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АНАЛИЗ ГЕНЕТИЧЕСКИХ СВОЙСТВ 

ИЗОЛЯТА ВИРУСА ГРИППА A/CHICKEN/CHELYABINSK/30/2019 H9N2, 

ВЫДЕЛЕННОГО НА ТЕРРИТОРИИ ЧЕЛЯБИНСКОЙ ОБЛАСТИ 

РЕЗЮМЕ
В работе представлены данные по изучению генетических свойств изолята вируса гриппа 

А/chicken/Chelyabinsk/30/2019 H9N2, выделенного в феврале 2019 г. из патологического 

материала (внутренних органов кур), поступившего из птицехозяйства Челябинской об-

ласти. В результате вирусологических исследований определили подтип выделенного 

вируса – Н9N2. При секвенировании участка гена гемагглютинина установлена амино-

кислотная последовательность сайта нарезания RSSR/GLF, характерная для низкови-

рулентного вируса гриппа птиц. Филогенетический анализ полученных нуклеотидных 

последовательностей фрагмента гена гемагглютинина (1–1539 п. н. открытой рамки 

считывания) показал принадлежность изолята А/chicken/Chelyabinsk/30/2019 H9N2 

к генетической группе G1 низковирулентного вируса гриппа А/Н9, представители кото-

рой широко распространены в странах Ближнего Востока и Средней Азии. Определена 

полная нуклеотидная последовательность генома исследуемого патогена. В результа-

те сравнительного анализа всех геномных сегментов с использованием базы данных 

GenBank установлено высокое родство (более 99%) вируса А/chicken/Chelyabinsk/30/2019 

H9N2 с  изолятами вируса гриппа А/Н9, циркулировавшими на территории Израиля 

в  2006–2012 гг. Согласно анализу предсказанной аминокислотной последовательности 

изучаемого изолята выявлены позиции некоторых молекулярных маркеров, опре-

деляющие биологические свойства вируса. Большинство аминокислотных позиций 

гемагглютинина (по нумерации последовательности подтипа Н3) предполагают срод-

ство к АСА2-3Gal-рецепторам эпителиальных клеток птиц. Выявлены аминокислотные 

замены на участке рецептор-связывающего домена в сравнении с изолятами вируса 

гриппа A/ H9N2, выделенными на территории России в 2018 г. Первичная структура 

генома изолята A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 H9N2 имеет очень высокий уровень ге-

нетического сходства по всем генам с изолятом вируса гриппа A/chicken/Israel/215/2007 

H9N2, использовавшимся в качестве вакцинного штамма.
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ANALYSIS OF GENETIC CHARACTERISTICS OF INFLUENZA VIRUS 

A/CHICKEN/CHELYABINSK/30/2019 H9N2 ISOLATED IN CHELYABINSK OBLAST

SUMMARY
The paper presents data on the study of genetic characteristics of the infl uenza virus A/chicken/

Chelyabinsk/30/2019 H9N2 isolated from pathological material (chicken internal organs) in 

February 2019 and received from the poultry farm in the Chelyabinsk Oblast. The H9N2 subtype 

of the isolated virus was identifi ed based on virological analysis. Sequencing of the hemagglutinin 

gene segment revealed that the amino acid sequence at the cleavage site was RSSR/GLF, which 

is characteristic of a low virulent avian infl uenza virus. Phylogenetic analysis of the obtained 

nucleotide sequences of the hemagglutinin gene fragment (1–1539 bp open reading frame) 

showed that the A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 H9N2 isolate belongs to the G1 genetic group of 

the low virulent infl uenza virus A/H9, the representatives of which are widely spread in the Middle 

Eastern and Central Asian countries. The complete nucleotide genome sequence of the studied 

pathogen was determined. The comparative analysis of all genomic segments using the GenBank 

database revealed a close relationship (over 99%) between the A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 

H9N2 virus and the A/H9 infl uenza virus isolates circulating in Israel in 2006–2012. According to 

the analysis of the predicted amino acid sequence of the studied isolate, the positions of some 

molecular markers that determine the biological properties of the virus have been identifi ed. Most 

amino acid positions of hemagglutinin (according to H3 subtype sequence numbering) suggest 

affi  nity for the ACA2-3Gal-receptors of avian epithelial cells. Amino acid substitutions were detected 

at the site within the receptor-binding domain as compared to the A/H9N2 infl uenza virus isolates 

obtained in Russia in 2018. The primary structure of the A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 H9N2 

isolate demonstrates a very high level of genetic similarity to the infl uenza virus isolate A/chicken/

Israel/215/2007 H9N2 used as a vaccine strain.
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ВВЕДЕНИЕ
Вирус гриппа птиц (ВГП) относится к  семейству 

Orthomyxoviridae, включающему согласно междуна-
родной классификации International Committee on 
Taxonomy of Viruses (ICTV) релиз Master Species List 2018b.
v2 семь родов: Alphainfl uenzavirus (A), Betainfl uenzavirus 
(B), Gammainfluenzavirus (C), Deltainfluenzavirus (D), 
Quaranjavirus, Thogovirus, Isavirus. Вирус гриппа типа А 
по строению поверхностных гликопротеинов класси-
фицируют на 16 подтипов по гемагглютинину и 9 под-
типов по нейраминидазе [4, 11]. 

Вирусы гриппа, выделенные от птиц, по признаку 
вирулентности можно разделить на две обширные 
группы. Высоковирулентные вирусы, вызывающие 
острую генерализованную болезнь со смертностью 
в стаде до 100%, относятся к подтипам Н5 и Н7. Вирусы 
остальных подтипов, как правило, вызывают легкое, 
преимущественно респираторное или бессимптомное 
заболевание и классифицируются как низковирулент-
ные [1]. Однако при нарушении условий содержания 
птиц и  наличии ассоциированных заболеваний воз-
можно развитие клинически выраженной болезни, 
приводящей к снижению продуктивности, санитарной 
выбраковке больных птиц из стада, повышенному от-
ходу молодняка. 

Вирусы подтипа Н9N2 широко распространены 
в Китае, Юго-Восточной Азии, Пакистане, Южной Корее, 
Иране, Израиле, Индии, Африке как у дикой, так и у до-
машней птицы [2, 3, 5, 7–9, 12, 14]. Согласно литератур-
ным данным, вирусы подтипа Н9 образуют несколько 
генетических групп: G1, Y280 и Y439 [1, 8, 10, 13]. Изо-
ляты вируса гриппа из группы G1 являются эндемичны-
ми для стран Ближнего Востока и Средней Азии [8, 12]. 
В Российской Федерации грипп птиц подтипа Н9N2 был 
выявлен в Амурской области в 2012 г., на Дальнем Вос-
токе в Приморском крае в 2018 г., на территории Челя-
бинской области в 2019 г. В последнее время вирусы 
гриппа птиц подтипа Н9N2 широко распространены 
среди домашней птицы, представляют собой реальную 
угрозу для мировой птицеводческой отрасли и потен-
циальную опасность для человека [1].

Учитывая актуальные литературные данные [1, 2, 6], 
значительный интерес представляет изучение ге-
нетических свойств выделенного в  2019  г. на тер-
ритории Челябинской области изолята А/chicken/
Chelyabinsk/30/2019 H9N2, что стало целью данного 
исследования. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Вирусовыделение проводили в  10-суточных сво-

бодных от патогенной микрофлоры эмбрионах кур 
(СПФ-КЭ). Из биологического материала готовили 
10–20%-ю суспензию на фосфатно-буферном растворе 
(рН 7,2–7,4) и вводили ее в аллантоисную полость КЭ 
в объеме 0,2 см3. От эмбрионов, погибших через 24 ч 
инкубации и более, отбирали экстраэмбриональную 
жидкость (ЭЭЖ) с целью проведения последующих ис-
следований.

Выделение РНК. Выделение суммарной РНК осущест-
вляли с  помощью набора «РИБО-сорб» (кат.  №  K2-1-
Et-100) согласно инструкции производителя. 

Обратная транскрипция и  полимеразная цеп-
ная реакция в режиме реального времени (ОТ-ПЦР-РВ). 
 ОТ-ПЦР-РВ проводили в одну стадию с использовани-
ем набора OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, кат. № 210212) 
и  25  мМ раствора MgCl2 (Promega, в  наборе 

с кат. № M8296) и систем праймеров на ген M и ген Н 
подтипа Н9. Собирали смесь объемом 25 мкл: 9 мкл 
деионизованной воды, 5 мкл 5× буфера для ОТ-ПЦР, 
1,25 мкл 25 мМ раствора MgCl2, 1 мкл раствора дНТФ 
10 мМ, по 1 мкл раствора прямого и обратного прайме-
ров с концентрацией 10 пмоль/мкл, 0,75 мкл раствора 
флуоресцентного зонда с концентрацией 10 пмоль/мкл, 
1 мкл смеси ферментов обратной транскриптазы и по-
лимеразы, 5 мкл раствора суммарной РНК. Обратную 
транскрипцию проводили 30 мин при 50 °С. Собственно 
для амплификации применяли следующие температур-
но-временные параметры: 95 °С – 10 мин (активация 
полимеразы), далее 40 циклов, каждый из которых со-
стоит из трех шагов: 95 °С – 10 с, 50 °С – 35 с, 72 °С – 10 с.

Обратная транскрипция и  полимеразная цепная 
реакция (ОТ-ПЦР). Классическую ОТ-ПЦР проводили 
в  одну стадию с  использованием набора OneStep 
 RT-PCR Kit (Qiagen, кат. № 210212) и 25 мМ раствора 
MgCl2 (Promega, в наборе с кат. № M8296) и системы 
праймеров на ген Н подтипа Н9. Собирали смесь объ-
емом 25 мкл, содержащую 9,75 мкл деионизованной 
воды, 5  мкл 5× буфера для ОТ-ПЦР, 1,25  мкл 25  мМ 
раствора MgCl2, 1 мкл раствора дНТФ 10 мМ, по 1 мкл 
раствора прямого и обратного праймеров с концентра-
цией 10 пмоль/мкл, 1 мкл смеси ферментов обратной 
транскриптазы и полимеразы, 5 мкл раствора суммар-
ной РНК. Обратную транскрипцию проводили 30 мин 
при 50 °С. Собственно для амплификации применяли 
следующие температурно-временные параметры: 
95 °С – 10 мин (активация полимеразы), далее 40 ци-
клов, каждый из которых состоит из трех шагов: 95 °С – 
50 с, 55 °С – 50 с, 72 °С – 60 с.

Идентификация выделенного вируса. Идентифика-
цию вируса проводили в  реакции торможения гем-
агглютинации (РТГА) с  референтными сыворотками 
против ВГП подтипов Н1–Н16 (IZISVe, Италия) по HA 
и  в  реакции нейраминидазной активности (РТНА) 
с референтными сыворотками против ВГП подтипов 
N1–N9 (IZISVe, Италия) по NA. Реакции проводили со-
гласно рекомендациям МЭБ и общепринятым методи-
кам [4, 15, 16]. 

Секвенирование. Определение нуклеотидных по-
следовательностей фрагмента гена  HA осуществля-
ли на автоматическом секвенаторе ABI  Prism  3100 
с  использованием наборов BigDye Terminator Cycle 
Sequencing kit (Applied Biosystems) согласно инструк-
ции производителя. Полногеномное секвенирование 
осуществляли с помощью генетического анализатора 
MySeq (Illumina) согласно инструкции производителя. 
Для приготовления библиотек использовали коммер-
ческие наборы Nextera XT, Nextera XT Index Kit (Illumina).

Нуклеотидные последовательности. В работе ис-
пользованы нуклеотидные последовательности изоля-
тов и штаммов ВГП подтипа Н9, опубликованные в базе 
данных GenBank электронного ресурса NCBI (www.ncbi.
nlm.nih.gov/nucleotide/) и на платформе EpiFlu (https://
www.gisaid.org/). 

Анализ нуклеотидных и соответствующих им ами-
нокислотных последовательностей проводили с  по-
мощью программы BioEdit версия  7.0.5.3. Выравни-
вание последовательностей проводили с  помощью 
программы множественного выравнивания ClustalW. 
Построение филогенетического дерева осуществляли 
с помощью алгоритма NJ в реализации пакета MEGA 
версия 6.06. 
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державшие ОРС, ближайших его соседей по филоге-
нетическому древу, выделенных в Израиле (A/chicken/
Israel/215/2007), России (A/chicken/Siberia/03/2018, 
A/chicken/Amur_Russia/17/2018), Египте (A/chicken/
Egypt/D7099/2013), Ливане (A/quail/Lebanon/273/2010). 
Было установлено, что выделенный вирус A/chicken/
Chelyabinsk/30/2019 имеет очень высокий уровень 
генетической идентичности по всем генам с изолятом 
A/ chicken/Israel/215/2007 Н9N2 (табл.).

Высокий уровень генетического сходства по всем 
сегментам генома у изолятов A/chicken/Siberia/03/2018, 
A/chicken/Amur_Russia/17/2018, A/chicken/Chelya-
binsk/30/2019 указывает на отсутствие реассортации 
с вирусами гриппа других подтипов, ранее обнаружен-
ных на территории Российской Федерации.

Проведенный анализ аминокислотной по-
следовательности белка  HA изолята A/chicken/
Chelyabinsk/30/2019 H9N2 показал наличие аминокис-
лот G225LIG228 (по нумерации H3-подтипа) в рецептор-
связывающей части вирусного протеина (рис. 2).

Для аминокислотной композиции G225LIG228 пред-
полагается сродство к  рецепторам птиц АСА2-3Gal 
и  отсутствие взаимодействия с  рецепторами мле-
копитающих группы АСA2-6Gal  [17]. Таким образом, 
преимущественными носителями вируса A/chicken/
Chelyabinsk/30/2019 Н9N2 должны быть птицы. Однако 
существуют работы, показывающие, что замена Q226L 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
В феврале 2019 г. в рамках выполнения программы 

государственного эпизоотологического мониторин-
га в  референтной лаборатории вирусных болезней 
птиц (ФГБУ «ВНИИЗЖ») были проведены исследования 
20  проб внутренних органов, полученных из птице-
комплекса Челябинской области. Суспензии проб па-
тологического материала инокулировали 10-суточным 
СПФ-КЭ. Гибели эмбрионов в течение 72 ч инкубации 
не отмечали. Гемагглютинирующая активность была об-
наружена в 14 пробах ЭЭЖ, отобранных от зараженных 
СПФ-КЭ. Из остальных 6 проб биологического матери-
ала вирус в течение двух последовательных пассажей 
в СПФ-КЭ выделен не был.

Идентификация в РТГА со специфическими сыворот-
ками H1–H16 и в РТНА с использованием референтных 
сывороток N1–N8 показала принадлежность выделен-
ного инфекционного агента к подтипу H9N2. 

В результате постановки ОТ-ПЦР-РВ в полученных 
пробах был выявлен генетический материал вируса 
гриппа птиц типа  А и  идентифицирован подтип  Н9. 
ВГП подтипов Н5, Н7 в исследованных пробах не выяв-
лен. Согласно результатам секвенирования фрагмента 
гена НА была подтверждена принадлежность изолятов 
к подтипу Н9 (наличие сайта нарезания RSSR/GLF). 

Для дальнейшего изучения был выбран изолят 
А/ chicken/Chelyabinsk/30/2019 H9N2 с наивысшей ге-
магглютинирующей активностью (титр в реакции ге-
магглютинации составил 1:256).

В результате анализа нуклеотидной последова-
тельности гена  HA выделенного вируса А/chicken/
Chelyabinsk/30/2019 H9N2 было установлено родство 
с группой изолятов, выявленных ранее на территории 
Израиля. Для филогенетического анализа был исполь-
зован фрагмент нуклеотидной последовательности 
гена гемагглютинина (1–1539 п. н. открытой рамки счи-
тывания (ОРС)). В результате анализа было установлено, 
что выделенный вирус A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 
относится к генетической группе G1 (рис. 1).

Дальнейшая характеристика вируса была основана 
на результатах ранее выполненной работы по струк-
турированию вирусов подтипа H9N2, выделенных на 
территории Израиля [8]. Проведенный анализ показал, 
что вирус A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 H9N2 входит 
в обширную группу, основу которой составляют изоля-
ты вируса H9N2 клады IV. В данную кладу вошли вирусы, 
выделенные на территории Израиля, Иордании и Ли-
вана в период с 2006 по 2012 г. [12]. Вирус A/chicken/
Israel/215/2007 был взят для сравнения в  качестве 
основного, как наиболее охарактеризованный ранее 
и использовавшийся в качестве вакцинного штамма [8].

Принимая во внимание, что вирусы низковирулент-
ного гриппа в природе могут длительное время цир-
кулировать среди дикой птицы, не вызывая эпизоотий, 
актуальным является полногеномное секвенирование 
подобных изолятов. Основной целью полногеномно-
го секвенирования вирусов гриппа является глубокий 
анализ вирусного генома по разным параметрам, вклю-
чая проверку возможного антигенного шифта у вновь 
выделенного вируса, наличие значимых аминокислот-
ных замен в структуре вирусных протеинов, установле-
ние вероятных родительских форм и географического 
региона происхождения вируса. 

Для сравнительного анализа были использованы 
доступные нуклеотидные последовательности, со-
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Рис. 1. Филогенетическое древо, построенное методом NJ 
по нуклеотидной последовательности фрагмента гена HA 
(1–1539 п. н. ОРС) вируса гриппа птиц подтипа H9 



52 ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ, ДЕКАБРЬ №4 (31) 2019 | VETERINARY SCIENCE TODAY, DECEMBER №4 (31) 2019

способствует взаимодействию вируса гриппа с рецеп-
торами клеток дыхательных путей человека [18]. 

Отдельно стоит отметить уже сформировавшуюся 
гетерогенность рецепторной части вирусного гемаг-
глютинина среди изолятов вируса гриппа птиц подтипа 
H9N2, выделенных на территории России. Анализ ами-
нокислотной последовательности белка  НА изолята 
A/ chicken/Chelyabinsk/30/2019 H9N2 выявил аминокис-
лотные замены на участке рецептор-связующего домена 
позиции 160, 181, 226, 227 (по нумерации Н3) (рис. 2). 

Анализ предсказанной аминокислотной последо-
вательности продемонстрировал высокое сходство 
(до 100%) вирусов A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 и ра-
нее описанного A/chicken/Israel/215/2007 по остальным 
вирусным генам. Крайне малое число значимых нуклео-
тидных замен и отсутствие отличий по ключевым мар-
керам между изолятами A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 
и A/chicken/Israel/215/2007 позволяет сделать вывод 
о  сходных биологических свойствах сравниваемых 
вирусов. 

Выявленное высокое генетическое сходство 
вируса A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 с  ранее вы-
явленными A/chicken/Siberia/03/2018 и  A/chicken/
Amur_Russia/17/2018 позволяет предположить, что 
занос вируса на территорию Российской Федерации 
произошел из небольшого географического ареала. 
Для сравнения можно ознакомиться с доступной ин-
формацией по изолятам вируса гриппа подтипа H9N2, 
выделенным на территории Народной Республики Бан-
гладеш [7]. Согласно приведенным данным, генетиче-
ская гетерогенность среди вирусов группы G1 из Бан-
гладеш значительно больше. Так, по гену HA различие 
между изолятами 2016 и 2017 гг. достигает 3%. В пользу 
единственного источника заноса вируса генетической 
группы G1 на территорию Российской Федерации 
также указывает географическая удаленность очагов 
выявления вирусов A/chicken/Siberia/03/2018 (Ново-
сибирская область), A/chicken/Amur_Russia/17/2018 
(Амурская область) и  A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 
(Челябинская область). К сожалению, установить ис-
точник заноса крайне затруднительно в связи с низ-

кой патогенностью вирусов подтипа H9N2 для дикой 
и домашней птицы, когда возможно длительное бес-
симптомное носительство. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований было 

установлено, что вирус A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 
принадлежит к  генетической группе  G1 подтипа  Н9. 
Полногеномное секвенирование позволило установить 
отсутствие реассортации геномных сегментов относи-
тельно ранее выявленных на территории Российской 
Федерации вирусов подтипа H9N2 генетической груп-
пы G1. Установлено высокое сходство выявленного ви-
руса с вирусом A/chicken/Israel/215/2007. Анализ молеку-
лярных маркеров вируса свидетельствует об адаптации 
вируса A/chicken/Chelyabinsk/30/2019 к популяции птиц. 

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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