (vir2)
	CVA9

	
	
	
	
	
	EV-38
	CVA9

	10513
	Асептический менингит
	12
	Ж
	МРП
	EV-H3
	CVA9


Примечание: Источник: составлено автором
На основании филогенетического анализа гена VP1 32 последовательности, полученные из спинномозговой жидкости (СМЖ) пациентов с менингитом, были кластеризованы в шесть серотипов: Coxsackievirus A9 (CA9), Coxsackievirus B5 (CB5), Echovirus 6 (E6), Echovirus 9 (E9), Echovirus 11 (E11) и Echovirus 21 (E21) (рисунок 17).
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Рисунок 17 – Серотипы энтеровирусов установленные у пациентов
Примечание: Источник: составлено автором.
Из 9 Двадцать четыре последовательности, полученные из мазков ротовой полости (МРП), распределились по восьми серотипам: CA9, CB5, E6, E9, Echovirus 1 (E1), Coxsackievirus B3 (CB3) и Echovirus 25 (E25).

В двух образцах СМЖ было выявлено коинфицирование: Echovirus 21 / Coxsackievirus B5 и Echovirus 11 / Coxsackievirus B5. В двух образцах МРП от пациентов с менингитом установлено коинфицирование E6/CA9. В одном образце были получены последовательности из СМЖ (CA9) и одновременно две последовательности из МРП (E9/CA9) (таблица 7).
Внедрение молекулярно-генетических технологий и схем генотипирования энтеровирусов методом секвенирования расширило понимание эпидемиологии энтеровирусов и обеспечило выявление процессов коинфицирования. Наиболее часто коинфицирование определяется у пациентов с синдромом герпетической ангины и может достигать 34%, при этом одновременное персистирование различных серотипов может утяжелять течение инфекции и приводить к атипичным случаям с вовлечением дыхательной и сердечно-сосудистой систем [236-239]. В нашем исследовании мы не зарегистрировали каких-либо особенностей клинического течения у пациентов с коинфекциями, что, вероятно, связано с ограниченностью выборки.

Дальнейший анализ генотипов по VP1 гену среди определённых серотипов показал, что полученные последовательности группировались с азиатскими и европейскими генотипами (Приложение Д). 25 образцов Coxsackievirus A9 кластеризовались отдельной кладой в генотип I и оказались наиболее генетически близки к последовательности из России 2013 года. 14 последовательностей Coxsackievirus B5 сформировали кластер в генотипе D и были генетически близки к изолятам, циркулировавшим в Китае в 2015–2018 годах. 9 последовательностей Echovirus 6 кластеризовались в генотип E и были генетически близки европейским и американским штаммам. 7 последовательностей Echovirus 9 объединились в отдельную кладу генотипа F вместе с европейскими штаммами. 3 последовательности Echovirus 11 вошли в субгенотип D5. В данный субгенотип также входят штаммы линии 1, циркулировавшие во Франции и Испании в 2022–2023 годах и ассоциированные с неонатальной инфекцией с печёночной недостаточностью [240-242]. Эта линия расположена отдельной кладой в субгенотипе D5. Единственная последовательность Coxsackievirus B3 кластеризовалась в наиболее распространённый генотип E. Для анализа генотипов Echovirus 21 из GenBank было получено 31 полная последовательность гена VP1 (депонированы до 15 августа 2023 г.). В анализ были включены 3 последовательности из Казахстана, полученные в рамках данного исследования из СМЖ и МРП от пациентов с асептическим менингитом. На основании филогенетической дендрограммы и процента идентичности между штаммами E21 их можно разделить на 10 генотипов A–J: максимальное различие в нуклеотидных последовательностях внутри одного генотипа составило 12%, минимальное среднее различие между генотипами – 17%. Генотип A представлен одним прототипным штаммом Farina. Генотипы B, C и F были представлены единичными последовательностями из Мадагаскара, Китая и Франции. Для генотипов D, E и I прослеживалась географическая взаимосвязь со штаммами из Китая, Центральноафриканской Республики и Индии. Генотип J объединял штаммы из Азии и Европы. 3 последовательности из Казахстана вошли в генотип H совместно со штаммами из Китая и Великобритании.

Для анализа генотипов Echovirus 25 из GenBank было получено 91 полная последовательность VP1 (депонированы до 15 августа 2023 г.). В анализ включены 3 последовательности из Казахстана, полученные в рамках данного исследования. E25 можно разделить на 8 генотипов A–H; идентичность нуклеотидных последовательностей в пределах генотипов превышала 85%. Казахстанские штаммы вошли в генотип A и образовали отдельную кладу, которая в дальнейшем может быть выделена как субгенотип. Генотипы B и C объединяли штаммы из Китая и США соответственно. Генотипы D и H оказались самыми крупными и включали штаммы, циркулировавшие на Евразийском и Американском континентах. Генотип E объединил два штамма из США и Нигерии. Генотипы F и G включали европейские штаммы.

Наиболее представленным генотипом, циркулировавшим в Астане в период сезонного подъёма энтеровирусной инфекции 2022 года, оказался CA9, выявленный у 18 из 51 пациента с асептическим менингитом и у 6 из 9 пациентов с герпетической ангиной. Coxsackievirus A9, как и многие энтеровирусы, демонстрирует широкий спектр клинических проявлений, включая асептический менингит (AM), hand, foot, and mouth disease (HFMD), acute flaccid paralysis (AFP), persistent diarrhea, generalized febrile exanthema. Он может вызывать патологии плаценты у беременных женщин и тяжёлые генерализованные инфекции у новорождённых [243-246]. В ряде вспышек асептического менингита CA9 был основным серовариантом в Китае [247], Канаде [248] и Южной Африке [249]. CA9 относится к серовариантам вируса, которые наиболее часто выделялись при серозном менингите в России; в 2022 году отмечался подъём заболеваемости менингитом, ассоциированным с CA9 [203, 250-252]. CA9, выделенные в нашем исследовании, входят в генотип I, который преимущественно представлен российскими штаммами [253]. Казахстан и Россия имеют самую длинную сухопутную границу в мире, а также тесные экономические и культурные связи, что может способствовать циркуляции идентичных генотипов.

Coxsackievirus B5 в нашем исследовании был вторым по численности выявленным энтеровирусом – у 12 пациентов с асептическим менингитом и у 2 пациентов с герпетической ангиной. В глобальном распределении CB5 не является распространённым серовариантом при тяжёлых неврологических осложнениях, включая острый вялый паралич, энцефалит и асептический менингит [254]. Тем не менее, в Польше [255] и Китае [204, р. 2693; 252, р. е2082; 256] CB5 в последние годы являлся преобладающим серовариантом в ряде вспышек. Генотипирование кластеризовало последовательности текущего исследования в генотип D, в котором преобладали последовательности из Китая. Учитывая модель миграции CB5 из Северо-Восточного Китая в Северо-Западный и Восточный Китай, а затем в Центральную Азию [257, 258], можно предположить смещение границ циркуляции CB5 из Китая в Казахстан.

Среди эховирусов в нашей выборке преобладали E6 и E9. Echovirus 6 входит в пятёрку энтеровирусов, диагностируемых как этиологический агент неврологических осложнений, включая острый вялый паралич (ОВП), энцефалит и асептический менингит [259-261]. В нашем исследовании E6 был выявлен у 8 пациентов с асептическим менингитом (из них только в одном случае – в СМЖ) и у одного пациента с герпетической ангиной. При этом у 4 пациентов было установлено коинфицирование другими энтеровирусами. Высокий уровень коинфицирования E6 может способствовать рекомбинационным изменениям, что требует генетического мониторинга данного сероварианта и отслеживания изменений его вирулентности [262]. На основании филогенетического анализа по полной кодирующей последовательности 65 образцов последовательности кластеризовались согласно определённым серотипам (рисунок 18). 25 последовательностей CVA9 сформировали три отдельных кластера, третий кластер был представлен единственной последовательностью. Мы не выявили каких-либо особенностей в распределении последовательностей по кластерам в зависимости от времени сбора материала. Например, последовательности, собранные в июне, равномерно представлены во всех кладах, включая третью, состоящую из единственной последовательности из МРП от пациента с менингитом, которая оказалась наиболее генетически отдалённой (>3,7%). Последовательности CVA9 EV-H1-vir2 и EV-38, выделенные от одного пациента из СМЖ и МРП, имели 100% идентичность.
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Рисунок 18 – Филогенетический анлиз 65 полногеномных последовательностей энтеровирусов
Примечание: Источник: составлено автором.
Причиной сезонного подъёма энтеровирусной инфекции в Астане в 2022 году являлись 8 серовариантов энтеровирусов группы В. Для понимания изменений в их популяционной структуре необходимо осуществлять регулярный мониторинг с генотипированием. Центрально-Евразийское расположение Казахстана способствует циркуляции как европейских, так и азиатских генотипов энтеровирусов. Выявление коинфицирования в СМЖ и МРП, а также обнаружение различных серотипов у одного пациента в СМЖ и МРП свидетельствует о возможности ошибочного определения этиологического агента асептического менингита при вирусологическом исследовании мазков ротовой полости и образцов стула. Внедрение NGS-генотипирования позволит расширить знания о случаях коинфицирования различными энтеровирусами и, как следствие, о рекомбинационных процессах в них.

3.7 Генетическая характеристика вируса гриппа A (H1N1), циркулировавшего в Казахстане в 2022 году

В ходе эпидемиологического надзора за респираторными вирусными инфекциями в Республике Казахстан в осенний период 2022 года был выделен вирус гриппа A (H1N1) у пациента с симптомами ОРВИ, включая лихорадку, сухой кашель и миалгию. Пациент был протестирован методом ОТ-ПЦР, после чего выполнен полный геномный анализ вируса. Полученный изолят был обозначен как A/Kazakhstan/5757/2022(H1N1).
Полный геном вируса гриппа был секвенирован на платформе Illumina MiSeq. Геном состоял из восьми сегментов, включая гены гемагглютинина (HA), нейраминидазы (NA), матриксного белка (M), нуклеопротеина (NP), неструктурных белков (NS) и полимеразных комплексов (PB1, PB2, PA). Ассемблированные последовательности были аннотированы и проанализированы с использованием инструментов Nextclade и GISAID EpiFlu.

Согласно данным филогенетического анализа, исследуемый изолят был отнесён к кладе 6B.1A.5a.2, являвшейся преобладающей в структуре глобальной циркуляции вируса гриппа A(H1N1) в 2022 году. Были выявлены характерные мутации в гене HA: S183P, T120A и K130N, ассоциированные с антигенным дрейфом. Эти изменения могут снижать эффективность ранее сформированного постинфекционного или вакцинного иммунитета и способствовать уклонению вируса от иммунного надзора.

Совместный анализ клинических данных указывает на возможную коинфекцию SARS-CoV-2 и H1N1, так как у пациента также был выявлен положительный результат на COVID-19. Клиническое течение у пациента характеризовалось выраженным интоксикационным синдромом, длительной лихорадкой и признаками бронхита. Показатели С-реактивного белка (СРБ) и лейкоцитоза были выше, чем у пациентов с моноинфекцией COVID-19. Эти данные соответствуют мировой практике, согласно которой коинфекция H1N1 и SARS-CoV-2 может утяжелять клиническое течение заболевания и требует особого внимания.

Таким образом, данное исследование подтвердило циркуляцию генетически значимого варианта вируса гриппа A (H1N1) в Казахстане на фоне пандемии COVID-19. Полученные данные подчёркивают необходимость включения вируса гриппа в панель рутинного молекулярного мониторинга в сезонный период [263].
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В настоящем исследовании была разработана и верифицирована мультиплексная панель из 39 пар праймеров, обеспечившая полное покрытие генома SARS-CoV-2 и демонстрирующая высокую эффективность при одношаговом обратном транскрипционно-ПЦР протоколе. Объединение этапов обратной транскрипции и амплификации позволило сократить общее время анализа более чем на треть, а также минимизировать риск межреакционной контаминации, что особенно важно при массовом скрининге образцов. При этом единый реакционный объём потребовал увеличения расхода реактивов, что требует дальнейшего экономического анализа для практического применения в условиях ограниченного бюджета лабораторий.

Геномный мониторинг 881 образца из 15 регионов Казахстана, выполненный в 2021–2023 гг., выявил отчётливую эволюционную динамику – от преобладания линий B.1.1 и Delta до полного доминирования сублиний Omicron (BA.1–BA.5, XBB). Соотношение генотипов коррелировало с эпидемическими волнами и глобальными трендами [264], что подтверждает необходимость регулярного обновления праймерных панелей для своевременной детекции новых вариантов.

Выявленные различия в клиническом течении инфекции при Delta и Omicron, включая выраженность воспалительной реакции и частоту госпитализаций, согласуются с мировыми данными и обосновывают адаптацию протоколов лечения в зависимости от циркулирующих генотипов. Особый интерес представляет высокая частота коинфекций: до четверти образцов содержали генетический материал других вирусов, включая EBV, VZV и ротавирусы, что усложняло клиническую картину и требовало комбинированного вирусологического скрининга и коррекции терапии [260, 265]. Полученные результаты свидетельствуют о необходимости расширения панели детектируемых агентов с использованием метагеномного анализа при подозрении на атипичные или тяжёлые формы COVID-19.

Параллельное полногеномное секвенирование энтеровирусов и вируса гриппа A(H1N1) показало широкую географическую циркуляцию и высокий уровень коинфицирования серотипов, что подтверждает ценность NGS-мониторинга не только для SARS-CoV-2, но и для других сезонных патогенов [266-268]. Знание популяционной структуры возбудителей позволяет прогнозировать вспышки и адаптировать профилактические меры. Полученные результаты указывают на то, что циркулирующие в Казахстане варианты вируса гриппа A(H1N1)pdm09 принадлежат к современным глобальным линиям, обладающим высокой степенью гомологии с штаммами, выявленными в США, Китае и ряде других стран в сезон 2022–2023 гг. [269-271]. Наличие характерных мутаций, связанных с антигенным дрейфом, свидетельствует о способности вируса уклоняться от существующего иммунитета населения, что требует пересмотра стратегии вакцинопрофилактики и интеграции мониторинга гриппа в рутинные эпидемиологические наблюдения наряду с SARS-CoV-2 [272].

Основные ограничения исследования связаны с неравномерным распределением образцов по регионам и возрастным группам, а также отсутствием ретроспективных данных по гриппу до 2022 года. В дальнейшем рекомендуется расширить географию выборки, автоматизировать подготовку библиотек и интегрировать мультиплексные панели для одновременного скрининга нескольких респираторных вирусов. Такой подход позволит повысить оперативность эпиднадзора и адаптировать меры общественного здравоохранения к быстро меняющемуся вирусному ландшафту:
1. Проведен подбор праймеров для полногеномного секвенирования вируса SARS-CoV-2, подобрано 39 пар праймеров, которые разбили геном на 39 участков с областью перекрытия не менее 100 п.н.
2. Разработан и оптимизирован лабораторный протокол полногеномной амплификации SARS-CoV-2, включающий подбор специфичных пар праймеров, методы обратной транскрипции и мультиплексной амплификации, обеспечивающий получение высококачественных библиотек для секвенирования и возможность адаптации протокола для анализа других респираторных вирусов.

3. Проведено полногеномное секвенирование 879 образцов SARS-CoV-2, отобранных на территории Республики Казахстан в 2021–2023 гг., с применением платформы Illumina MiSeq и последующим биоинформатическим анализом, что позволило получить репрезентативную картину эволюции вируса в популяции.

4. Установлено генетическое разнообразие SARS-CoV-2, циркулировавшего в популяции Казахстана, с идентификацией 34 генетических линий, включая BA.5, B.1.617.2, XBB.1.5 и другие, что подтверждает активную вирусную эволюцию и смену доминирующих вариантов во времени.

5. Показана ассоциация между генотипом вируса SARS-CoV-2 и особенностями SARS-CoV-2-ассоциированной инфекции, включая наличие сопутствующих вирусных агентов (энтеровирусов, A(H1N1), EBV, ротавируса, ветряная оспа), что подчёркивает важность генотипирования при интерпретации результатов молекулярно-эпидемиологических исследований.
6. Впервые в Казахстане проведено полногеномное секвенирование энтеровирусов, выделенных у пациентов с COVID-19 и в период сезонного подъёма вирусных инфекций, с построением минимальных остовных филогенетических деревьев и идентификацией восьми серотипов (Coxsackievirus A9, Coxsackievirus B3, Coxsackievirus B5, Echovirus 6, Echovirus 9, Echovirus 11, Echovirus 21, Echovirus 25), что позволило определить генетическую структуру циркулирующих штаммов и их возможную связь с клиническими проявлениями заболевания.

7. Впервые описан полный геном вируса гриппа A(H1N1)pdm09 (A/Kazakhstan/5757/2022), секвенированный в Казахстане, относящийся к кладе 6B.1A.5a.2, что подтверждает значимость включения вируса гриппа в систему рутинного молекулярного надзора в сочетании с SARS-CoV-2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Геномный надзор с помощью секвенирования нового поколения (NGS) может отслеживать передачу и выявлять новые штаммы вирусных и бактериальных патогенов. Наличие полногеномных данных позволяет эпидемиологам реализовать эффективные стратегии надзора за инфекционными заболеваниями, чтобы помочь предотвратить дальнейшую передачу и заражение, предсказать патогенность, лекарственную устойчивость и эффективность вакцинных препаратов. Пандемия COVID-19 потребовала от служб контроля за заболеваниями и учёных внедрить в практику эпидемиологического контроля полногеномное секвенирование вируса SARS-CoV-2, что позволило в режиме реального времени отслеживать изменения в геноме вируса. Большинство надёжных полногеномных данных получено в результате сотрудничества учёных и органов общественного здравоохранения [273, 274]. Результаты, полученные в ходе выполнения диссертационной работы, достигнуты благодаря новейшим методам, разработанным в области молекулярно-генетических исследований, что соответствует мировой практике исследований такого рода. На основании проведенного исследования сделаны следующие
 выводы:
1. Были подобраны праймеры, позволяющие амплифицировать весь геном фрагментами от 1200 до 1600 п.н с перекрытием не менее 100 п.н.

2. Разработан и оптимизирован лабораторный протокол полногеномной амплификации SARS-CoV-2, включающий подбор специфичных пар праймеров, методы обратной транскрипции и мультиплексной амплификации, который обеспечивает равномерное покрытие всего генома вируса SARS-CoV-2 c глубиной прочтения от 3000 до 5000. 
3. Проведён сбор биологических образцов от пациентов с подозрением на респираторные вирусные инфекции (включая COVID-19, грипп и энтеровирусную инфекцию) с целью комплексной оценки циркулирующих возбудителей и их генетического разнообразия. В рамках работы сформирована коллекция из 994 охарактеризованных образцов от пациентов, представляющих все регионы Республики Казахстан, в том числе группу детей в возрасте до 16 лет из инфекционной больницы г. Астана. Дополнительно в рамках мониторинга сопутствующих вирусных инфекций были отобраны биологические пробы от пациентов с подозрением на коинфекции, вызванные энтеровирусами и вирусом гриппа A(H1N1), с целью оценки их возможной связи с клиническим течением COVID-19.
4. Оптимизирован протокол полногеномного секвенирования и проведено полногеномное секвенирование 881 образцов вируса SARS-CoV-2.  Получены новые данные о генетических изменениях вируса SARS-CoV-2 и полногеномные данные вируса SARS-CoV-2 в Казахстане в период с 2021 по 2023 годы. 
5. Определено генетического разнообразия циркулировавших на территории Казахстана вирусов SARS CoV-2 в период 2021-2023 годов, а также в изучении динамики изменения доминирующих генотипов. Впервые в Казахстане описаны клинические случаи COVID-19 у детей, осложнённые сопутствующими вирусными инфекциями (вирус Эпштейна–Барр, ветряная оспа, ротавирус), а также проведён молекулярно-генетический анализ энтеровирусов и вируса гриппа A(H1N1).
Все запланированные задачи исследования диссертационной работы были достигнуты.
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ПРИЛОЖЕНИЕ А
Протокол полногеномной амплификации вируса SARS-CoV-2 с использованием 3 мультиплексных реакций и одношаговой ОТ-ПЦР
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ПРИЛОЖЕНИЕ В
Таблица В.1 – Последовательности праймер ARTIC V4
	Код
	Размер
	Размер
	Линия
	Пул
	Sequence

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	N908947.3
	25
	50
	SARS-CoV 2_1_LEFT
	1
	aacaaaccaaccaactttcgatctc

	MN908947.3
	408
	431
	SARS-CoV-2_1_RIGHT
	1
	cttctactaagccacaagtgcca

	MN908947.3
	324
	344
	SARS-CoV-2_2_LEFT
	2
	tttacaggttcgcgacgtgc

	MN908947.3
	705
	727
	SARS-CoV-2_2_RIGHT
	2
	ataaggatcagtgccaagctcg

	MN908947.3
	644
	666
	SARS-CoV-2_3_LEFT
	1
	gtaataaaggagctggtggcca

	MN908947.3
	1017
	1044
	SARS-CoV-2_3_RIGHT
	1
	gccaatttaatttcaaaaggtgtctgc

	MN908947.3
	944
	966
	SARS-CoV-2_4_LEFT
	2
	gtgtatactgctgccgtgaaca

	MN908947.3
	1337
	1362
	SARS-CoV-2_4_RIGHT
	2
	acaacagcattttggggtaagtaac

	MN908947.3
	1245
	1266
	SARS-CoV-2_5_LEFT
	1
	tgaaacttcatggcagacggg

	MN908947.3
	1623
	1650
	SARS-CoV-2_5_RIGHT
	1
	ttgatgttgactttctctttttggagt

	MN908947.3
	1540
	1562
	SARS-CoV-2_6_LEFT
	2
	cgtgctagcgctaacataggtt

	MN908947.3
	1925
	1948
	SARS-CoV-2_6_RIGHT
	2
	aacacgcacagaattttgagcag

	MN908947.3
	1851
	1875
	SARS-CoV-2_7_LEFT
	1
	actgagtcctctttatgcatttgc

	MN908947.3
	2228
	2250
	SARS-CoV-2_7_RIGHT
	1
	ccaccgacaatttcacaagcac

	MN908947.3
	2154
	2180
	SARS-CoV-2_8_LEFT
	2
	gcttgaagagaagtttaaggaaggtg

	MN908947.3
	2544
	2571
	SARS-CoV-2_8_RIGHT
	2
	ggttgttctaatggttgtaaatcacca

	MN908947.3
	2483
	2508
	SARS-CoV-2_9_LEFT
	1
	tcttcttagagggagaaacacttcc

	MN908947.3
	2861
	2885
	SARS-CoV-2_9_RIGHT
	1
	cacaggcgaactcatttacttctg

	MN908947.3
	2826
	2850
	SARS-CoV-2_10_LEFT
	2
	tgagaagtgctctgcctatacagt

	MN908947.3
	3183
	3210
	SARS-CoV-2_10_RIGHT
	2
	tcatctaaccaatcttcttcttgctct

	MN908947.3
	3078
	3102
	SARS-CoV-2_11_LEFT
	1
	agaagagtttgagccatcaactca

	MN908947.3
	3470
	3492
	SARS-CoV-2_11_RIGHT
	1
	tttaaggctcctgcaacacctc

	MN908947.3
	3390
	3412
	SARS-CoV-2_12_LEFT
	2
	tgcagacattgtggaagaagct

	MN908947.3
	3769
	3794
	SARS-CoV-2_12_RIGHT
	2
	cagctaagtagacatttgtgcgaac

	MN908947.3
	3683
	3705
	SARS-CoV-2_13_LEFT
	1
	agcacgaagttctacttgcacc

	MN908947.3
	4067
	4093
	SARS-CoV-2_13_RIGHT
	1
	gatgtcaatgtcactaacaagagtgg

	MN908947.3
	3992
	4018
	SARS-CoV-2_14_LEFT
	2
	tggaagaaactaagttcctcacagaa

	MN908947.3
	4387
	4409
	SARS-CoV-2_14_RIGHT
	2
	catgtgcaagcatttctcgcaa

	MN908947.3
	4312
	4339
	SARS-CoV-2_15_LEFT
	1
	aaaagtgccttttacattctaccatct

	MN908947.3
	4685
	4710
	SARS-CoV-2_15_RIGHT
	1
	gcatcaggtgaagaaacagaaactg

	MN908947.3
	4620
	4648
	SARS-CoV-2_16_LEFT
	2
	tgtaacacatggcttaaatttggaagaa

	MN908947.3
	4995
	5017
	SARS-CoV-2_16_RIGHT
	2
	cacaacttgcgtgtggaggtta

	MN908947.3
	4923
	4953
	SARS-CoV-2_17_LEFT
	1
	tgacaatcttaagacacttctttctttgag

	MN908947.3
	5302
	5331
	SARS-CoV-2_17_RIGHT
	1
	ttcaactctatttgttggagtgttaacaa

	MN908947.3
	5230
	5259
	SARS-CoV-2_18_LEFT
	2
	tggaaatacccacaagttaatggtttaac

	MN908947.3
	5620
	5643
	SARS-CoV-2_18_RIGHT
	2
	gcttgtttaccacacgtacaagg

	MN908947.3
	5561
	5584
	SARS-CoV-2_19_LEFT
	1
	aagctgttatgtacatgggcaca

	MN908947.3
	5932
	5957
	SARS-CoV-2_19_RIGHT
	1
	tgtccaacttagggtcaatttctgt

	MN908947.3
	5867
	5894
	SARS-CoV-2_20_LEFT
	2
	acaaagaaaacagttacacaacaacca

	MN908947.3
	6247
	6272
	SARS-CoV-2_20_RIGHT
	2
	acgtggctttattagttgcattgtt

	MN908947.3
	6184
	6210
	SARS-CoV-2_21_LEFT
	1
	cactacacaccctcttttaagaaagg

	MN908947.3
	6553
	6582
	SARS-CoV-2_21_RIGHT
	1
	gtaagactagaattgtctacataagcagc

	MN908947.3
	6478
	6507
	SARS-CoV-2_22_LEFT
	2
	gtaggagacattatacttaaaccagcaaa

	MN908947.3
	6859
	6885
	SARS-CoV-2_22_RIGHT
	2
	ccgacactcttaacagtattctttgc
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	MN908947.3
	6747
	6776
	SARS-CoV-2_23_LEFT
	1
	aaaccgtgtttgtactaattatatgcctt

	MN908947.3
	7122
	7148
	SARS-CoV-2_23_RIGHT
	1
	aaccactaagacaaacactacaaggt

	MN908947.3
	7057
	7084
	SARS-CoV-2_24_LEFT
	2
	ggttacagagaaggctatttgaactct

	MN908947.3
	7440
	7467
	SARS-CoV-2_24_RIGHT
	2
	acaacatgcacataacttttccataca

	MN908947.3
	7381
	7403
	SARS-CoV-2_25_LEFT
	1
	caaatggccccgatttcagcta

	MN908947.3
	7747
	7770
	SARS-CoV-2_25_RIGHT
	1
	tggatggaaccattcttcactgt

	MN908947.3
	7672
	7695
	SARS-CoV-2_26_LEFT
	2
	gcgagagacttgtcactacagtt

	MN908947.3
	8063
	8092
	SARS-CoV-2_26_RIGHT
	2
	gagtttttccattggtacgttaaaagttg

	MN908947.3
	7997
	8019
	SARS-CoV-2_27_LEFT
	1
	ctgatgttggtgatagtgcgga

	MN908947.3
	8370
	8395
	SARS-CoV-2_27_RIGHT
	1
	agcaatgttgtgactttttgctacc

	MN908947.3
	8304
	8326
	SARS-CoV-2_28_LEFT
	2
	tgaaaacatgacaccccgtgac

	MN908947.3
	8691
	8714
	SARS-CoV-2_28_RIGHT
	2
	tgacaccaccatcaatagccttg

	MN908947.3
	8596
	8619
	SARS-CoV-2_29_LEFT
	1
	cttgtgttcctttttgttgctgc

	MN908947.3
	8990
	9013
	SARS-CoV-2_29_RIGHT
	1
	agccaaaacacaagctgatgttg

	MN908947.3
	8919
	8944
	SARS-CoV-2_30_LEFT
	2
	acctagagtttttagtgcagttggt

	MN908947.3
	9306
	9329
	SARS-CoV-2_30_RIGHT
	2
	ctacaccacagaaaactcctggt

	MN908947.3
	9168
	9192
	SARS-CoV-2_31_LEFT
	1
	ccttgaaggttctgttagagtggt

	MN908947.3
	9535
	9564
	SARS-CoV-2_31_RIGHT
	1
	aatgagtaaactggtgttaaacagagtac

	MN908947.3
	9470
	9497
	SARS-CoV-2_32_LEFT
	2
	gagcttttggtgaatacagtcatgtag

	MN908947.3
	9842
	9866
	SARS-CoV-2_32_RIGHT
	2
	gaggtaatagcacatcactacgca

	MN908947.3
	9782
	9805
	SARS-CoV-2_33_LEFT
	1
	gtacttttgaagaagctgcgctg

	MN908947.3
	10150
	10176
	SARS-CoV-2_33_RIGHT
	1
	tgtcttggacagtaaactacgtcatc

	MN908947.3
	10076
	10099
	SARS-CoV-2_34_LEFT
	2
	tcccatctggtaaagttgagggt

	MN908947.3
	10465
	10491
	SARS-CoV-2_34_RIGHT
	2
	ccacatgaaccattaaggaatgaacc

	MN908947.3
	10393
	10419
	SARS-CoV-2_35_LEFT
	1
	gtgttagcttgttacaatggttcacc

	MN908947.3
	10785
	10810
	SARS-CoV-2_35_RIGHT
	1
	aggtcctagtatgtcaacatggtct

	MN908947.3
	10713
	10742
	SARS-CoV-2_36_LEFT
	2
	caatcgatttaccacaactcttaatgact

	MN908947.3
	11092
	11116
	SARS-CoV-2_36_RIGHT
	2
	acccatagcaaaaggtaaaaaggc

	MN908947.3
	11000
	11023
	SARS-CoV-2_37_LEFT
	1
	cacaccactggttgttactcaca

	MN908947.3
	11388
	11414
	SARS-CoV-2_37_RIGHT
	1
	gtgtcaagacattcataagtgtccac

	MN908947.3
	11305
	11330
	SARS-CoV-2_38_LEFT
	2
	gactgtgttatgtatgcatcagctg

	MN908947.3
	11689
	11720
	SARS-CoV-2_38_RIGHT
	2
	cctgtgtagaaactaagtaatcataaacacc

	MN908947.3
	11624
	11651
	SARS-CoV-2_39_LEFT
	1
	gctatttttgtacttgttactttggcc

	MN908947.3
	12011
	12033
	SARS-CoV-2_39_RIGHT
	1
	ccctgcatggaaagcaaaacag

	MN908947.3
	11937
	11963
	SARS-CoV-2_40_LEFT
	2
	tgtccagttacacaatgacattctct

	MN908947.3
	12317
	12339
	SARS-CoV-2_40_RIGHT
	2
	acttttgccctcttgtcctcag

	MN908947.3
	12234
	12255
	SARS-CoV-2_41_LEFT
	1
	atttgaccgtgatgcagccat

	MN908947.3
	12618
	12643
	SARS-CoV-2_41_RIGHT
	1
	aagaggccatgctaaattaggtgaa

	MN908947.3
	12519
	12546
	SARS-CoV-2_42_LEFT
	2
	tggtacaacatttacttatgcatcagc

	MN908947.3
	12895
	12920
	SARS-CoV-2_42_RIGHT
	2
	tgtctgtaacaaacctacaaggtgg

	MN908947.3
	12831
	12856
	SARS-CoV-2_43_LEFT
	1
	ggatttgaaatgggctagattccct

	MN908947.3
	13218
	13240
	SARS-CoV-2_43_RIGHT
	1
	cgatgcaccaccaaaggattct

	MN908947.3
	13124
	13148
	SARS-CoV-2_44_LEFT
	2
	ggggacaaccaatcactaattgtg

	MN908947.3
	13506
	13528
	SARS-CoV-2_44_RIGHT
	2
	catcagtactagtgcctgtgcc

	MN908947.3
	13463
	13485
	SARS-CoV-2_45_LEFT
	1
	taaacgggtttgcggtgtaagt

	MN908947.3
	13833
	13859
	SARS-CoV-2_45_RIGHT
	1
	tcacaattaccttcatcaaaatgcct

	MN908947.3
	13752
	13775
	SARS-CoV-2_46_LEFT
	2
	agaatagacggtgacatggtacc

	MN908947.3
	14120
	14144
	SARS-CoV-2_46_RIGHT
	2
	tctacaacaggaactccactacct
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	MN908947.3
	14045
	14075
	SARS-CoV-2_47_LEFT
	1
	tggtgtactgacattagataatcaagatct

	MN908947.3
	14428
	14457
	SARS-CoV-2_47_RIGHT
	1
	tggaacaccatcaacaaatatttttctca

	MN908947.3
	14338
	14362
	SARS-CoV-2_48_LEFT
	2
	actgtttggatgacagatgcattc

	MN908947.3
	14717
	14743
	SARS-CoV-2_48_RIGHT
	2
	cagaacttccttccttaaagaaaccc

	MN908947.3
	14647
	14674
	SARS-CoV-2_49_LEFT
	1
	acaatgttgcttttcaaactgtcaaac

	MN908947.3
	15023
	15050
	SARS-CoV-2_49_RIGHT
	1
	gggatgacattacgttttgtatatgcg

	MN908947.3
	14953
	14983
	SARS-CoV-2_50_LEFT
	2
	catttaataaatggggtaaggctagacttt

	MN908947.3
	15336
	15358
	SARS-CoV-2_50_RIGHT
	2
	gagcaagaacaagtgaggccat

	MN908947.3
	15214
	15237
	SARS-CoV-2_51_LEFT
	1
	gcaaattctatggtggttggcac

	MN908947.3
	15596
	15619
	SARS-CoV-2_51_RIGHT
	1
	gtctgtgttgtaaattgcggaca

	MN908947.3
	15535
	15557
	SARS-CoV-2_52_LEFT
	2
	ctgtcacggccaatgttaatgc

	MN908947.3
	15917
	15941
	SARS-CoV-2_52_RIGHT
	2
	ggatctgggtaaggaaggtacaca

	MN908947.3
	15855
	15881
	SARS-CoV-2_53_LEFT
	1
	actaaaggacctcatgaattttgctc

	MN908947.3
	16239
	16260
	SARS-CoV-2_53_RIGHT
	1
	gcaaagaacacaagccccaac

	MN908947.3
	16112
	16137
	SARS-CoV-2_54_LEFT
	2
	acatgatgagttaacaggacacatg

	MN908947.3
	16483
	16508
	SARS-CoV-2_54_RIGHT
	2
	ccaaaaacttgtccattagcacaca

	MN908947.3
	16386
	16408
	SARS-CoV-2_55_LEFT
	1
	aatgctccaggttgtgatgtca

	MN908947.3
	16767
	16796
	SARS-CoV-2_55_RIGHT
	1
	acacgataaccagtaaagacataatttcg

	MN908947.3
	16692
	16714
	SARS-CoV-2_56_LEFT
	2
	actgtacgtgaagtgctgtctg

	MN908947.3
	17082
	17105
	SARS-CoV-2_56_RIGHT
	2
	tgactcttaccagtaccaggtgg

	MN908947.3
	16986
	17013
	SARS-CoV-2_57_LEFT
	1
	ggcttatacccaacactcaatatctca

	MN908947.3
	17381
	17405
	SARS-CoV-2_57_RIGHT
	1
	ctggcattgacaacactcaaatca

	MN908947.3
	17323
	17345
	SARS-CoV-2_58_LEFT
	2
	tgcctgagacgacagcagatat

	MN908947.3
	17688
	17711
	SARS-CoV-2_58_RIGHT
	2
	tgtggcctgttaattgcagatga

	MN908947.3
	17615
	17642
	SARS-CoV-2_59_LEFT
	1
	gcttaaagcacataaagacaaatcagc

	MN908947.3
	17997
	18022
	SARS-CoV-2_59_RIGHT
	1
	tcctacgtggaatttcaagacttgt

	MN908947.3
	17911
	17939
	SARS-CoV-2_60_LEFT
	2
	acagatttaatgttgctattaccagagc

	MN908947.3
	18307
	18328
	SARS-CoV-2_60_RIGHT
	2
	tagcatgacacccctcgacat

	MN908947.3
	18244
	18267
	SARS-CoV-2_61_LEFT
	1
	accctaacatgtttatcacccgc

	MN908947.3
	18624
	18652
	SARS-CoV-2_61_RIGHT
	1
	gctcaggtcctattttcacaaaatactt

	MN908947.3
	18550
	18578
	SARS-CoV-2_62_LEFT
	2
	gtgacacacttaaaaatctctctgacag

	MN908947.3
	18936
	18961
	SARS-CoV-2_62_RIGHT
	2
	ccgcattaatcttcagttcatcacc

	MN908947.3
	18869
	18891
	SARS-CoV-2_63_LEFT
	1
	taggtgtctagctgtccacgag

	MN908947.3
	19252
	19277
	SARS-CoV-2_63_RIGHT
	1
	ccaggcaagttaaggttagatagca

	MN908947.3
	19183
	19208
	SARS-CoV-2_64_LEFT
	2
	gcctattttggaattgcaatgtcga

	MN908947.3
	19558
	19586
	SARS-CoV-2_64_RIGHT
	2
	gtatcaaattgtttgtaaacccacaagc

	MN908947.3
	19485
	19513
	SARS-CoV-2_65_LEFT
	1
	gtctgtagacatcatgctaatgagtaca

	MN908947.3
	19877
	19901
	SARS-CoV-2_65_RIGHT
	1
	gctggagcatctcttttgtagtcc

	MN908947.3
	19810
	19836
	SARS-CoV-2_66_LEFT
	2
	aaccagtaccagaggtgaaaatactc

	MN908947.3
	20186
	20216
	SARS-CoV-2_66_RIGHT
	2
	tttctactctgagtaaagtaagtttcaggt

	MN908947.3
	20090
	20117
	SARS-CoV-2_67_LEFT
	1
	caaacaagctagtcttaatggagtcac

	MN908947.3
	20472
	20497
	SARS-CoV-2_67_RIGHT
	1
	aacacacacacttagatgaacctgt

	MN908947.3
	20377
	20405
	SARS-CoV-2_68_LEFT
	2
	gactagctaaacgttttaaggaatcacc

	MN908947.3
	20766
	20792
	SARS-CoV-2_68_RIGHT
	2
	gcgacattcatcattatgcctttagg

	MN908947.3
	20677
	20699
	SARS-CoV-2_69_LEFT
	1
	cgggtgttgctatgcctaatct

	MN908947.3
	21050
	21080
	SARS-CoV-2_69_RIGHT
	1
	tttgtaacatttttagtcttagggtcgtac

	MN908947.3
	20988
	21013
	SARS-CoV-2_70_LEFT
	2
	ttgattggtgattgtgcaactgtac

	MN908947.3
	21358
	21387
	SARS-CoV-2_70_RIGHT
	2
	agaataggaagacaactgaattggatttg

	Продолжение таблицы В.1



	1
	2
	3
	4
	5
	6

	MN908947.3
	21294
	21316
	SARS-CoV-2_71_LEFT
	1
	ggcaaaccacgcgaacaaatag

	MN908947.3
	21675
	21700
	SARS-CoV-2_71_RIGHT
	1
	tgaggatctgaaaactttgtcaggg

	MN908947.3
	21532
	21561
	SARS-CoV-2_72_LEFT
	2
	gtgatgttcttgttaacaactaaacgaac

	MN908947.3
	21904
	21933
	SARS-CoV-2_72_RIGHT
	2
	gtagcgttattaacaataagtagggactg

	MN908947.3
	21865
	21889
	SARS-CoV-2_73_LEFT
	1
	agaggctggatttttggtactact

	MN908947.3
	22247
	22274
	SARS-CoV-2_73_RIGHT
	1
	acctagtgatgttaatacctattggca

	MN908947.3
	22091
	22113
	SARS-CoV-2_74_LEFT
	2
	tggaccttgaaggaaaacaggg

	MN908947.3
	22474
	22503
	SARS-CoV-2_74_RIGHT
	2
	tgatagattcctttttctacagtgaagga

	MN908947.3
	22402
	22428
	SARS-CoV-2_75_LEFT
	1
	gaaaatggaaccattacagatgctgt

	MN908947.3
	22785
	22805
	SARS-CoV-2_75_RIGHT
	1
	tttgccctggagcgatttgt

	MN908947.3
	22648
	22677
	SARS-CoV-2_76_LEFT
	2
	gctgattattctgtcctatataattccgc

	MN908947.3
	23028
	23057
	SARS-CoV-2_76_RIGHT
	2
	gttggaaaccatatgattgtaaaggaaag

	MN908947.3
	22944
	22974
	SARS-CoV-2_77_LEFT
	1
	caaaccttttgagagagatatttcaactga

	MN908947.3
	23327
	23351
	SARS-CoV-2_77_RIGHT
	1
	cactgacaccaccaaaagaacatg

	MN908947.3
	23219
	23246
	SARS-CoV-2_78_LEFT
	2
	ctgagtctaacaaaaagtttctgcctt

	MN908947.3
	23611
	23635
	SARS-CoV-2_78_RIGHT
	2
	ggattgactagctacactacgtgc

	MN908947.3
	23553
	23575
	SARS-CoV-2_79_LEFT
	1
	acccattggtgcaggtatatgc

	MN908947.3
	23927
	23955
	SARS-CoV-2_79_RIGHT
	1
	ccaaaatctttaattggtggtgttttgt

	MN908947.3
	23853
	23876
	SARS-CoV-2_80_LEFT
	2
	ccgtgctttaactggaatagctg

	MN908947.3
	24233
	24258
	SARS-CoV-2_80_RIGHT
	2
	gcaaatggtatttgtaatgcagcac

	MN908947.3
	24171
	24194
	SARS-CoV-2_81_LEFT
	1
	tgctcaatacacttctgcactgt

	MN908947.3
	24545
	24567
	SARS-CoV-2_81_RIGHT
	1
	tgaagtctgcctgtgatcaacc

	MN908947.3
	24426
	24448
	SARS-CoV-2_82_LEFT
	2
	tgcacaagctttaaacacgctt

	MN908947.3
	24814
	24836
	SARS-CoV-2_82_RIGHT
	2
	cacgaggaaagtgtgcttttcc

	MN908947.3
	24750
	24772
	SARS-CoV-2_83_LEFT
	1
	gcatgtgacttatgtccctgca

	MN908947.3
	25122
	25150
	SARS-CoV-2_83_RIGHT
	1
	agattcatttaaattcttggcaacctca

	MN908947.3
	25051
	25076
	SARS-CoV-2_84_LEFT
	2
	gttgatttaggtgacatctctggca

	MN908947.3
	25438
	25461
	SARS-CoV-2_84_RIGHT
	2
	agcatccttgatttcaccttgct

	MN908947.3
	25331
	25353
	SARS-CoV-2_85_LEFT
	1
	atgaagacgactctgagccagt

	MN908947.3
	25711
	25740
	SARS-CoV-2_85_RIGHT
	1
	ctgcaagaagtagactaaagcataaagat

	MN908947.3
	25645
	25672
	SARS-CoV-2_86_LEFT
	2
	tgttgtttgtaacagtttactcacacc

	MN908947.3
	26026
	26050
	SARS-CoV-2_86_RIGHT
	2
	tcaattgagttgagtacagctggt

	MN908947.3
	25951
	25979
	SARS-CoV-2_87_LEFT
	1
	gtggttatactgaaaaatgggaatctgg

	MN908947.3
	26338
	26360
	SARS-CoV-2_87_RIGHT
	1
	aatcgaagcgcagtaaggatgg

	MN908947.3
	26255
	26277
	SARS-CoV-2_88_LEFT
	2
	cgtttcggaagagacaggtacg

	MN908947.3
	26635
	26661
	SARS-CoV-2_88_RIGHT
	2
	acaaaaacctattcctgttggcatag

	MN908947.3
	26564
	26587
	SARS-CoV-2_89_LEFT
	1
	aagctccttgaacaatggaacct

	MN908947.3
	26956
	26979
	SARS-CoV-2_89_RIGHT
	1
	cagcaatacgaagatgtccacga

	MN908947.3
	26873
	26895
	SARS-CoV-2_90_LEFT
	2
	attcttctcaacgtgccactcc

	MN908947.3
	27256
	27283
	SARS-CoV-2_90_RIGHT
	2
	tccaaatggaaactttaaaagtcctca

	MN908947.3
	27152
	27177
	SARS-CoV-2_91_LEFT
	1
	tccagtagcagtgacaatattgctt

	MN908947.3
	27534
	27560
	SARS-CoV-2_91_RIGHT
	1
	agtgcaaatttgttatcagctagagg

	MN908947.3
	27447
	27473
	SARS-CoV-2_92_LEFT
	2
	cactaccaagagtgtgttagaggtac

	MN908947.3
	27826
	27855
	SARS-CoV-2_92_RIGHT
	2
	gttcaagtgagaaccaaaagataataagc

	MN908947.3
	27700
	27726
	SARS-CoV-2_93_LEFT
	1
	ttgttgcggcaatagtgtttataaca

	MN908947.3
	28082
	28104
	SARS-CoV-2_93_RIGHT
	1
	tgggtgatttagaaccagcctc

	MN908947.3
	27996
	28021
	SARS-CoV-2_94_LEFT
	2
	acccgtgtcctattcacttctattc

	MN908947.3
	28394
	28416
	SARS-CoV-2_94_RIGHT
	2
	ttattgggtaaaccttggggcc
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	MN908947.3
	28190
	28214
	SARS-CoV-2_95_LEFT
	1
	gtgcgttgttcgttctatgaagac

	MN908947.3
	28572
	28598
	SARS-CoV-2_95_RIGHT
	1
	accatcttggactgagatctttcatt

	MN908947.3
	28512
	28536
	SARS-CoV-2_96_LEFT
	2
	agatgaccaaattggctactaccg

	MN908947.3
	28893
	28914
	SARS-CoV-2_96_RIGHT
	2
	ccattgccagccattctagca

	MN908947.3
	28827
	28849
	SARS-CoV-2_97_LEFT
	1
	ttcctcatcacgtagtcgcaac

	MN908947.3
	29206
	29227
	SARS-CoV-2_97_RIGHT
	1
	cgacattccgaagaacgctga

	MN908947.3
	29136
	29161
	SARS-CoV-2_98_LEFT
	2
	ccaggaactaatcagacaaggaact

	MN908947.3
	29512
	29534
	SARS-CoV-2_98_RIGHT
	2
	tttaggcctgagttgagtcagc

	MN908947.3
	29452
	29475
	SARS-CoV-2_99_LEFT
	1
	cttcttcctgctgcagatttgga

	MN908947.3
	29827
	29854
	SARS-CoV-2_99_RIGHT
	1
	gctattaaaatcacatggggatagcac


ПРИЛОЖЕНИЕ Г
Данные последовательности опубликованный в GISAID
Таблица Г.1 – Опубликованные геномы секвенированные методом NGS 
	№ гено мов
	Наименование изолята
	Номер доступа GISAID
	Длина генома, п.н.
	Регион

	1
	2
	3
	4
	5

	1
	hCoV-19/Kazakhstan/125372/2020
	EPI_ISL_1341377
	29903
	Atyrau 

	2
	hCoV-19/Kazakhstan/125375/2020
	EPI_ISL_1341313
	29903
	Tengizchevroi

	3
	hCoV-19/Kazakhstan/123641/2020
	EPI_ISL_1341312
	29903
	Tengizchevroi

	4
	hCoV-19/Kazakhstan/123631/2020
	EPI_ISL_1341150
	29903
	Atyrau 

	5
	hCoV-19/Kazakhstan/122252/2020
	EPI_ISL_1341149
	29903
	Tengizchevroil

	6
	hCoV-19/Kazakhstan/124921/2020
	EPI_ISL_1335803
	29903
	Tengizchevroil

	7
	hCoV-19/Kazakhstan/124637/2020
	EPI_ISL_1335760
	29903
	Atyrau 

	8
	hCoV-19/Kazakhstan/123632/2020
	EPI_ISL_1335758
	29903
	Tengizchevroil

	9
	hCoV-19/Kazakhstan/125374/2020
	EPI_ISL_1335390
	29903
	Tengizchevroil

	10
	hCoV-19/Kazakhstan/125343/2020
	EPI_ISL_1334600
	29903
	Tengizchevroil

	11
	hCoV-19/Kazakhstan/125377/2020
	EPI_ISL_1334576
	29903
	Tengizchevroil

	12
	hCoV-19/Kazakhstan/122259/2020
	EPI_ISL_1334575
	29900
	Tengizchevroil

	13
	hCoV-19/Kazakhstan/7341/2020
	EPI_ISL_454572
	29900
	Astana

	14
	hCoV-19/Kazakhstan/7263/2020
	EPI_ISL_454571
	29903
	Astana

	15
	hCoV-19/Kazakhstan/NCB-3/2020
	EPI_ISL_435047
	29900
	Astana

	16
	hCoV-19/Kazakhstan/NCB-2/2020
	EPI_ISL_435046
	29900
	Astana

	17
	hCoV-19/Kazakhstan/16183/2020
	EPI_ISL_454576
	29900
	Astana

	18
	hCoV-19/Kazakhstan/16238/2020
	EPI_ISL_454498
	29903
	Astana

	19
	hCoV-19/Kazakhstan/17920/2020
	EPI_ISL_454577
	29900
	Astana

	20
	hCoV-19/Kazakhstan/18287/2020
	EPI_ISL_454580
	29900
	Astana

	21
	hCoV-19/Kazakhstan/18148/2020
	EPI_ISL_454579
	29900
	Astana

	22
	hCoV-19/Kazakhstan/18243/2020
	EPI_ISL_454500
	29903
	Astana

	23
	hCoV-19/Kazakhstan/16537/2020
	EPI_ISL_454499
	29900
	Astana

	24
	hCoV-19/Kazakhstan/26491/2020
	EPI_ISL_454508
	29903
	Astana

	25
	hCoV-19/Kazakhstan/20679/2020
	EPI_ISL_454501
	29903
	Astana

	26
	hCoV-19/Kazakhstan/22517/2020
	EPI_ISL_454586
	29900
	Astana

	27
	hCoV-19/Kazakhstan/22044/2020
	EPI_ISL_454584
	29903
	Astana

	28
	hCoV-19/Kazakhstan/NCB-5/2020
	EPI_ISL_435048
	29903
	Astana

	29
	hCoV-19/Kazakhstan/21927/2020
	EPI_ISL_454503
	29903
	Astana

	30
	hCoV-19/Kazakhstan/9715/2020
	EPI_ISL_1334573
	29903
	Kyzylorda 

	31
	hCoV-19/Kazakhstan/22001/2020
	EPI_ISL_454582
	29903
	Astana

	32
	hCoV-19/Kazakhstan/26580/2020
	EPI_ISL_454604
	29903
	Astana

	33
	hCoV-19/Kazakhstan/26579/2020
	EPI_ISL_454603
	29903
	Astana

	34
	hCoV-19/Kazakhstan/26568/2020
	EPI_ISL_454601
	29903
	Astana

	35
	hCoV-19/Kazakhstan/26565/2020
	EPI_ISL_454600
	29903
	Astana

	36
	hCoV-19/Kazakhstan/26562/2020
	EPI_ISL_454599
	29903
	Astana

	37
	hCoV-19/Kazakhstan/26584/2020
	EPI_ISL_454598
	29903
	Astana

	38
	hCoV-19/Kazakhstan/26582/2020
	EPI_ISL_454597
	29903
	Astana

	39
	hCoV-19/Kazakhstan/26577/2020
	EPI_ISL_454596
	29903
	Astana

	40
	hCoV-19/Kazakhstan/26576/2020
	EPI_ISL_454594
	29900
	Astana

	41
	hCoV-19/Kazakhstan/26574/2020
	EPI_ISL_454593
	29900
	Astana

	42
	hCoV-19/Kazakhstan/26545/2020
	EPI_ISL_454591
	29900
	Astana

	43
	hCoV-19/Kazakhstan/26530/2020
	EPI_ISL_454590
	29900
	Astana

	44
	hCoV-19/Kazakhstan/26508/2020
	EPI_ISL_454589
	29900
	Astana
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	45
	hCoV-19/Kazakhstan/26475/2020
	EPI_ISL_454587
	29900
	Astana

	46
	hCoV-19/Kazakhstan/38533/2020
	EPI_ISL_454520
	29900
	Astana

	47
	hCoV-19/Kazakhstan/34391/2020
	EPI_ISL_454519
	29900
	Astana

	48
	hCoV-19/Kazakhstan/26829/2020
	EPI_ISL_454518
	29900
	Astana

	49
	hCoV-19/Kazakhstan/26828/2020
	EPI_ISL_454517
	29903
	Astana

	50
	hCoV-19/Kazakhstan/26827/2020
	EPI_ISL_454516
	29900
	Astana

	51
	hCoV-19/Kazakhstan/26617/2020
	EPI_ISL_454515
	29900
	Astana

	52
	hCoV-19/Kazakhstan/26585/2020
	EPI_ISL_454514
	29900
	Astana

	53
	hCoV-19/Kazakhstan/26549/2020
	EPI_ISL_454513
	29900
	Astana

	54
	hCoV-19/Kazakhstan/26548/2020
	EPI_ISL_454512
	29903
	Astana

	55
	 hCoV-19/Kazakhstan/26506/2020
	EPI_ISL_454511
	29903
	Astana

	56
	hCoV-19/Kazakhstan/26501/2020
	EPI_ISL_454510
	29903
	Astana

	57
	hCoV-19/Kazakhstan/26497/2020
	 EPI_ISL_454509
	29903
	Astana

	58
	hCoV-19/Kazakhstan/26489/2020
	EPI_ISL_454507
	29903
	Astana

	59
	hCoV-19/Kazakhstan/26478/2020
	 EPI_ISL_454506
	29903
	Astana

	60
	hCoV-19/Kazakhstan/26474/2020
	EPI_ISL_454505
	29903
	Astana

	61
	hCoV-19/Kazakhstan/26473/2020
	EPI_ISL_454504
	29903
	Astana

	62
	hCoV-19/Kazakhstan/33496/2020
	EPI_ISL_454585
	29903
	Astana

	63
	hCoV-19/Kazakhstan/38716/2020
	EPI_ISL_454575
	29903
	Astana

	64
	hCoV-19/Kazakhstan/16173/2020
	EPI_ISL_454497
	29903
	Astana

	65
	hCoV-19/Kazakhstan/115592/2020
	EPI_ISL_1341379
	29900
	Almaty

	66
	hCoV-19/Kazakhstan/113119/2020
	EPI_ISL_1341378
	29900
	Almaty

	67
	hCoV-19/Kazakhstan/114698/2020
	EPI_ISL_1365364
	29903
	Almaty 

	68
	hCoV-19/Kazakhstan/115591/2020
	EPI_ISL_1341381
	29900
	Almaty

	69
	hCoV19/Kazakhstan/115436/2020
	EPI_ISL_1334570
	29900
	Almaty

	70
	hCoV19/Kazakhstan/115579/2020
	EPI_ISL_1334516
	29900
	Almaty

	71
	hCoV-19/Kazakhstan/115697/2020
	EPI_ISL_1365365
	29903
	Almaty 

	72
	hCoV-19/Kazakhstan/3374/2020
	EPI_ISL_1365743
	29900
	East Kazakhstan 

	73
	hCoV-19/Kazakhstan/3375/2020
	EPI_ISL_1365742
	29900
	East Kazakhstan 

	74
	hCoV-19/Kazakhstan/3371/2020
	EPI_ISL_1365741
	29900
	East Kazakhstan 

	75
	hCoV-19/Kazakhstan/3552/2020
	EPI_ISL_1365734
	29903
	East Kazakhstan 

	76
	hCoV-19/Kazakhstan/61106/2020
	EPI_ISL_1365736
	29900
	West-Kazakhstan

	77
	hCoV-19/Kazakhstan/61136/2020
	EPI_ISL_1365638
	29903
	West Kazakhstan 

	78
	hCoV-19/Kazakhstan/129545/2020
	EPI_ISL_1365363
	29903
	Almaty 

	79
	hCoV-19/Kazakhstan/129546/2020
	EPI_ISL_1365036
	29900
	Almaty 

	80
	hCoV-19/Kazakhstan/129544/2020
	EPI_ISL_1364991
	29903
	Almaty 

	81
	hCoV-19/Kazakhstan/129528/2020
	EPI_ISL_1334580
	29903
	Almaty

	82
	hCoV-19/Kazakhstan/6284/2020
	EPI_ISL_1365745
	29903
	Mangystau 

	83
	hCoV-19/Kazakhstan/63610/2020
	EPI_ISL_1365697
	29903
	West Kazakhstan 

	84
	hCoV-19/Kazakhstan/64058/2020
	EPI_ISL_1365698
	29903
	West Kazakhstan 

	85
	hCoV-19/Kazakhstan/128671/2020
	EPI_ISL_1341380
	29903
	Almaty

	86
	hCoV-19/Kazakhstan/53473/2020
	EPI_ISL_1364614
	29903
	Aktobe 

	87
	hCoV-19/Kazakhstan/53468/2020
	EPI_ISL_1335044
	29903
	Aktobe 

	88
	hCoV-19/Kazakhstan/6294/2020
	EPI_ISL_1365744
	29903
	Mangystau 

	89
	hCoV-19/Kazakhstan/533/2020
	EPI_ISL_1365740
	29903
	East Kazakhstan 

	90
	hCoV-19/Kazakhstan/418/2020
	EPI_ISL_1364612
	29903
	East Kazakhstan 

	91
	hCoV-19/Kazakhstan/1341/2020
	EPI_ISL_1334517
	29903
	Astana

	92
	hCoV19/Kazakhstan/2623/2020
	EPI_ISL_1341502
	29903
	Astana

	93
	hCoV-19/Kazakhstan/13059/2020
	EPI_ISL_1364880
	29900
	Atyrau 

	94
	hCoV-19/Kazakhstan/3352/2021
	EPI_ISL_1341503
	29900
	Astana

	95
	hCoV-19/Kazakhstan/2611/2021
	EPI_ISL_1341501
	29900
	Astana

	96
	hCoV-19/Kazakhstan/7719/2021
	EPI_ISL_1341643
	29900
	Astana
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	97
	hCoV-19/Kazakhstan/8737/2021
	EPI_ISL_1334574
	29900
	Astana

	98
	hCoV-19/Kazakhstan/8408/2021
	EPI_ISL_1334569
	29900
	Astana

	99
	hCoV-19/Kazakhstan/2610/2021
	EPI_ISL_1341642
	29900
	Astana

	100
	hCoV-19/Kazakhstan/7758/2021
	EPI_ISL_1341641
	29900
	Astana

	101
	hCoV-19/Kazakhstan/6255/2021
	EPI_ISL_1341505
	29900
	Astana

	102
	hCoV-19/Kazakhstan/7757/2021
	EPI_ISL_1341504
	29903
	Astana

	103
	hCoV-19/Kazakhstan/11517/2021
	EPI_ISL_1489930
	29900
	Jambyl 

	104
	hCoV-19/Kazakhstan/3601/2021
	EPI_ISL_1448018
	29900
	South Kazakhstan 

	105
	hCoV-19/Kazakhstan/7827-2/2021
	EPI_ISL_1489929
	29900
	Aktobe 

	106
	hCoV-19/Kazakhstan/9008/2021
	EPI_ISL_1448020
	29900
	Karaganda 

	107
	hCoV-19/Kazakhstan/H0035W2/2021
	EPI_ISL_3162298
	29903
	Almaty

	108
	hCoV-19/Kazakhstan/125175/2021
	EPI_ISL_1364879
	29903
	Tengizchevroil

	109
	hCoV-19/Kazakhstan/124942/2021
	EPI_ISL_1364865
	29903
	Tengizchevroil

	110
	hCoV-19/Kazakhstan/124954/2021
	EPI_ISL_1364864
	29903
	Tengizchevroil

	111
	hCoV-19/Kazakhstan/122954/2021
	EPI_ISL_1364863
	29903
	Tengizchevroil

	112
	hCoV-19/Kazakhstan/116969/2021
	EPI_ISL_1364621
	29903
	Tengizchevroil

	113
	hCoV-19/Kazakhstan/115967/2021
	EPI_ISL_1364619
	29903
	Tengizchevroil

	114
	hCoV-19/Kazakhstan/H0094W2/2021
	EPI_ISL_3162306
	29903
	Almaty

	115
	hCoV-19/Kazakhstan/H0095W2/2021
	EPI_ISL_3162299
	29903
	Almaty

	116
	hCoV-19/Kazakhstan/1544/2021
	EPI_ISL_1489932
	29903
	East Kazakhstan 

	117
	hCoV-19/Kazakhstan/42/2021
	EPI_ISL_1448017
	29903
	East Kazakhstan 

	118
	hCoV-19/Kazakhstan/H0049W2/2021
	EPI_ISL_3162301
	29900
	Almaty

	119
	hCoV-19/Kazakhstan/H0059W2/2021
	EPI_ISL_3162302
	29900
	Almaty

	120
	hCoV-19/Kazakhstan/H0101W2/2021
	EPI_ISL_3162303
	29903
	Almaty

	121
	hCoV-19/Kazakhstan/H0053W2/2021
	EPI_ISL_3162304
	29900
	Almaty

	122
	hCoV-19/Kazakhstan/H580W2/2021
	EPI_ISL_3162300
	29900
	Almaty

	123
	hCoV-19/Kazakhstan/H0126W2/2021
	EPI_ISL_3162305
	29900
	Almaty

	124
	hCoV-19/Kazakhstan/H580W2/2021
	EPI_ISL_3162300
	29903
	Almaty

	125
	hCoV-19/Kazakhstan/1815/2021
	EPI_ISL_4447365
	29900
	Kostanay 

	126
	hCoV-19/Kazakhstan/1812/2021
	EPI_ISL_4447363
	29900
	Kostanay 

	127
	hCoV-19/Kazakhstan/1811/2021
	EPI_ISL_4447361
	29900
	Kostanay 

	128
	hCoV-19/Kazakhstan/1809/2021
	EPI_ISL_4447358
	29903
	Kostanay 

	129
	hCoV-19/Kazakhstan/1692/2021
	EPI_ISL_4447356
	29900
	Karaganda 

	130
	hCoV-19/Kazakhstan/1808/2021
	EPI_ISL_4447353
	29903
	Kostanay 

	131
	hCoV-19/Kazakhstan/1976/2021
	EPI_ISL_4636787
	29903
	Pawlodar 

	132
	hCoV-19/Kazakhstan/1973/2021
	EPI_ISL_4636771
	29900
	Pawlodar 

	133
	hCoV-19/Kazakhstan/1944/2021
	EPI_ISL_4636767
	29903
	Akmola 

	134
	hCoV-19/Kazakhstan/1940/2021
	EPI_ISL_4636763
	29903
	Akmola 

	135
	hCoV-19/Kazakhstan/1803/2021
	EPI_ISL_4514507
	29903
	Kostanay 

	136
	hCoV-19/Kazakhstan/1796/2021
	EPI_ISL_4514506
	29903
	Kostanay 

	137
	hCoV-19/Kazakhstan/1793/2021
	EPI_ISL_4514504
	29903
	Kostanay 

	138
	hCoV19/Kazakhstan/179
	EPI_ISL_4514503
	29903
	Kostanay 

	139
	hCoV-19/Kazakhstan/1791/2021
	EPI_ISL_4514502
	29903
	Kostanay 

	140
	hCoV-19/Kazakhstan/1790/2021
	EPI_ISL_4514501
	29903
	Kostanay 

	141
	hCoV-19/Kazakhstan/1805/2021
	EPI_ISL_4447349
	29903
	Kostanay 

	142
	hCoV-19/Kazakhstan/1563/2021
	EPI_ISL_4435901
	29903
	Astana

	143
	hCoV-19/Kazakhstan/1562/2021
	EPI_ISL_4435900
	29903
	Astana

	144
	hCoV-19/Kazakhstan/1560/2021
	EPI_ISL_4435672
	29903
	Astana

	145
	hCoV-19/Kazakhstan/1559/2021
	EPI_ISL_4435552
	29903
	Astana

	146
	hCoV-19/Kazakhstan/2046/2021
	EPI_ISL_4638326
	29900
	Almaty 

	147
	hCoV-19/Kazakhstan/2032/2021
	EPI_ISL_4638324
	29900
	Almaty 

	148
	hCoV-19/Kazakhstan/2043/2021
	EPI_ISL_4638323
	29900
	Almaty 
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	149
	hCoV-19/Kazakhstan/2042/2021
	EPI_ISL_4638322
	29900
	Almaty 

	150
	hCoV-19/Kazakhstan/2041/2021
	 EPI_ISL_4638319
	29900
	Almaty 

	151
	hCoV-19/Kazakhstan/2039/2021
	EPI_ISL_4638318
	29900
	Almaty 

	152
	hCoV-19/Kazakhstan/2033/2021
	EPI_ISL_4638315
	29900
	Almaty 

	153
	hCoV-19/Kazakhstan/2031/2021
	EPI_ISL_4637368
	29900
	Almaty 

	154
	hCoV-19/Kazakhstan/2029/2021
	EPI_ISL_4637215
	29900
	Almaty 

	155
	hCoV-19/Kazakhstan/2027/2021
	EPI_ISL_4637212
	29903
	Almaty 

	156
	hCoV-19/Kazakhstan/2025/2021
	EPI_ISL_4637210
	29900
	Almaty 

	157
	hCoV-19/Kazakhstan/2024-2/2021
	EPI_ISL_4637205
	29900
	Almaty 

	158
	hCoV-19/Kazakhstan/2022/2021
	EPI_ISL_4637204
	29900
	Almaty 

	159
	hCoV-19/Kazakhstan/1689/2021
	EPI_ISL_4445997
	29900
	karaganda 

	160
	hCoV-19/Kazakhstan/1652/2021
	EPI_ISL_4443246
	29903
	Astana

	161
	hCoV-19/Kazakhstan/1635/2021
	EPI_ISL_4441764
	29903
	North-Kazakhstan 

	162
	hCoV-19/Kazakhstan/1634/2021
	EPI_ISL_4441326
	29903
	North-Kazakhstan 

	163
	hCoV-19/Kazakhstan/1621/2021
	EPI_ISL_4440949
	29903
	North-Kazakhstan 

	164
	hCoV-19/Kazakhstan/1599/2021
	EPI_ISL_4435904
	29903
	Jambyl 

	165
	hCoV-19/Kazakhstan/1593/2021
	EPI_ISL_4435903
	29903
	Jambyl 

	166
	hCoV-19/Kazakhstan/1586/2021
	EPI_ISL_4435902
	29903
	Jambyl 

	167
	hCoV-19/Kazakhstan/1697/2021
	EPI_ISL_4447374
	29903
	Karaganda 

	168
	hCoV-19/Kazakhstan/1827/2021
	EPI_ISL_4447373
	29903
	Kyzylorda 

	169
	hCoV-19/Kazakhstan/1823/2021
	EPI_ISL_4447372
	29903
	Kyzylorda 

	170
	hCoV-19/Kazakhstan/1822/2021
	EPI_ISL_4447370
	29903
	Kyzylorda 

	171
	 hCoV-19/Kazakhstan/1821/2021
	EPI_ISL_4447369
	29900
	Kyzylorda 

	172
	hCoV-19/Kazakhstan/1693/2021
	EPI_ISL_4447368
	29900
	Karaganda City

	173
	hCoV-19/Kazakhstan/1820/2021
	EPI_ISL_4447367
	29903
	Kyzylorda 

	174
	hCoV-19/Kazakhstan/1875/2021
	EPI_ISL_4636758
	29900
	East-Kazakhstan 

	175
	hCoV-19/Kazakhstan/1873/2021
	EPI_ISL_4636754
	29900
	East-Kazakhstan 

	176
	hCoV-19/Kazakhstan/1872/2021
	EPI_ISL_4636751
	29900
	East-Kazakhstan 

	177
	hCoV-19/Kazakhstan/1870/2021
	EPI_ISL_4520844
	29903
	East-Kazakhstan 

	178
	hCoV-19/Kazakhstan/1868/2021
	EPI_ISL_4520843
	29900
	East-Kazakhstan 

	179
	hCoV-19/Kazakhstan/1863/2021
	EPI_ISL_4520792
	29900
	East-Kazakhstan 

	180
	hCoV-19/Kazakhstan/1859/2021
	EPI_ISL_4520791
	29900
	East-Kazakhstan 

	181
	hCoV-19/Kazakhstan/1858/2021
	EPI_ISL_4520789
	29903
	East-Kazakhstan 

	182
	hCoV-19/Kazakhstan/1857/2021
	EPI_ISL_4520784
	29900
	East-Kazakhstan 

	183
	hCoV-19/Kazakhstan/1853/2021
	EPI_ISL_4520692
	29903
	East-Kazakhstan 

	184
	hCoV-19/Kazakhstan/1847/2021
	EPI_ISL_4520691
	29903
	Kyzylorda 

	185
	hCoV-19/Kazakhstan/1844/2021
	EPI_ISL_4520690
	29900
	Kyzylorda 

	186
	hCoV-19/Kazakhstan/1787/2021
	EPI_ISL_4498720
	29903
	Mangystau 

	187
	hCoV-19/Kazakhstan/1784/2021
	EPI_ISL_4498717
	29903
	Mangystau 

	188
	hCoV-19/Kazakhstan/1690/2021
	EPI_ISL_4447276
	29903
	Karaganda 

	189
	hCoV-19/Kazakhstan/1688/2021
	EPI_ISL_4445438
	29903
	Karaganda 

	190
	hCoV-19/Kazakhstan/1655/2021
	EPI_ISL_4444325
	29903
	 Astana

	191
	hCoV-19/Kazakhstan/1638/2021
	EPI_ISL_4442334
	29903
	Astana

	192
	hCoV-19/Kazakhstan/1691/2021
	EPI_ISL_4447351
	29903
	 Astana

	193
	hCoV19/Kazakhstan/2139/2021
	EPI_ISL_454502
	29903
	 Astana

	194
	hCoV-19/Kazakhstan/501/2022
	EPI_ISL_13822847
	29903
	Astana

	195
	hCoV-19/Kazakhstan/523/2022
	EPI_ISL_13822846
	29903
	Astana

	196
	 hCoV-19/Kazakhstan/502/2022
	EPI_ISL_13822844
	29903
	Astana

	197
	hCoV-19/Kazakhstan/506/2022
	EPI_ISL_13822842
	29903
	Astana

	198
	hCoV-19/Kazakhstan/509/2022
	EPI_ISL_13822841
	29903
	Astana

	199
	hCoV-19/Kazakhstan/514/2022
	EPI_ISL_13822840
	29900
	Astana

	200
	hCoV-19/Kazakhstan/505/2022
	EPI_ISL_13822839
	29900
	Astana
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	201
	hCoV-19/Kazakhstan/518/2022
	EPI_ISL_13822838
	29900
	Astana

	202
	hCoV-19/Kazakhstan/512/2022
	EPI_ISL_13822837
	29900
	Astana

	203
	hCoV-19/Kazakhstan/500/2022
	EPI_ISL_13822836
	29900
	Astana

	204
	hCoV-19/Kazakhstan/497/2022
	EPI_ISL_13822835
	29900
	Astana

	205
	hCoV-19/Kazakhstan/516/2022
	EPI_ISL_13822834
	29900
	Astana

	206
	hCoV-19/Kazakhstan/516/2022
	EPI_ISL_13822834
	29900
	Astana

	207
	hCoV-19/Kazakhstan/499/2022
	EPI_ISL_13822833
	29900
	Astana

	208
	hCoV-19/Kazakhstan/495/2022
	EPI_ISL_13822832
	29903
	Astana

	209
	hCoV-19/Kazakhstan/520/2022
	EPI_ISL_13822831
	29900
	 Astana

	210
	hCoV-19/Kazakhstan/515/2022
	EPI_ISL_13822830
	29900
	Astana

	211
	hCoV-19/Kazakhstan/524/2022
	EPI_ISL_13822829
	29900
	Astana

	212
	hCoV-19/Kazakhstan/511/2022
	EPI_ISL_13822828
	29900
	Astana

	213
	hCoV-19/Kazakhstan/521/2022
	EPI_ISL_13822827
	29903
	Astana

	214
	hCoV-19/Kazakhstan/510/2022
	EPI_ISL_13822826
	29903
	Astana

	215
	hCoV-19/Kazakhstan/507/2022
	EPI_ISL_13822825
	29903
	Astana

	216
	hCoV-19/Kazakhstan/519/2022
	EPI_ISL_13822824
	29903
	Astana

	217
	hCoV-19/Kazakhstan/496/2022
	EPI_ISL_13822823
	29903
	Astana

	218
	hCoV-19/Kazakhstan/517/2022
	EPI_ISL_13822822
	29903
	Astana

	219
	hCoV-19/Kazakhstan/513/2022
	EPI_ISL_13822821
	29903
	Astana

	220
	hCoV-19/Kazakhstan/504/2022
	EPI_ISL_13822820
	29903
	Astana

	221
	hCoV19/Kazakhstan/508/
	EPI_ISL_13822819
	29903
	Astana

	222
	hCoV-19/Kazakhstan/498/2022
	EPI_ISL_13822818
	29903
	Astana

	223
	hCoV-19/Kazakhstan/3005/2021
	EPI_ISL_13540101
	29903
	Astana

	224
	hCoV-19/Kazakhstan/2754/2021
	EPI_ISL_13541203
	29900
	Astana

	225
	hCoV-19/Kazakhstan/2753/2021
	EPI_ISL_13541202
	29900
	Astana

	226
	hCoV-19/Kazakhstan/2752/2021
	EPI_ISL_13541201
	29903
	Astana

	227
	hCoV-19/Kazakhstan/2751/2021
	EPI_ISL_13541200
	29900
	Astana

	228
	hCoV-19/Kazakhstan/2750/2021
	EPI_ISL_13541199
	29900
	Astana

	229
	hCoV-19/Kazakhstan/2749/2021
	EPI_ISL_13541198
	29900
	Astana

	230
	hCoV-19/Kazakhstan/2748/2021
	EPI_ISL_13541197
	29903
	Astana

	231
	hCoV-19/Kazakhstan/2747/2021
	EPI_ISL_13541196
	29900
	Astana

	232
	hCoV-19/Kazakhstan/2746/2021
	EPI_ISL_13541195
	29900
	Astana

	233
	hCoV-19/Kazakhstan/2745/2021
	EPI_ISL_13541194
	29900
	Astana

	234
	hCoV-19/Kazakhstan/2744/2021
	EPI_ISL_13541193
	29903
	Astana

	235
	hCoV-19/Kazakhstan/2743/2021
	EPI_ISL_13541192
	29900
	North Kazakhstan 

	236
	hCoV-19/Kazakhstan/2794/2021
	EPI_ISL_13541236
	29903
	North Kazakhstan 

	237
	hCoV-19/Kazakhstan/2793/2021
	EPI_ISL_13541235
	29903
	North Kazakhstan 

	238
	hCoV-19/Kazakhstan/2792/2021
	EPI_ISL_13541234
	29900
	North Kazakhstan 

	239
	hCoV-19/Kazakhstan/2791/2021
	EPI_ISL_13541233
	29903
	North Kazakhstan 

	240
	hCoV-19/Kazakhstan/2790/2021
	EPI_ISL_13541232
	29903
	North Kazakhstan 

	241
	hCoV-19/Kazakhstan/2789/2021
	EPI_ISL_13541231
	29903
	Pawlodar 

	242
	hCoV-19/Kazakhstan/2787/2021
	EPI_ISL_13541230
	29903
	Pawlodar 

	243
	hCoV-19/Kazakhstan/2785/2021
	EPI_ISL_13541228
	29903
	Pawlodar 

	244
	hCoV-19/Kazakhstan/2784/2021
	EPI_ISL_13541227
	29903
	Pawlodar 

	245
	hCoV-19/Kazakhstan/2783/2021
	EPI_ISL_13541226
	29903
	Pawlodar 

	246
	hCoV-19/Kazakhstan/2782/2021
	EPI_ISL_13541225
	29903
	Pawlodar 

	247
	hCoV-19/Kazakhstan/2781/2021
	EPI_ISL_13541224
	29903
	Pawlodar 

	248
	hCoV-19/Kazakhstan/2780/2021
	EPI_ISL_13541223
	29903
	Pawlodar 

	249
	hCoV19/Kazakhstan/2777
	EPI_ISL_13541222
	29903
	Pawlodar 

	250
	hCoV-19/Kazakhstan/2776/2021
	EPI_ISL_13541221
	29903
	Pawlodar 

	251
	hCoV-19/Kazakhstan/2775/2021
	EPI_ISL_13541220
	29903
	Pawlodar 

	252
	hCoV-19/Kazakhstan/2774/2021
	EPI_ISL_13541219
	29900
	Atyrau 
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	253
	hCoV-19/Kazakhstan/2773/2021
	EPI_ISL_13541218
	29900
	Atyrau 

	254
	hCoV-19/Kazakhstan/2772/2021
	EPI_ISL_13541217
	29900
	Atyrau 

	255
	hCoV-19/Kazakhstan/2771/2021
	EPI_ISL_13541216
	29900
	Atyrau 

	256
	hCoV-19/Kazakhstan/2770/2021
	EPI_ISL_13541215
	29900
	Atyrau 

	257
	hCoV-19/Kazakhstan/2769/2021
	EPI_ISL_13541214
	29900
	Atyrau 

	258
	hCoV-19/Kazakhstan/2768/2021
	EPI_ISL_13541213
	29900
	Atyrau 

	259
	hCoV-19/Kazakhstan/2766/2021
	EPI_ISL_13541212
	29900
	Atyrau 

	260
	hCoV-19/Kazakhstan/2765/2021
	EPI_ISL_13541211
	29900
	Atyrau 

	261
	hCoV-19/Kazakhstan/2764/2021
	EPI_ISL_13541210
	29903
	Atyrau 

	262
	hCoV-19/Kazakhstan/2763/2021
	EPI_ISL_13541209
	29900
	Atyrau 

	263
	hCoV-19/Kazakhstan/2762/2021
	EPI_ISL_13541208
	29900
	Atyrau 

	264
	hCoV-19/Kazakhstan/2761/2021
	EPI_ISL_13541207
	29900
	Atyrau 

	265
	hCoV-19/Kazakhstan/2760/2021
	EPI_ISL_13541206
	29900
	Atyrau 

	266
	hCoV-19/Kazakhstan/2759/2021
	EPI_ISL_13541205
	29900
	Atyrau 

	267
	hCoV-19/Kazakhstan/2758/2021
	EPI_ISL_13541204
	29900
	Almaty

	268
	hCoV-19/Kazakhstan/2815/2021
	EPI_ISL_13541244
	29900
	Almaty

	269
	hCoV-19/Kazakhstan/2813/2021
	EPI_ISL_13541243
	29903
	Almaty

	270
	hCoV-19/Kazakhstan/2812/2021
	EPI_ISL_13541242
	29903
	Almaty

	271
	hCoV-19/Kazakhstan/2811/2021
	EPI_ISL_13541241
	29903
	Almaty

	272
	hCoV-19/Kazakhstan/2803/2021
	EPI_ISL_13541240
	29903
	Almaty

	273
	hCoV-19/Kazakhstan/2796/2021
	EPI_ISL_13541238
	29903
	Mangystau 

	274
	hCoV-19/Kazakhstan/2795/2021
	EPI_ISL_13541237
	29903
	Astana

	275
	hCoV-19/Kazakhstan/2835/2021
	EPI_ISL_13541260
	29903
	Astana

	276
	hCoV-19/Kazakhstan/2834/2021
	EPI_ISL_13541259
	29903
	Astana

	277
	hCoV19/Kazakhstan/2836
	EPI_ISL_13541258
	29903
	Astana

	278
	hCoV-19/Kazakhstan/2831/2021
	EPI_ISL_13541257
	29903
	Astana

	279
	hCoV-19/Kazakhstan/2829/2021
	EPI_ISL_13541256
	29903
	Astana

	280
	hCoV-19/Kazakhstan/2828/2021
	EPI_ISL_13541255
	29900
	Astana

	281
	hCoV-19/Kazakhstan/2827/2021
	EPI_ISL_13541254
	29900
	Astana

	282
	hCoV-19/Kazakhstan/2826/2021
	EPI_ISL_13541253
	29903
	Astana

	283
	hCoV-19/Kazakhstan/2825/2021
	EPI_ISL_13541252
	29900
	East Kazakhstan 

	284
	hCoV-19/Kazakhstan/2824/2021
	EPI_ISL_13541251
	29900
	East Kazakhstan 

	285
	hCoV-19/Kazakhstan/2820/2021
	EPI_ISL_13541250
	29900
	East Kazakhstan 

	286
	hCoV-19/Kazakhstan/2819/2021
	EPI_ISL_13541249
	29903
	East Kazakhstan 

	287
	hCoV-19/Kazakhstan/2818/2021
	EPI_ISL_13541248
	29900
	East Kazakhstan 

	288
	hCoV-19/Kazakhstan/2817/2021
	EPI_ISL_13541247
	29900
	East Kazakhstan 

	289
	hCoV-19/Kazakhstan/2816/2021
	EPI_ISL_13541246
	29900
	Almaty

	290
	hCoV-19/Kazakhstan/2868/2021
	EPI_ISL_13541283
	29903
	Almaty

	291
	hCoV-19/Kazakhstan/2867/2021
	EPI_ISL_13541282
	29900
	Almaty

	292
	hCoV-19/Kazakhstan/2866/2021
	EPI_ISL_13541281
	29903
	Almaty

	293
	hCoV-19/Kazakhstan/2839/2021
	EPI_ISL_13541279
	29903
	Almaty

	294
	hCoV-19/Kazakhstan/2838/2021
	EPI_ISL_13541278
	29900
	Almaty

	295
	hCoV-19/Kazakhstan/2862/2021
	EPI_ISL_13541277
	29903
	Almaty

	296
	hCoV-19/Kazakhstan/2861/2021
	EPI_ISL_13541276
	29903
	Almaty

	297
	hCoV-19/Kazakhstan/2860/2021
	EPI_ISL_13541275
	29903
	Almaty

	298
	hCoV-19/Kazakhstan/2843/2021
	EPI_ISL_13541274
	29903
	Almaty

	299
	hCoV-19/Kazakhstan/2858/2021
	EPI_ISL_13541273
	29903
	Almaty

	300
	hCoV-19/Kazakhstan/2857/2021
	EPI_ISL_13541272
	29903
	Almaty

	301
	hCoV-19/Kazakhstan/2856/2021
	EPI_ISL_13541271
	29903
	Almaty

	302
	hCoV-19/Kazakhstan/2855/2021
	EPI_ISL_13541270
	29903
	Almaty

	303
	hCoV-19/Kazakhstan/2854/2021
	EPI_ISL_13541269
	29903
	Almaty

	304
	hCoV-19/Kazakhstan/2853/2021
	EPI_ISL_13541268
	29903
	Almaty
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	305
	hCoV19/Kazakhstan/2852
	EPI_ISL_13541267
	29903
	Almaty

	306
	hCoV-19/Kazakhstan/2851/2021
	EPI_ISL_13541266
	29903
	Almaty

	307
	hCoV-19/Kazakhstan/2850/2021
	EPI_ISL_13541265
	29903
	Almaty

	308
	hCoV-19/Kazakhstan/2849/2021
	EPI_ISL_13541264
	29900
	Almaty

	309
	hCoV-19/Kazakhstan/2848/2021
	EPI_ISL_13541263
	29900
	Almaty

	310
	hCoV-19/Kazakhstan/2847/2021
	EPI_ISL_13541262
	29900
	Almaty

	311
	hCoV-19/Kazakhstan/2837/2021
	EPI_ISL_13541261
	29900
	Almaty

	312
	hCoV-19/Kazakhstan/2841/2021
	EPI_ISL_13541285
	29900
	Almaty

	313
	hCoV-19/Kazakhstan/2840/2021
	EPI_ISL_13541284
	29900
	Astana

	314
	hCoV-19/Kazakhstan/44/2022
	EPI_ISL_13612357
	29900
	Astana

	315
	hCoV-19/Kazakhstan/43/2022
	EPI_ISL_13612356
	29900
	Astana

	316
	hCoV-19/Kazakhstan/42/2022
	EPI_ISL_13612355
	29900
	Astana

	317
	hCoV-19/Kazakhstan/41/2022
	EPI_ISL_13612354
	29903
	Astana

	318
	hCoV-19/Kazakhstan/40/2022
	EPI_ISL_13612353
	29900
	Astana

	319
	hCoV-19/Kazakhstan/39/2022
	EPI_ISL_13612352
	29900
	Astana

	320
	hCoV-19/Kazakhstan/38/2022
	EPI_ISL_13612351
	29900
	Astana

	321
	hCoV-19/Kazakhstan/37/2022
	EPI_ISL_13612350
	29900
	Astana

	322
	hCoV-19/Kazakhstan/36/2022
	EPI_ISL_13612349
	29903
	Astana

	323
	hCoV-19/Kazakhstan/35/2022
	EPI_ISL_13612348
	29903
	Astana

	324
	hCoV-19/Kazakhstan/34/2022
	EPI_ISL_13612347
	29903
	Astana

	325
	hCoV-19/Kazakhstan/33/2022
	EPI_ISL_13612346
	29903
	Astana

	326
	hCoV-19/Kazakhstan/32/2022
	EPI_ISL_13612345
	29903
	Astana

	327
	hCoV-19/Kazakhstan/31/2022
	EPI_ISL_13612344
	29903
	Astana

	328
	hCoV-19/Kazakhstan/30/2022
	EPI_ISL_13612343
	29903
	Astana

	329
	hCoV-19/Kazakhstan/29/2022
	EPI_ISL_13612342
	29903
	Astana

	330
	hCoV-19/Kazakhstan/28/2022
	EPI_ISL_13612341
	29903
	Astana

	331
	hCoV-19/Kazakhstan/27/2022
	EPI_ISL_13612340
	29903
	Astana

	332
	hCoV-19/Kazakhstan/26/2022
	EPI_ISL_13612339
	29903
	Astana

	333
	hCoV19/Kazakhstan/25/2
	EPI_ISL_13612338
	29900
	Astana

	334
	hCoV-19/Kazakhstan/24/2022
	EPI_ISL_13612337
	29900
	Astana

	335
	hCoV-19/Kazakhstan/23/2022
	EPI_ISL_13612336
	29903
	Astana

	336
	hCoV-19/Kazakhstan/22/2022
	EPI_ISL_13612335
	29900
	Astana

	337
	hCoV-19/Kazakhstan/21/2022
	EPI_ISL_13612334
	29900
	Astana

	338
	hCoV-19/Kazakhstan/20/2022
	EPI_ISL_13612333
	29900
	Astana

	339
	hCoV-19/Kazakhstan/19/2022
	EPI_ISL_13612332
	29903
	Astana

	340
	hCoV-19/Kazakhstan/18/2022
	EPI_ISL_13612331
	29900
	Astana

	341
	hCoV-19/Kazakhstan/17/2022
	EPI_ISL_13612330
	29900
	Astana

	342
	hCoV-19/Kazakhstan/16/2022
	EPI_ISL_13612329
	29900
	Astana

	343
	hCoV-19/Kazakhstan/15/2022
	EPI_ISL_13612328
	29903
	Astana

	344
	hCoV-19/Kazakhstan/14/2022
	EPI_ISL_13612327
	29900
	Astana

	345
	hCoV-19/Kazakhstan/13/2022
	EPI_ISL_13612326
	29903
	Astana

	346
	hCoV-19/Kazakhstan/12/2022
	EPI_ISL_13612325
	29903
	Astana

	347
	hCoV-19/Kazakhstan/11/2022
	EPI_ISL_13612324
	29900
	Astana

	348
	hCoV-19/Kazakhstan/10/2022
	EPI_ISL_13612323
	29903
	Astana

	349
	hCoV-19/Kazakhstan/9/2022
	EPI_ISL_13612322
	29903
	Astana

	350
	hCoV-19/Kazakhstan/8/2022
	EPI_ISL_13612321
	29903
	Astana

	351
	hCoV-19/Kazakhstan/7/2022
	EPI_ISL_13612320
	29903
	Astana

	352
	hCoV-19/Kazakhstan/6/2022
	EPI_ISL_13612319
	29903
	Astana

	353
	hCoV-19/Kazakhstan/49/2022
	EPI_ISL_13612362
	29903
	Astana

	354
	hCoV-19/Kazakhstan/48/2022
	EPI_ISL_13612361
	29903
	Astana

	355
	hCoV-19/Kazakhstan/47/2022
	EPI_ISL_13612360
	29903
	Astana

	356
	hCoV-19/Kazakhstan/46/2022
	EPI_ISL_13612359
	29903
	Astana
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	357
	hCoV-19/Kazakhstan/45/2022
	EPI_ISL_13612358
	29903
	Astana

	358
	hCoV-19/Kazakhstan/10/2022
	EPI_ISL_13612323
	29903
	Astana

	359
	hCoV-19/Kazakhstan/11/2022
	EPI_ISL_13612324
	29903
	Astana

	360
	hCoV-19/Kazakhstan/12/2022
	EPI_ISL_13612325
	29903
	Jambyl 

	361
	hCoV19/Kazakhstan/57/2
	EPI_ISL_13612368
	29900
	Jambyl 

	362
	hCoV-19/Kazakhstan/59/2022
	EPI_ISL_13612369
	29900
	Jambyl 

	363
	hCoV-19/Kazakhstan/61/2022
	EPI_ISL_13612370
	29900
	Jambyl 

	364
	hCoV-19/Kazakhstan/67/2022
	EPI_ISL_13612371
	29900
	Jambyl 

	365
	hCoV-19/Kazakhstan/71/2022
	EPI_ISL_13612372
	29900
	Pawlodar 

	366
	hCoV-19/Kazakhstan/72/2022
	EPI_ISL_13612373
	29900
	Pawlodar 

	367
	hCoV-19/Kazakhstan/73/2022
	EPI_ISL_13612374
	29900
	Pawlodar 

	368
	hCoV-19/Kazakhstan/74/2022
	EPI_ISL_13612375
	29900
	Pawlodar 

	369
	hCoV-19/Kazakhstan/83/2022
	EPI_ISL_13612376
	29900
	Pawlodar 

	370
	hCoV-19/Kazakhstan/84/2022
	EPI_ISL_13612377
	29903
	Pawlodar 

	371
	hCoV-19/Kazakhstan/85/2022
	EPI_ISL_13612378
	29900
	Pawlodar 

	372
	hCoV-19/Kazakhstan/90/2022
	EPI_ISL_13612379
	29900
	Pawlodar 

	373
	hCoV-19/Kazakhstan/91/2022
	EPI_ISL_13612380
	29900
	North Kazakhstan 

	374
	hCoV-19/Kazakhstan/92/2022
	EPI_ISL_13612381
	29900
	North Kazakhstan 

	375
	hCoV-19/Kazakhstan/93/2022
	EPI_ISL_13612382
	29903
	North Kazakhstan 

	376
	hCoV-19/Kazakhstan/94/2022
	EPI_ISL_13612383
	29903
	North Kazakhstan 

	377
	hCoV-19/Kazakhstan/95/2022
	EPI_ISL_13612384
	29903
	North Kazakhstan 

	378
	hCoV-19/Kazakhstan/96/2022
	EPI_ISL_13612385
	29903
	North Kazakhstan 

	379
	hCoV-19/Kazakhstan/97/2022
	EPI_ISL_13612386
	29903
	North Kazakhstan 

	380
	hCoV-19/Kazakhstan/98/2022
	EPI_ISL_13612387
	29903
	North Kazakhstan 

	381
	hCoV-19/Kazakhstan/99/2022
	EPI_ISL_13612388
	29903
	East Kazakhstan 

	382
	hCoV-19/Kazakhstan/100/2022
	EPI_ISL_13612389
	29903
	East Kazakhstan 

	383
	hCoV-19/Kazakhstan/102/2022
	EPI_ISL_13612390
	29903
	East Kazakhstan 

	384
	hCoV-19/Kazakhstan/106/2022
	EPI_ISL_13612391
	29903
	East Kazakhstan 

	385
	hCoV-19/Kazakhstan/108/2022
	EPI_ISL_13612392
	29903
	East Kazakhstan 

	386
	hCoV-19/Kazakhstan/109/2022
	EPI_ISL_13612393
	29900
	East Kazakhstan 

	387
	hCoV-19/Kazakhstan/113/2022
	EPI_ISL_13612394
	29900
	East Kazakhstan 

	388
	hCoV-19/Kazakhstan/114/2022
	EPI_ISL_13612395
	29903
	East Kazakhstan 

	389
	hCoV19/Kazakhstan/117/
	EPI_ISL_13612396
	29900
	Kostanay 

	390
	hCoV-19/Kazakhstan/120/2022
	EPI_ISL_13612397
	29900
	Kostanay 

	391
	hCoV-19/Kazakhstan/124/2022
	EPI_ISL_13612398
	29900
	Kostanay 

	392
	hCoV-19/Kazakhstan/125/2022
	EPI_ISL_13612399
	29903
	Kostanay 

	393
	hCoV-19/Kazakhstan/126/2022
	EPI_ISL_13612400
	29900
	Kostanay 

	394
	hCoV-19/Kazakhstan/133/2022
	EPI_ISL_13612401
	29900
	Kostanay 

	395
	hCoV-19/Kazakhstan/135/2022
	EPI_ISL_13612402
	29900
	Kostanay 

	396
	hCoV-19/Kazakhstan/137/2022
	EPI_ISL_13612403
	29903
	Kostanay 

	397
	hCoV-19/Kazakhstan/138/2022
	EPI_ISL_13612404
	29900
	Kyzylorda 

	398
	hCoV-19/Kazakhstan/140/2022
	EPI_ISL_13612405
	29903
	Kyzylorda 

	399
	hCoV-19/Kazakhstan/141/2022
	EPI_ISL_13612406
	29903
	Kyzylorda 

	400
	hCoV-19/Kazakhstan/142/2022
	EPI_ISL_13612407
	29900
	Kyzylorda 

	401
	hCoV-19/Kazakhstan/143/2022
	EPI_ISL_13612408
	29903
	Kyzylorda 

	402
	hCoV-19/Kazakhstan/144/2022
	EPI_ISL_13612409
	29903
	Kyzylorda 

	403
	hCoV-19/Kazakhstan/157/2022
	EPI_ISL_13612410
	29903
	Kyzylorda 

	404
	hCoV-19/Kazakhstan/158/2022
	EPI_ISL_13612411
	29903
	Kyzylorda 

	405
	hCoV-19/Kazakhstan/159/2022
	EPI_ISL_13612412
	29903
	Turkestan 

	406
	hCoV-19/Kazakhstan/160/2022
	EPI_ISL_13612413
	29903
	Turkestan 

	407
	hCoV-19/Kazakhstan/165/2022
	EPI_ISL_13612414
	29903
	Turkestan 

	408
	hCoV-19/Kazakhstan/166/2022
	EPI_ISL_13612415
	29903
	Turkestan 
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	409
	hCoV-19/Kazakhstan/169/2022
	EPI_ISL_13612416
	29903
	Turkestan 

	410
	hCoV-19/Kazakhstan/170/2022
	EPI_ISL_13612417
	29903
	East Kazakhstan 

	411
	hCoV-19/Kazakhstan/100/2022
	EPI_ISL_13612389
	29903
	East Kazakhstan 

	413
	hCoV-19/Kazakhstan/102/2022
	EPI_ISL_13612390
	29903
	East Kazakhstan 

	413
	hCoV-19/Kazakhstan/106/2022
	EPI_ISL_13612391
	29903
	East Kazakhstan 

	414
	hCoV-19/Kazakhstan/108/2022
	EPI_ISL_13612392
	29900
	East Kazakhstan 

	415
	hCoV-19/Kazakhstan/109/2022
	EPI_ISL_13612393
	29900
	East Kazakhstan 

	416
	hCoV-19/Kazakhstan/113/2022
	EPI_ISL_13612394
	29900
	East Kazakhstan 

	417
	hCoV19/Kazakhstan/114/
	EPI_ISL_13612395
	29900
	EastKazakhstan 

	418
	hCoV-19/Kazakhstan/117/2022
	EPI_ISL_13612396
	29900
	Kostanay 

	419
	hCoV-19/Kazakhstan/120/2022
	EPI_ISL_13612397
	29900
	Kostanay 

	420
	hCoV-19/Kazakhstan/124/2022
	EPI_ISL_13612398
	29900
	Kostanay 

	421
	hCoV-19/Kazakhstan/125/2022
	EPI_ISL_13612399
	29900
	Aktobe 

	422
	hCoV-19/Kazakhstan/255/2022
	EPI_ISL_13612468
	29900
	Aktobe 

	423
	hCoV-19/Kazakhstan/260/2022
	EPI_ISL_13612469
	29903
	Aktobe 

	424
	hCoV-19/Kazakhstan/261/2022
	EPI_ISL_13612470
	29900
	Aktobe 

	425
	hCoV-19/Kazakhstan/263/2022
	EPI_ISL_13612471
	29900
	Aktobe 

	426
	hCoV-19/Kazakhstan/266/2022
	EPI_ISL_13612472
	29900
	Aktobe 

	427
	hCoV-19/Kazakhstan/267/2022
	EPI_ISL_13612473
	29900
	Mangystau 

	428
	hCoV-19/Kazakhstan/270/2022
	EPI_ISL_13612474
	29903
	Mangystau 

	429
	hCoV-19/Kazakhstan/271/2022
	EPI_ISL_13612475
	29903
	Mangystau 

	430
	hCoV-19/Kazakhstan/276/2022
	EPI_ISL_13612476
	29903
	Mangystau 

	431
	hCoV-19/Kazakhstan/277/2022
	EPI_ISL_13612477
	29903
	Mangystau 

	432
	hCoV-19/Kazakhstan/279/2022
	EPI_ISL_13612478
	29903
	Mangystau 

	433
	hCoV-19/Kazakhstan/280/2022
	EPI_ISL_13612479
	29903
	Mangystau 

	434
	hCoV-19/Kazakhstan/281/2022
	EPI_ISL_13612480
	29903
	Mangystau 

	435
	hCoV-19/Kazakhstan/283/2022
	EPI_ISL_13612481
	29903
	West Kazakhstan 

	436
	hCoV-19/Kazakhstan/285/2022
	EPI_ISL_13612482
	29903
	West Kazakhstan 

	437
	hCoV-19/Kazakhstan/286/2022
	EPI_ISL_13612483
	29903
	West Kazakhstan 

	438
	hCoV-19/Kazakhstan/287/2022
	EPI_ISL_13612484
	29903
	West Kazakhstan 

	439
	hCoV-19/Kazakhstan/288/2022
	EPI_ISL_13612485
	29900
	West Kazakhstan 

	440
	hCoV-19/Kazakhstan/297/2022
	EPI_ISL_13612486
	29900
	West Kazakhstan 

	441
	hCoV-19/Kazakhstan/299/2022
	EPI_ISL_13612487
	29903
	West Kazakhstan 

	442
	hCoV-19/Kazakhstan/300/2022
	EPI_ISL_13612488
	29900
	West Kazakhstan 

	443
	hCoV-19/Kazakhstan/302/2022
	EPI_ISL_13612489
	29900
	Almaty 

	444
	hCoV-19/Kazakhstan/305/2022
	EPI_ISL_13612490
	29900
	Almaty 

	445
	hCoV19/Kazakhstan/312/
	EPI_ISL_13612491
	29903
	Almaty 

	446
	hCoV-19/Kazakhstan/313/2022
	EPI_ISL_13612492
	29900
	Almaty 

	447
	hCoV-19/Kazakhstan/314/2022
	EPI_ISL_13612493
	29900
	Almaty 

	448
	hCoV-19/Kazakhstan/315/2022
	EPI_ISL_13612494
	29900
	Almaty 

	449
	hCoV-19/Kazakhstan/316/2022
	EPI_ISL_13612495
	29903
	Almaty 

	450
	hCoV-19/Kazakhstan/317/2022
	EPI_ISL_13612496
	29900
	Almaty 

	451
	hCoV-19/Kazakhstan/318/2022
	EPI_ISL_13612497
	29903
	Atyrau 

	452
	hCoV-19/Kazakhstan/320/2022
	EPI_ISL_13612498
	29903
	Atyrau 

	453
	hCoV-19/Kazakhstan/321/2022
	EPI_ISL_13612499
	29900
	Atyrau 

	454
	hCoV-19/Kazakhstan/323/2022
	EPI_ISL_13612500
	29903
	Atyrau 

	455
	hCoV-19/Kazakhstan/327/2022
	EPI_ISL_13612501
	29903
	Atyrau 

	456
	hCoV-19/Kazakhstan/331/2022
	EPI_ISL_13612502
	29903
	Atyrau 

	457
	hCoV-19/Kazakhstan/336/2022
	EPI_ISL_13612503
	29903
	Atyrau 

	458
	hCoV-19/Kazakhstan/337/2022
	EPI_ISL_13612504
	29903
	Atyrau 

	459
	hCoV-19/Kazakhstan/339/2022
	EPI_ISL_13612505
	29903
	Astana

	460
	hCoV-19/Kazakhstan/359/2022
	EPI_ISL_13613123
	29903
	Astana


Продолжение таблицы Г.1
	1
	2
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	5

	461
	hCoV-19/Kazakhstan/362/2022
	EPI_ISL_13613126
	29903
	Astana

	462
	hCoV-19/Kazakhstan/374/2022
	EPI_ISL_13613138
	29903
	Astana

	463
	hCoV-19/Kazakhstan/377/2022
	EPI_ISL_13613141
	29903
	Astana

	464
	hCoV-19/Kazakhstan/378/2022
	EPI_ISL_13613142
	29903
	Astana

	465
	hCoV-19/Kazakhstan/380/2022
	EPI_ISL_13613144
	29903
	Astana

	466
	hCoV-19/Kazakhstan/381/2022
	EPI_ISL_13613145
	29903
	Astana

	467
	hCoV-19/Kazakhstan/382/2022
	EPI_ISL_13613146
	29900
	Astana

	468
	hCoV-19/Kazakhstan/383/2022
	EPI_ISL_13613147
	29900
	Astana

	469
	hCoV-19/Kazakhstan/384/2022
	EPI_ISL_13613148
	29900
	Astana

	470
	hCoV-19/Kazakhstan/385/2022
	EPI_ISL_13613149
	29900
	Almaty

	471
	hCoV-19/Kazakhstan/386/2022
	EPI_ISL_13613150
	29900
	Almaty

	472
	hCoV-19/Kazakhstan/387/2022
	EPI_ISL_13613151
	29900
	Astana

	473
	hCoV19/Kazakhstan/496/
	EPI_ISL_13822823
	29900
	Astana

	474
	hCoV-19/Kazakhstan/518/2022
	EPI_ISL_13822838
	29900
	Astana

	475
	hCoV-19/Kazakhstan/495/2022
	EPI_ISL_13822832
	29900
	Astana

	476
	hCoV-19/Kazakhstan/516/2022
	EPI_ISL_13822834
	29903
	Astana

	477
	hCoV-19/Kazakhstan/498/2022
	EPI_ISL_13822818
	29900
	Astana

	478
	hCoV-19/Kazakhstan/514/2022
	EPI_ISL_13822840
	29900
	Astana

	479
	hCoV-19/Kazakhstan/499/2022
	EPI_ISL_13822833
	29900
	Astana

	480
	hCoV-19/Kazakhstan/500/2022
	EPI_ISL_13822836
	29900
	Astana

	481
	hCoV-19/Kazakhstan/497/2022
	EPI_ISL_13822835
	29900
	Astana

	482
	hCoV-19/Kazakhstan/522/2022
	EPI_ISL_13822843
	29900
	Astana

	483
	hCoV-19/Kazakhstan/524/2022
	EPI_ISL_13822829
	29900
	Astana

	484
	hCoV-19/Kazakhstan/503/2022
	EPI_ISL_13822845
	29903
	Astana

	485
	hCoV-19/Kazakhstan/504/2022
	EPI_ISL_13822820
	29903
	Astana

	486
	hCoV-19/Kazakhstan/507/2022
	EPI_ISL_13822825
	29903
	Astana

	487
	hCoV-19/Kazakhstan/505/2022
	EPI_ISL_13822839
	29903
	Astana

	488
	hCoV-19/Kazakhstan/502/2022
	EPI_ISL_13822844
	29903
	Astana

	489
	hCoV-19/Kazakhstan/515/2022
	EPI_ISL_13822830
	29903
	Astana

	490
	hCoV-19/Kazakhstan/519/2022
	EPI_ISL_13822824
	29903
	Astana

	491
	hCoV-19/Kazakhstan/521/2022
	EPI_ISL_13822827
	29903
	Astana

	492
	hCoV-19/Kazakhstan/520/2022
	EPI_ISL_13822831
	29903
	Astana

	493
	hCoV-19/Kazakhstan/513/2022
	EPI_ISL_13822821
	29903
	Astana

	494
	hCoV-19/Kazakhstan/517/2022
	EPI_ISL_13822822
	29903
	Astana

	495
	hCoV-19/Kazakhstan/506/2022
	EPI_ISL_13822842
	29900
	Astana

	496
	hCoV-19/Kazakhstan/510/2022
	EPI_ISL_13822826
	29900
	Astana

	497
	hCoV-19/Kazakhstan/511/2022
	EPI_ISL_13822828
	29903
	Astana

	498
	hCoV-19/Kazakhstan/512/2022
	EPI_ISL_13822837
	29900
	Astana

	499
	hCoV-19/Kazakhstan/509/2022
	EPI_ISL_13822841
	29900
	Astana

	500
	hCoV-19/Kazakhstan/508/2022
	EPI_ISL_13822819
	29900
	Almaty

	501
	hCoV19/Kazakhstan/388/
	EPI_ISL_13613152
	29903
	Almaty

	502
	hCoV-19/Kazakhstan/389/2022
	EPI_ISL_13613153
	29900
	Almaty

	503
	hCoV-19/Kazakhstan/390/2022
	EPI_ISL_13613154
	29900
	Almaty

	504
	hCoV-19/Kazakhstan/391/2022
	EPI_ISL_13613155
	29900
	Almaty

	505
	hCoV-19/Kazakhstan/392/2022
	EPI_ISL_13613156
	29903
	Almaty

	506
	hCoV-19/Kazakhstan/393/2022
	EPI_ISL_13613157
	29900
	Almaty

	507
	hCoV-19/Kazakhstan/KOST-283/2023
	EPI_ISL_18161907
	29903
	Kostanay

	508
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-407/2023
	EPI_ISL_18161908
	29903
	Astana

	509
	hCoV-19/Kazakhstan/PAW-329/2023
	EPI_ISL_18161909
	29900
	Pavlodar

	510
	hCoV-19/Kazakhstan/SHYM-337/2023
	EPI_ISL_18161910
	29903
	Shymkent

	511
	hCoV-19/Kazakhstan/AKM-310/2023
	EPI_ISL_18161911
	29903
	Akmolinsk

	512
	hCoV-19/Kazakhstan/KAR-322/2023
	EPI_ISL_18161912
	29903
	Karaganda


Продолжение таблицы Г.1
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	513
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-361/2023
	EPI_ISL_18161913
	29903
	Astana

	514
	hCoV-19/Kazakhstan/NK-312/2023
	EPI_ISL_18161914
	29903
	North Kazakhstan

	515
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-371/2023
	EPI_ISL_18161915
	29903
	Astana

	516
	hCoV-19/Kazakhstan/KYZ-341/2023
	EPI_ISL_18161916
	29903
	Kyzylorda

	517
	hCoV-19/Kazakhstan/JAM-304/2023
	EPI_ISL_18161917
	29903
	Jambyl

	518
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-376/2023
	EPI_ISL_18161918
	29903
	Astana

	519
	hCoV-19/Kazakhstan/MO-275/2023
	EPI_ISL_18161919
	29903
	Mangystau

	520
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-392/2023
	EPI_ISL_18161920
	29903
	Astana

	521
	hCoV-19/Kazakhstan/JAM-305/2023
	EPI_ISL_18161921
	29903
	Jambyl

	522
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-378/2023
	EPI_ISL_18161922
	29903
	Astana

	523
	hCoV-19/Kazakhstan/NK-313/2023
	EPI_ISL_18161923
	29900
	North Kazakhstan

	524
	hCoV-19/Kazakhstan/JET-353/2023
	EPI_ISL_18161924
	29900
	Jetisu

	525
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-377/2023
	EPI_ISL_18161925
	29900
	Astana

	526
	hCoV-19/Kazakhstan/KYZ-339/2023
	EPI_ISL_18161926
	29900
	Kyzylorda

	527
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-438/2023
	EPI_ISL_18161927
	29900
	Astana

	528
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-406/2023
	EPI_ISL_18161928
	29900
	Astana

	529
	hCoV-19/Kazakhstan/KYZ-348/2023
	EPI_ISL_18161929
	29900
	Kyzylorda

	530
	hCoV-19/Kazakhstan/KYZ-349/2023
	EPI_ISL_18161930
	29900
	Kyzylorda

	531
	hCoV-19/Kazakhstan/AO-357/2023
	EPI_ISL_18161931
	29900
	Akmolinsk

	532
	hCoV-19/Kazakhstan/AO-359/2023
	EPI_ISL_18161932
	29903
	Akmolinsk

	533
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-363/2023
	EPI_ISL_18161933
	29900
	Astana

	534
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-366/2023
	EPI_ISL_18161934
	29900
	Astana

	535
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-367/2023
	EPI_ISL_18161935
	29900
	Astana

	536
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-368/2023
	EPI_ISL_18161936
	29900
	Astana

	537
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-372/2023
	EPI_ISL_18161937
	29903
	Astana

	538
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-391/2023
	EPI_ISL_18161938
	29903
	Astana

	539
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-431/2023
	EPI_ISL_18161939
	29903
	Astana

	540
	hCoV19/Kazakhstan/AO
	EPI_ISL_18161940
	29903
	Akmolinsk

	541
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-360/2023
	EPI_ISL_18161941
	29903
	Astana

	542
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-364/2023
	EPI_ISL_18161942
	29903
	Astana

	543
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-365/2023
	EPI_ISL_18161943
	29903
	Astana

	544
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-370/2023
	EPI_ISL_18161944
	29903
	Astana

	545
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-373/2023
	EPI_ISL_18161945
	29903
	Astana

	546
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-374/2023
	EPI_ISL_18161946
	29903
	Astana

	547
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-381/2023
	EPI_ISL_18161947
	29903
	Astana

	548
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-382/2023
	EPI_ISL_18161948
	29900
	Astana

	549
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-384/2023
	EPI_ISL_18161949
	29900
	Astana

	550
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-385/2023
	EPI_ISL_18161950
	29903
	Astana

	551
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-387/2023
	EPI_ISL_18161951
	29900
	Astana

	552
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-393/2023
	EPI_ISL_18161952
	29900
	Astana

	553
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-395/2023
	EPI_ISL_18161953
	29900
	Astana

	554
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-408/2023
	EPI_ISL_18161954
	29903
	Astana

	555
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-423/2023
	EPI_ISL_18161955
	29900
	Astana

	556
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-424/2023
	EPI_ISL_18161956
	29900
	Astana

	557
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-425/2023
	EPI_ISL_18161957
	29900
	Astana

	558
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-430/2023
	EPI_ISL_18161958
	29903
	Astana

	559
	hCoV19/Kazakhstan/AST
	EPI_ISL_18161959
	29900
	Astana

	560
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-437/2023
	EPI_ISL_18161960
	29903
	Astana

	561
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-403/2023
	EPI_ISL_18161961
	29903
	Astana

	562
	hCoV-19/Kazakhstan/MO-273/2023
	EPI_ISL_18161962
	29900
	Mangystau

	563
	hCoV-19/Kazakhstan/KOST-285/2023
	EPI_ISL_18161963
	29903
	Kostanay

	564
	hCoV-19/Kazakhstan/ATR-293/2023
	EPI_ISL_18161964
	29903
	Atyrau
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	565
	hCoV-19/Kazakhstan/AKT-295/2023
	EPI_ISL_18161965
	29903
	Aktyubinsk

	566
	hCoV-19/Kazakhstan/AO-355/2023
	EPI_ISL_18161966
	29903
	Akmolinsk

	567
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-386/2023
	EPI_ISL_18161967
	29903
	Astana

	568
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-412/2023
	EPI_ISL_18161968
	29903
	Astana

	569
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-369/2023
	EPI_ISL_18161969
	29903
	Astana

	570
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-375/2023
	EPI_ISL_18161970
	29903
	Astana

	571
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-388/2023
	EPI_ISL_18161971
	29903
	Astana

	572
	hCoV-19/Kazakhstan/MO-271/2023
	EPI_ISL_18161972
	29903
	Mangystau

	573
	hCoV-19/Kazakhstan/AKT-286/2023
	EPI_ISL_18161973
	29903
	Aktyubinsk

	574
	hCoV-19/Kazakhstan/ALM-276C/2023
	EPI_ISL_18161974
	29903
	Almaty

	575
	hCoV-19/Kazakhstan/ALM-277/2023
	EPI_ISL_18161975
	29903
	Almaty

	576
	hCoV-19/Kazakhstan/ALM-278/2023
	EPI_ISL_18161976
	29900
	Almaty

	577
	hCoV-19/Kazakhstan/ALM-279/2023
	EPI_ISL_18161977
	29900
	Almaty

	578
	hCoV19/Kazakhstan/
	EPI_ISL_18161978
	29900
	Kostanay

	579
	hCoV-19/Kazakhstan/AKT-287/2023
	EPI_ISL_18161979
	29900
	Aktyubinsk

	580
	hCoV-19/Kazakhstan/AKT-288/2023
	EPI_ISL_18161980
	29900
	Aktyubinsk

	581
	hCoV-19/Kazakhstan/AKT-289/2023
	EPI_ISL_18161981
	29900
	Aktyubinsk

	582
	hCoV-19/Kazakhstan/ATR-292/2023
	EPI_ISL_18161982
	29900
	Atyrau

	583
	hCoV-19/Kazakhstan/ATR-291/2023
	EPI_ISL_18161983
	29900
	Atyrau

	584
	hCoV-19/Kazakhstan/WK-300/2023
	EPI_ISL_18161984
	29900
	West Kazakhstan

	585
	hCoV-19/Kazakhstan/AKM-306/2023
	EPI_ISL_18161985
	29903
	Akmolinsk

	586
	hCoV-19/Kazakhstan/AKM-309/2023
	EPI_ISL_18161986
	29900
	Akmolinsk

	587
	hCoV-19/Kazakhstan/NK-311/2023
	EPI_ISL_18161987
	29900
	North Kazakhstan

	588
	hCoV-19/Kazakhstan/NK-315/2023
	EPI_ISL_18161988
	29900
	North Kazakhstan

	589
	hCoV-19/Kazakhstan/Ul-316/2023
	EPI_ISL_18161989
	29900
	North Kazakhstan

	590
	hCoV-19/Kazakhstan/Ul-317/2023
	EPI_ISL_18161990
	29903
	North Kazakhstan

	591
	hCoV-19/Kazakhstan/KAR-325/2023
	EPI_ISL_18161991
	29903
	Karaganda

	592
	hCoV-19/Kazakhstan/PAW-327/2023
	EPI_ISL_18161992
	29903
	Pavlodar

	593
	hCoV-19/Kazakhstan/KYZ-338C/2023
	EPI_ISL_18161993
	29903
	Kyzylorda

	594
	hCoV-19/Kazakhstan/KYZ-346/2023
	EPI_ISL_18161994
	29903
	Kyzylorda

	595
	hCoV-19/Kazakhstan/JET-352/2023
	EPI_ISL_18161995
	29903
	Jetisu

	596
	hCoV-19/Kazakhstan/AO-356/2023
	EPI_ISL_18161996
	29903
	Akmolinsk

	597
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-379/2023
	EPI_ISL_18161997
	29903
	Astana

	598
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-383/2023
	EPI_ISL_18161998
	29903
	Astana

	599
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-397/2023
	EPI_ISL_18161999
	29903
	Astana

	600
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-401/2023
	EPI_ISL_18162000
	29903
	Astana

	601
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-404/2023
	EPI_ISL_18162001
	29900
	Astana

	602
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-405/2023
	EPI_ISL_18162002
	29900
	Astana

	603
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-409/2023
	EPI_ISL_18162003
	29903
	Astana

	604
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-410/2023
	EPI_ISL_18162004
	29900
	Astana

	605
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-413/2023
	EPI_ISL_18162005
	29900
	Astana

	606
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-416/2023
	EPI_ISL_18162006
	29900
	Astana

	607
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-417/2023
	EPI_ISL_18162007
	29903
	Astana

	608
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-427/2023
	EPI_ISL_18162008
	29900
	Astana

	609
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-432/2023
	EPI_ISL_18162009
	29900
	Astana

	610
	hCoV-19/Kazakhstan/MO-274/2023
	EPI_ISL_18162010
	29900
	Mangystau

	611
	hCoV-19/Kazakhstan/ALM-276/2023
	EPI_ISL_18162011
	29903
	Almaty

	612
	hCoV-19/Kazakhstan/WK-296/2023
	EPI_ISL_18162012
	29900
	West Kazakhstan

	613
	hCoV-19/Kazakhstan/WK-298/2023
	EPI_ISL_18162013
	29903
	West Kazakhstan

	614
	hCoV-19/Kazakhstan/WK-299/2023
	EPI_ISL_18162014
	29903
	West Kazakhstan

	615
	hCoV-19/Kazakhstan/JAM-301/2023
	EPI_ISL_18162015
	29900
	Jambyl

	616
	hCoV19/Kazakhstan/
	EPI_ISL_18162016
	29903
	Akmolinsk
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	617
	hCoV-19/Kazakhstan/PAW-330/2023
	EPI_ISL_18162017
	29903
	Pavlodar

	618
	hCoV-19/Kazakhstan/TUR-331/2023
	EPI_ISL_18162018
	29903
	Turkestan

	619
	hCoV-19/Kazakhstan/SHYM-335/2023
	EPI_ISL_18162019
	29903
	Shymkent

	620
	hCoV-19/Kazakhstan/SHYM-336/2023
	EPI_ISL_18162020
	29903
	Shymkent

	621
	hCoV-19/Kazakhstan/KYZ-343/2023
	EPI_ISL_18162021
	29903
	Kyzylorda

	622
	hCoV-19/Kazakhstan/KYZ-344/2023
	EPI_ISL_18162022
	29903
	Kyzylorda

	623
	hCoV-19/Kazakhstan/KYZ-345/2023
	EPI_ISL_18162023
	29903
	Kyzylorda

	624
	hCoV-19/Kazakhstan/KYZ-347/2023
	EPI_ISL_18162024
	29903
	Kyzylorda

	625
	hCoV-19/Kazakhstan/JET-350/2023
	EPI_ISL_18162025
	29903
	Jetisu

	626
	hCoV-19/Kazakhstan/JAM-302/2023
	EPI_ISL_18162026
	29903
	Jambyl

	627
	hCoV-19/Kazakhstan/AKM-308/2023
	EPI_ISL_18162027
	29903
	Akmolinsk

	628
	hCoV-19/Kazakhstan/NK-314/2023
	EPI_ISL_18162028
	29903
	North Asia/Kazakhstan

	629
	hCoV-19/Kazakhstan/KAR-323/2023
	EPI_ISL_18162029
	29900
	Karaganda

	630
	hCoV-19/Kazakhstan/TUR-333/2023
	EPI_ISL_18162030
	29900
	Turkestan

	631
	hCoV-19/Kazakhstan/KYZ-342/2023
	EPI_ISL_18162031
	29900
	Kyzylorda

	632
	hCoV-19/Kazakhstan/JET-354/2023
	EPI_ISL_18162032
	29900
	Jetisu

	633
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-362/2023
	EPI_ISL_18162033
	29900
	Astana

	634
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-426/2023
	EPI_ISL_18162034
	29900
	Astana

	635
	hCoV19/Kazakhstan/AL
	EPI_ISL_18162035
	29900
	Almaty

	636
	hCoV-19/Kazakhstan/KYZ-340/2023
	EPI_ISL_18162036
	29900
	Kyzylorda

	637
	hCoV-19/Kazakhstan/PAW-328/2023
	EPI_ISL_18162037
	29900
	Pavlodar

	638
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-421/2023
	EPI_ISL_18162038
	29903
	Astana

	639
	hCoV-19/Kazakhstan/ATR-290/2023
	EPI_ISL_18162039
	29900
	Atyrau

	640
	hCoV-19/Kazakhstan/ATR-294/2023
	EPI_ISL_18162040
	29900
	Atyrau

	641
	hCoV-19/Kazakhstan/WK-296C/2023
	EPI_ISL_18162041
	29900
	West Kazakhstan

	642
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-429/2023
	EPI_ISL_18162042
	29900
	Astana

	643
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-439/2023
	EPI_ISL_18162043
	29903
	Astana

	644
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-396/2023
	EPI_ISL_18162044
	29903
	Astana

	645
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-428/2023
	EPI_ISL_18162045
	29903
	Astana

	646
	hCoV-19/Kazakhstan/JET-351/2023
	EPI_ISL_18162046
	29903
	Jetisu

	647
	hCoV-19/Kazakhstan/KYZ-339C/2023
	EPI_ISL_18162047
	29903
	Kyzylorda

	648
	hCoV-19/Kazakhstan/KYZ-338/2023
	EPI_ISL_18162048
	29903
	Kyzylorda

	649
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-389/2023
	EPI_ISL_18162049
	29903
	Astana

	650
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-402/2023
	EPI_ISL_18162050
	29903
	Astana

	651
	hCoV-19/Kazakhstan/KOST-282/2023
	EPI_ISL_18162051
	29903
	Kostanay

	652
	hCoV-19/Kazakhstan/WK-297/2023
	EPI_ISL_18162052
	29903
	West Kazakhstan

	653
	hCoV-19/Kazakhstan/UL-318/2023
	EPI_ISL_18162053
	29903
	Akmolinsk

	654
	hCoV19/Kazakhstan/KAR-321/2023
	EPI_ISL_18162054
	29900
	Karaganda

	655
	hCoV-19/Kazakhstan/KOST-281/2023
	EPI_ISL_18162055
	29900
	Kostanay

	656
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-418/2023
	EPI_ISL_18162056
	29903
	Astana

	657
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-411/2023
	EPI_ISL_18162057
	29900
	Astana

	658
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-394/2023
	EPI_ISL_18162058
	29900
	Astana

	659
	hCoV-19/Kazakhstan/MO-272/2023
	EPI_ISL_18162059
	29900
	Mangystau

	660
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-433/2023
	EPI_ISL_18162060
	29903
	Astana

	661
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-434/2023
	EPI_ISL_18162061
	29900
	Astana

	662
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-415/2023
	EPI_ISL_18162062
	29900
	Astana

	663
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-422/2023
	EPI_ISL_18162063
	29900
	Astana

	664
	hCoV-19/Kazakhstan/PAW-326/2023
	EPI_ISL_18162064
	29903
	Pavlodar

	665
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-436/2023
	EPI_ISL_18162065
	29900
	Astana

	666
	hCoV-19/Kazakhstan/KAR-324/2023
	EPI_ISL_18162066
	29903
	Karaganda

	667
	hCoV-19/Kazakhstan/SHYM-334/2023
	EPI_ISL_18162067
	29903
	Shymkent

	668
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-380/2023
	EPI_ISL_18162068
	29900
	Astana
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	1
	2
	3
	4
	5

	669
	hCoV-19/Kazakhstan/JAM-303/2023
	EPI_ISL_18162069
	29903
	Jambyl

	670
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-414/2023
	EPI_ISL_18162070
	29903
	Astana

	671
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-419/2023
	EPI_ISL_18162071
	29903
	Astana

	672
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-420/2023
	EPI_ISL_18162072
	29903
	Astana

	673
	hCoV19/Kazakhstan/AST
	EPI_ISL_18162073
	29903
	Astana

	674
	hCoV-19/Kazakhstan/TUR-332/2023
	EPI_ISL_18162074
	29903
	Turkestan

	675
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-390/2023
	EPI_ISL_18162075
	29903
	Astana

	676
	hCoV-19/Kazakhstan/MO-21/2022
	EPI_ISL_18162088
	29903
	Mangystau

	677
	hCoV-19/Kazakhstan/AKT-89/2022
	EPI_ISL_18162089
	29903
	Aktyubinsk

	678
	hCoV-19/Kazakhstan/PVL-84/2022
	EPI_ISL_18162090
	29903
	Pavlodar

	679
	hCoV-19/Kazakhstan/TURK-77/2022
	EPI_ISL_18162091
	29903
	Turkestan

	680
	hCoV-19/Kazakhstan/KAR-26/2022
	EPI_ISL_18162092
	29903
	Karaganda

	681
	hCoV-19/Kazakhstan/KZL-79/2022
	EPI_ISL_18162093
	29903
	Kyzylorda

	682
	hCoV-19/Kazakhstan/JAM-1/2022
	EPI_ISL_18162094
	29900
	Kyzylorda

	683
	hCoV-19/Kazakhstan/JAM-2/2022
	EPI_ISL_18162095
	29900
	Jambyl

	684
	hCoV-19/Kazakhstan/JAM-3/2022
	EPI_ISL_18162096
	29900
	Jambyl

	685
	hCoV-19/Kazakhstan/JAM-4/2022
	EPI_ISL_18162097
	29900
	Jambyl

	686
	hCoV-19/Kazakhstan/JAM-5/2022
	EPI_ISL_18162098
	29900
	Jambyl

	687
	hCoV-19/Kazakhstan/JAM-6/2022
	EPI_ISL_18162099
	29900
	Jambyl

	688
	hCoV-19/Kazakhstan/ZKO-7/2022
	EPI_ISL_18162100
	29900
	West Asia/Kazakhstan

	689
	hCoV-19/Kazakhstan/ZKO-8/2022
	EPI_ISL_18162101
	29900
	West Asia/Kazakhstan

	690
	hCoV-19/Kazakhstan/ZKO-9/2022
	EPI_ISL_18162102
	29900
	West Asia/Kazakhstan

	691
	hCoV-19/Kazakhstan/ZKO-10/2022
	EPI_ISL_18162103
	29903
	West Asia/Kazakhstan

	692
	hCoV19/Kazakhstan/ZКO
	EPI_ISL_18162104
	29900
	WestAsia/Kaz

	693
	hCoV-19/Kazakhstan/KOST-13/2022
	EPI_ISL_18162105
	29900
	Kostanay

	694
	hCoV-19/Kazakhstan/KOST-14/2022
	EPI_ISL_18162106
	29900
	Kostanay

	695
	hCoV-19/Kazakhstan/KOST-15/2022
	EPI_ISL_18162107
	29900
	Kostanay

	696
	hCoV-19/Kazakhstan/KOST-16/2022
	EPI_ISL_18162108
	29900
	Kostanay

	697
	hCoV-19/Kazakhstan/KOST-17/2022
	EPI_ISL_18162109
	29903
	Kostanay

	698
	hCoV-19/Kazakhstan/MO-19/2022
	EPI_ISL_18162110
	29900
	Mangystau

	699
	hCoV-19/Kazakhstan/MO-23/2022
	EPI_ISL_18162111
	29900
	Mangystau

	700
	hCoV-19/Kazakhstan/MO-24/2022
	EPI_ISL_18162112
	29900
	Mangystau

	701
	hCoV-19/Kazakhstan/KAR-25/2022
	EPI_ISL_18162113
	29903
	Karaganda

	702
	hCoV-19/Kazakhstan/KAR-27/2022
	EPI_ISL_18162114
	29900
	Karaganda

	703
	hCoV-19/Kazakhstan/KAR-28/2022
	EPI_ISL_18162115
	29903
	Karaganda

	704
	hCoV-19/Kazakhstan/AO-32/2022
	EPI_ISL_18162116
	29903
	Almaty

	705
	hCoV-19/Kazakhstan/AO-34/2022
	EPI_ISL_18162117
	29900
	Almaty

	706
	hCoV-19/Kazakhstan/AO-35/2022
	EPI_ISL_18162118
	29903
	Almaty

	707
	hCoV-19/Kazakhstan/ALM-36/2022
	EPI_ISL_18162119
	29903
	Almaty

	708
	hCoV-19/Kazakhstan/ALM-37/2022
	EPI_ISL_18162120
	29903
	Almaty

	709
	hCoV-19/Kazakhstan/ALM-38/2022
	EPI_ISL_18162121
	29903
	Almaty

	710
	hCoV19/Kazakhstan/ALM-39/2022
	EPI_ISL_18162122
	29903
	Almaty

	711
	hCoV19/Kazakhstan/ALM-40/2022
	EPI_ISL_18162123
	29903
	Almaty

	712
	hCoV-19/Kazakhstan/ALM-41/2022
	EPI_ISL_18162124
	29903
	Almaty

	713
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-42/2022
	EPI_ISL_18162125
	29903
	Astana

	714
	hCoV-19/Kazakhstan/VKO-44/2022
	EPI_ISL_18162126
	29903
	East Asia/Kazakhstan

	715
	hCoV-19/Kazakhstan/VKO-45/2022
	EPI_ISL_18162127
	29903
	East Asia/Kazakhstan

	716
	hCoV-19/Kazakhstan/VKO-47/2022
	EPI_ISL_18162128
	29903
	East Asia/Kazakhstan

	717
	hCoV-19/Kazakhstan/VKO-48/2022
	EPI_ISL_18162129
	29903
	East Asia/Kazakhstan

	718
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-49/2022
	EPI_ISL_18162130
	29903
	Astana

	719
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-50/2022
	EPI_ISL_18162131
	29900
	Astana

	720
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-51/2022
	EPI_ISL_18162132
	29900
	Astana
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	721
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-54/2022
	EPI_ISL_18162133
	29900
	Astana

	722
	hCoV-19/Kazakhstan/AKT-55/2022
	EPI_ISL_18162134
	29900
	Aktyubinsk

	723
	hCoV-19/Kazakhstan/AKT-56/2022
	EPI_ISL_18162135
	29900
	Aktyubinsk

	724
	hCoV-19/Kazakhstan/AKT-57/2022
	EPI_ISL_18162136
	29900
	Aktyubinsk

	725
	hCoV-19/Kazakhstan/SKO-59/2022
	EPI_ISL_18162137
	29900
	North Asia/Kazakhstan

	726
	hCoV-19/Kazakhstan/SKO-61/2022
	EPI_ISL_18162138
	29900
	North Asia/Kazakhstan

	727
	hCoV-19/Kazakhstan/SKO-62/2022
	EPI_ISL_18162139
	29900
	North Asia/Kazakhstan

	728
	hCoV-19/Kazakhstan/SKO-63/2022
	EPI_ISL_18162140
	29900
	North Asia/Kazakhstan

	729
	hCoV19/Kazakhstan/ATR-64/2022
	EPI_ISL_18162141
	29903
	Atyrau

	730
	hCoV19/Kazakhstan/ATR-65/2022
	EPI_ISL_18162142
	29900
	Atyrau

	731
	hCoV-19/Kazakhstan/ATR-66/2022
	EPI_ISL_18162143
	29900
	Atyrau

	732
	hCoV-19/Kazakhstan/ATR-67/2022
	EPI_ISL_18162144
	29900
	Atyrau

	733
	hCoV-19/Kazakhstan/ATR-69/2022
	EPI_ISL_18162145
	29903
	Atyrau

	734
	hCoV-19/Kazakhstan/SHYM-70/2022
	EPI_ISL_18162146
	29900
	Shymkent

	735
	hCoV-19/Kazakhstan/SHYM-71/2022
	EPI_ISL_18162147
	29903
	Shymkent

	736
	hCoV-19/Kazakhstan/TURK-72/2022
	EPI_ISL_18162148
	29903
	Turkestan

	737
	hCoV-19/Kazakhstan/TURK-73/2022
	EPI_ISL_18162149
	29900
	Turkestan

	738
	hCoV-19/Kazakhstan/TURK-74/2022
	EPI_ISL_18162150
	29903
	Turkestan

	739
	hCoV-19/Kazakhstan/TURK-75/2022
	EPI_ISL_18162151
	29903
	Turkestan

	740
	hCoV-19/Kazakhstan/TURK-76/2022
	EPI_ISL_18162152
	29903
	Turkestan

	741
	hCoV-19/Kazakhstan/KZL-81/2022
	EPI_ISL_18162339
	29903
	Kyzylorda

	742
	hCoV-19/Kazakhstan/KZL-82/2022
	EPI_ISL_18162340
	29903
	Kyzylorda

	743
	hCoV-19/Kazakhstan/KZL-83/2022
	EPI_ISL_18162341
	29903
	Kyzylorda

	744
	hCoV-19/Kazakhstan/PVL-85/2022
	EPI_ISL_18162342
	29903
	Pavlodar

	745
	hCoV-19/Kazakhstan/PVL-86/2022
	EPI_ISL_18162343
	29903
	Pavlodar

	746
	hCoV-19/Kazakhstan/PVL-87/2022
	EPI_ISL_18162344
	29903
	Pavlodar

	747
	hCoV-19/Kazakhstan/PVL-88/2022
	EPI_ISL_18162345
	29903
	Pavlodar

	748
	hCoV19/Kazakhstan/AKT-90/2022
	EPI_ISL_18162346
	29903
	Aktyubinsk

	749
	hCoV19/Kazakhstan/AKM-91/2022
	EPI_ISL_18162347
	29903
	Akmolinsk

	750
	hCoV-19/Kazakhstan/AKM-92/2022
	EPI_ISL_18162348
	29903
	Akmolinsk

	751
	hCoV-19/Kazakhstan/AKM-94/2022
	EPI_ISL_18162349
	29900
	Akmolinsk

	752
	hCoV-19/Kazakhstan/ZKO-11/2022
	EPI_ISL_18162350
	29900
	West Asia/ Kazakhstan

	753
	hCoV-19/Kazakhstan/KOST-18/2022
	EPI_ISL_18162351
	29900
	Kostanay

	754
	hCoV-19/Kazakhstan/MO-22/2022
	EPI_ISL_18162352
	29900
	Mangystau

	755
	hCoV-19/Kazakhstan/AKM-93/2022
	EPI_ISL_18162353
	29900
	Akmolinsk

	756
	hCoV-19/Kazakhstan/AKM-95/2022
	EPI_ISL_18162354
	29900
	Akmolinsk

	757
	hCoV-19/Kazakhstan/SKO-60/2022
	EPI_ISL_18162355
	29900
	Akmolinsk

	758
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-52/2022
	EPI_ISL_18162356
	29900
	Astana

	759
	hCoV-19/Kazakhstan/MO-20/2022
	EPI_ISL_18162357
	29900
	Mangystau

	760
	hCoV-19/Kazakhstan/VKO-43/2022
	EPI_ISL_18162358
	29900
	East Asia/Kazakhstan

	761
	hCoV-19/Kazakhstan/SKO-58/2022
	EPI_ISL_18162359
	29903
	North Asia/Kazakhstan

	762
	hCoV-19/Kazakhstan/ATR-68/2022
	EPI_ISL_18162360
	29900
	Atyrau

	763
	hCoV-19/Kazakhstan/VKO-46/2022
	EPI_ISL_18162361
	29900
	East Asia / Kazakhstan

	764
	hCoV-19/Kazakhstan/AST-53/2022
	EPI_ISL_18162362
	29900
	Astana

	765
	hCoV-19/Kazakhstan/AKM-96/2022
	EPI_ISL_18162363
	29903
	Akmolinsk

	766
	hCoV-19/Kazakhstan/KZL-78/2022
	EPI_ISL_18162364
	29900
	Kyzylorda

	767
	hCoV19/Kazakhstan/KAR-30/2022
	EPI_ISL_18162365
	29903
	Karaganda

	768
	hCoV19/Kazakhstan/AO-31/2022
	EPI_ISL_18162366
	29903
	Almaty

	769
	hCoV-19/Kazakhstan/AO-33/2022
	EPI_ISL_18162367
	29900
	Almaty

	770
	hCoV-19/Kazakhstan/KAR-29/2022
	EPI_ISL_18162368
	29903
	Karaganda

	771
	hCoV-19/Kazakhstan/13228/2022
	EPI_ISL_18161418
	29903
	Astana

	772
	hCoV-19/Kazakhstan/13086/2022
	EPI_ISL_18161571
	29903
	Astana
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	773
	hCoV-19/Kazakhstan/12936/2022
	EPI_ISL_18161715
	29903
	Astana

	774
	hCoV-19/Kazakhstan/13408/2022
	EPI_ISL_18161717
	29903
	Astana

	775
	hCoV-19/Kazakhstan/12497/2022
	EPI_ISL_18161718
	29903
	Astana

	776
	hCoV-19/Kazakhstan/11535/2022
	EPI_ISL_18161721
	29903
	Astana

	777
	hCoV-19/Kazakhstan/13125/2022
	EPI_ISL_18161722
	29903
	Astana

	778
	hCoV-19/Kazakhstan/13468/2022
	EPI_ISL_18161723
	29903
	Astana

	779
	hCoV-19/Kazakhstan/13181/2022
	EPI_ISL_18161724
	29903
	Astana

	780
	hCoV-19/Kazakhstan/12683/2022
	EPI_ISL_18161725
	29903
	Astana

	781
	hCoV-19/Kazakhstan/13197/2022
	EPI_ISL_18161726
	29903
	Astana

	782
	hCoV-19/Kazakhstan/13116/2022
	EPI_ISL_18161727
	29903
	Astana

	783
	hCoV-19/Kazakhstan/12584/2022
	EPI_ISL_18161728
	29900
	Astana

	784
	hCoV-19/Kazakhstan/12875/2022
	EPI_ISL_18161780
	29900
	Astana

	785
	hCoV-19/Kazakhstan/12948/2022
	EPI_ISL_18161781
	29900
	Astana

	786
	hCoV19/Kazakhstan/13077/2022
	EPI_ISL_18161817
	29900
	Astana

	787
	hCoV19/Kazakhstan/12582/2022
	EPI_ISL_18161818
	29900
	Astana

	788
	hCoV-19/Kazakhstan/11319/2022
	EPI_ISL_18161820
	29900
	Astana

	789
	hCoV-19/Kazakhstan/12132/2022
	EPI_ISL_18161822
	29900
	Astana

	790
	hCoV-19/Kazakhstan/12530/2022
	EPI_ISL_18161871
	29900
	Astana

	791
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-100/2023
	EPI_ISL_18321179
	29900
	Astana

	792
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-101/2023
	EPI_ISL_18321180
	29900
	Astana

	793
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-102/2023
	EPI_ISL_18321181
	29903
	Astana

	794
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-103/2022
	EPI_ISL_18321182
	29900
	Astana

	795
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-107/2022
	EPI_ISL_18321183
	29900
	Astana

	796
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-108/2022
	EPI_ISL_18321184
	29900
	Astana

	797
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-110/2023
	EPI_ISL_18321185
	29903
	Astana

	798
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-111/2023
	EPI_ISL_18321186
	29900
	Astana

	799
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-114/2022
	EPI_ISL_18321187
	29903
	Astana

	800
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-116/2023
	EPI_ISL_18321188
	29903
	Astana

	801
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-117/2022
	EPI_ISL_18321189
	29900
	Astana

	803
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-119/2022
	EPI_ISL_18321190
	29903
	Astana

	803
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-122/2022
	EPI_ISL_18321191
	29903
	Astana

	804
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-124/2022
	EPI_ISL_18321192
	29903
	Astana

	805
	hCoV19/Kazakhstan/Arctic-126/2022
	EPI_ISL_18321193
	29903
	Astana

	806
	hCoV19/Kazakhstan/Arctic-127/2022
	EPI_ISL_18321194
	29903
	Astana

	807
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-128/2022
	EPI_ISL_18321195
	29903
	Astana

	808
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-130/2022
	EPI_ISL_18321196
	29903
	Astana

	809
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-131/2022
	EPI_ISL_18321197
	29903
	Astana

	810
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-134/2023
	EPI_ISL_18321198
	29903
	Astana

	811
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-135/2022
	EPI_ISL_18321199
	29903
	Astana

	812
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-136/2022
	EPI_ISL_18321200
	29903
	Astana

	813
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-137/2022
	EPI_ISL_18321201
	29903
	Astana

	814
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-139/2022
	EPI_ISL_18321202
	29903
	Astana

	815
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-13/2022
	EPI_ISL_18321203
	29900
	Astana

	816
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-140/2022
	EPI_ISL_18321204
	29900
	Astana

	817
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-141/2022
	EPI_ISL_18321205
	29900
	Astana

	818
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-144/2022
	EPI_ISL_18321206
	29900
	Astana

	819
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-145/2022
	EPI_ISL_18321207
	29900
	Astana

	820
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-146/2022
	EPI_ISL_18321208
	29900
	Astana

	821
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-147/2022
	EPI_ISL_18321209
	29900
	Astana

	822
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-148/2022
	EPI_ISL_18321210
	29900
	Astana

	823
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-153/2022
	EPI_ISL_18321211
	29900
	Astana

	824
	hCoV19/Kazakhstan/Arctic-154/2022
	EPI_ISL_18321212
	29900
	Astana

	825
	hCoV19/Kazakhstan/Arctic-155/2022
	EPI_ISL_18321213
	29903
	Astana

	826
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-156/2022
	EPI_ISL_18321214
	29900
	Astana

	Продолжение таблицы Г.1



	1
	2
	3
	4
	5

	827
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-15/2022
	EPI_ISL_18321215
	29900
	Astana

	828
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-160/2022
	EPI_ISL_18321216
	29900
	Astana

	829
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-163/2022
	EPI_ISL_18321217
	29903
	Astana

	830
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-164/2022
	EPI_ISL_18321218
	29900
	Astana

	831
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-170/2022
	EPI_ISL_18321219
	29903
	Astana

	832
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-172/2022
	EPI_ISL_18321220
	29903
	Astana

	833
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-175/2022
	EPI_ISL_18321221
	29900
	Astana

	834
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-177/2022
	EPI_ISL_18321222
	29903
	Astana

	835
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-178/2022
	EPI_ISL_18321223
	29903
	Astana

	836
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-183/2022
	EPI_ISL_18321224
	29903
	Astana

	837
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-184/2022
	EPI_ISL_18321225
	29903
	Astana

	838
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-185/2022
	EPI_ISL_18321226
	29903
	Astana

	839
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-186/2023
	EPI_ISL_18321227
	29903
	Astana

	840
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-187/2022
	EPI_ISL_18321228
	29903
	Astana

	841
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-192/2022
	EPI_ISL_18321229
	29903
	Astana

	842
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-193/2022
	EPI_ISL_18321230
	29903
	Astana

	843
	hCoV19/Kazakhstan/Arctic-194/2022
	EPI_ISL_18321231
	29903
	Astana

	844
	hCoV19/Kazakhstan/Arctic-20/2022
	EPI_ISL_18321232
	29903
	Astana

	845
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-22/2022
	EPI_ISL_18321233
	29903
	Astana

	846
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-23/2022
	EPI_ISL_18321234
	29903
	Astana

	848
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-25/2022
	EPI_ISL_18321235
	29900
	Astana

	848
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-27/2022
	EPI_ISL_18321236
	29900
	Astana

	849
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-28/2022
	EPI_ISL_18321237
	29900
	Astana

	850
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-33/2022
	EPI_ISL_18321238
	29900
	Astana

	851
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-37/2022
	EPI_ISL_18321239
	29900
	Astana

	852
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-39/2022
	EPI_ISL_18321240
	29900
	Astana

	853
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-40/2022
	EPI_ISL_18321241
	29900
	Astana

	854
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-45/2022
	EPI_ISL_18321242
	29900
	Astana

	855
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-47/2022
	EPI_ISL_18321243
	29900
	Astana

	856
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-48/2022
	EPI_ISL_18321244
	29900
	Astana

	857
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-51/2022
	EPI_ISL_18321245
	29903
	Astana

	858
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-52/2023
	EPI_ISL_18321246
	29900
	Astana

	859
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-53/2022
	EPI_ISL_18321247
	29900
	Astana

	860
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-61/2022
	EPI_ISL_18321248
	29900
	Astana

	861
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-62/2022
	EPI_ISL_18321249
	29903
	Astana

	862
	hCoV19/Kazakhstan/Arctic-63/2023
	EPI_ISL_18321250
	29900
	Astana

	863
	hCoV19/Kazakhstan/Arctic-64/2022
	EPI_ISL_18321251
	29903
	Astana

	864
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-67/2022
	EPI_ISL_18321252
	29903
	Astana

	865
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-68/2023
	EPI_ISL_18321253
	29900
	Astana

	866
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-70/2023
	EPI_ISL_18321254
	29903
	Astana

	867
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-71/2022
	EPI_ISL_18321255
	29903
	Astana

	868
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-76/2022
	EPI_ISL_18321256
	29903
	Astana

	869
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-79/2022
	EPI_ISL_18321257
	29903
	Astana

	870
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-7/2022
	EPI_ISL_18321258
	29903
	Astana

	871
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-84/2022
	EPI_ISL_18321259
	29903
	Astana

	872
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-87/2022
	EPI_ISL_18321260
	29903
	Astana

	873
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-90/2022
	EPI_ISL_18321261
	29903
	Astana

	874
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-91/2022
	EPI_ISL_18321262
	29903
	Astana

	875
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-92/2022
	EPI_ISL_18321263
	29903
	Astana

	876
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-93/2022
	EPI_ISL_18321264
	29903
	Astana

	877
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-94/2022
	EPI_ISL_18321265
	29903
	Astana

	878
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-97/2022
	EPI_ISL_18321266
	29903
	Astana

	879
	hCoV-19/Kazakhstan/Arctic-98/2022
	EPI_ISL_18321267
	29900
	Astana
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Figure $1. Maximum-likelihood (ML) phylogenetic tree reconstructed by using the whole
VP1 gene sequence of Human enterovirus B, serotype Coxsackievirus AJ isolates
collected from available worldwide 85 sequences and from 25 infected patients in
Kazakhstan. Within CVAQ serotype genotypes classification shown in colors (A-J) (zhao et
al., 2022), bootstrap values >50% shown as blue circles. Sample and infection types for
Kazakhstani isolates differentiated as circles/squares.





Рисунок Д.1 – Филогенетический анализ, лист 1
Примечание: Источник: составлено автором.
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Figure S2. Maximum-likelihood (ML) phylogenetic tree reconstructed by using the whole VP1
gene sequence of Human enterovirus B, serotype Coxsackievirus B5 isolates collected from
available worldwide 120 sequences and from 14 infected patients in Kazakhstan. Within CBS
serotype genotypes classification shown in colors (A-D) (He et al., 2022), bootstrap values >50% I
shown as blue circles. Sample and infection types for Kazakhstani isolates differentiated as "-
circles/squares. [}

AR




Рисунок Д.1, лист 2
Примечание: Источник: составлено автором.
[image: image26.png]Tree scale:1 ———— AY302552.1/Echovirus ESIOV-10
6Q320780.

Colored ranges

|
>

. F [ EV CNS infection from CSF sample
(O EVCNS infection from SWAB sample
M EV HFMD infection from SWAB sample
bootstrap
e 50
o 625
o 75
87.5
o 100

Figure S4. Maximum-likelihood (ML) phylogenetic tree reconstructed by using the whole VP1 gene sequence of
Human enterovirus B, serotype Echovirus 6 isolates collected from available worldwide 64 sequences and from
9infected patients in Kazakhstan. Within Echovirus 6 serotype genotypes classification shown in colors (A-F)
(Cheng et al., 2021), bootstrap values >50% shown as blue circles. Sample and infection types for Kazakhstani
isolates differentiated as circles/squares.





Рисунок Д.1, лист 3
Примечание: Источник: составлено автором.
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sequence of Human enterovirus B, serotype Echovirus 9 isolates collected from available
worldwide 50 sequences and from 7 infected patients in Kazakhstan. Within Echovirus 9 serotype
genotypes classification shown in colors (A-H) (zhang et al., 2022), bootstrap values >50% shown
as blue circles. Sample and infection types for Kazakhstani isolates differentiated as black/white
circles.

Figure §5. Maximum-likelihood (ML) phylogenetic tree reconstructed by using the whole VP1 gene !




Рисунок Д.1, лист 4
Примечание: Источник: составлено автором.
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Figure $6. Maximum-likelihood (ML) phylogenetic tree reconstructed by using the whole VP1 gene sequence of
Human enterovirus B, serotype Echovirus 11 isolates collected from available worldwide 129 sequences and from
11 infected patients in Kazakhstan. Within Echovirus 11 serotype genotypes classification shown in colors (A-F) (Li et
al. (2019)), bootstrap values >50% shown as blue circles. Sample and infection types for Kazakhstani isolates
differentiated as black circles, * represent isolates included in Lineage 1 (Grapin et al. (2023)).





Рисунок Д.1, лист 5
Примечание: Источник: составлено автором.
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Figure $3. Maximum-likelihood (ML) phylogenetic tree reconstructed by using the whole VP1 gene
sequence of Human enterovirus B, serotype Coxsackievirus B3 isolates collected from available worldwide
250 sequences and from 1 infected patient in Kazakhstan. Within CB3 serotype genotypes classification
shown in colors (A-E) (Yang et al., 2022), bootstrap values >50% shown as blue circles. Sample and
infection types for Kazakhstani isolate differentiated as white circle.





Рисунок Д.1, лист 6
Примечание: Источник: составлено автором.
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Figure S7. Maximumlikelinood (ML) phylogenetic tree reconstructed by using the whole VP1 gene sequence of Human enterovius B,
serotype Echovirus 21 isolaes collected from available worldwide 31 sequences and from 3 infected patients in Kazakhstan. Within
Echovirus 21 serotype enotypes lassification shown in colors (A-J) based on within (<15%) and between clades diversity (>15%) (Figure:
16); bootstrap values >50% shown as blue circles. Sample and infection types for Kazakhstani solates differentiated as black/white.
circles.





Рисунок Д.1, лист 7
Примечание: Источник: составлено автором.
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Figure $8. Maximum-likelihood (ML) phylogenetic tree reconstructed

O 87 5 by using the whole VP1 gene sequence of Human enterovirus B,
serotype Echovirus 25 isolates collected from available worldwide 89
sequences and from 3 infected patients in Kazakhstan. Within

O 100 Echovirus 25 serotype genotypes classification shown in colors (A-G)
based on within (<15%) and between clades diversity (>15%) (Figure
15); bootstrap values >50% shown as blue circles. Sample and
infection types for Kazakhstani isolates differentiated as white circles.





Рисунок Д.1, лист 8
Примечание: Источник: составлено автором.
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