
301ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ. 2021; 10 (4): 301–307 | VETERINARY SCIENCE TODAY. 2021; 10 (4): 301–307

DOI: 10.29326/2304-196X-2021-10-4-301-307
УДК 619:578.832.1:636.52/58: 578.5(470)

Genetic analysis of nucleotide sequences of neuraminidase 
gene of highly pathogenic avian influenza A/H5N8 virus 
isolates recovered in the Russian Federation in 2020 

П. Б. Акшалова1, Н. Г. Зиняков2, А. В. Андриясов3, П. Д. Жестков4, З. Б. Никонова5, С. Н. Колосов6, И. А. Чвала7 
1 ТОО «Казахский научно-исследовательский ветеринарный институт» (ТОО «КазНИВИ»), г. Алматы, Казахстан 
2–7 ФГБУ «Федеральный центр охраны здоровья животных» (ФГБУ «ВНИИЗЖ»), г. Владимир, Россия 
1 https://orcid.org/0000-0003-1520-1887, e-mail: peri.akshalova@gmail.com 
2 https://orcid.org/0000-0002-3015-5594, e-mail: zinyakov@arriah.ru 
3 https://orcid.org/0000-0001-6314-2119, e-mail: andriyasov_av@arriah.ru 
4 https://orcid.org/0000-0001-8204-280X, e-mail: zhestkov@arriah.ru 
5 https://orcid.org/0000-0003-0090-9399, e-mail: nikonova@arriah.ru 
6 https://orcid.org/0000-0002-8467-180X, e-mail: kolosov@arriah.ru 
7 https://orcid.org/0000-0002-1659-3256, e-mail: chvala@arriah.ru 

Генетический анализ нуклеотидных последовательностей 
гена нейраминидазы изолятов вируса высокопатогенного 
гриппа птиц A/H5N8, выделенных на территории 
Российской Федерации в 2020 году 

РЕЗЮМЕ
Грипп птиц является особо опасной болезнью вирусной этиологии, наносящей огромный экономический ущерб птицеводству. В настоящее время в по-
пуляциях домашних и диких птиц в различных странах мира достаточно часто выявляют высоковирулентный вирус гриппа с нейраминидазой подтипа N8. 
В статье представлены данные по изучению полных нуклеотидных последовательностей гена нейраминидазы изолятов вируса высокопатогенного гриппа 
птиц, выделенных во второй половине 2020 г. из патологического материала, поступившего из четырех регионов Российской Федерации. В результате 
проведенных исследований определен подтип выделенного вируса – N8. Согласно данным филогенетического анализа, изоляты вируса N8 относятся 
к группе 8С.4. При проведении филогенетического анализа по нейраминидазе также учитывали данные классификации по гемагглютинину, согласно 
которой изоляты вируса Н5N8 относятся к широко распространенной кладе 2.3.4.4. Вирусы данной клады впервые зарегистрированы в 2010 г. в Китае 
и продолжают циркулировать до настоящего времени. Также в работе приведены данные сравнительного анализа нуклеотидных последовательностей 
исследуемых изолятов и изолятов из международных баз данных GenBank и GISAID, выделенных в других странах в период с 2007 по 2020 г. В ходе про-
ведения анализа аминокислотной последовательности исследуемых изолятов в позициях, которые влияют на резистентность к ингибиторам нейрамини-
даз, замен не обнаружено. Полные нуклеотидные последовательности гена нейраминидазы вируса гриппа птиц подтипа N8 изолятов A/domestic goose/
Omsk/1521-1/2020, A/duck/Chelyabinsk/1207-1/2020, A/duck/Saratov/1578-2/2020, A/goose/Tatarstan/1730-2/2020 опубликованы в международных базах 
GenBank и GISAID. На основании анализа нуклеотидных последовательностей изученных изолятов показана постепенная эволюция вируса подтипа N8.
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ВВЕДЕНИЕ
Неблагополучная ситуация по высокопатогенно-

му гриппу птиц (ВПГП) наблюдается в течение многих 
лет по всему миру. Начиная с 1996 г. эпизоотическое 
распространение получил высоковирулентный ви-
рус гриппа птиц  (ВГП) подтипа  H5N1, выделенный 
от домашних гусей на одной из ферм в  провинции 
Guangdong (Китай) [1]. В связи с заносом болезни на 
территорию Российской Федерации в 2005 г. и причи-
нением значительного ущерба птицеводству страны 
были разработаны современные методы диагности-
ки [2], в первую очередь предназначенные для выявле-
ния вируса A/H5N1. В период с 2016 по 2020 г. в России 
и во многих странах Азии, Африки и Европы регулярно 
регистрировали вспышки ВПГП, вызванные вирусом 
подтипа H5N8.

Одно из первых упоминаний о ВПГП подтипа H5N8 
относится к  1983  г., когда вирус был выявлен у  ин-
деек в  Ирландии  [3,  4]. Следующий случай обнару-
жения вируса гриппа подтипа  H5N8 зафиксирован 
в  2001  г. у  диких птиц в  штате Нью-Джерси (США)  
во время мониторинга окружающей среды, и  с  тех 

пор в  стране было зарегистрировано несколько 
спорадических случаев  ВПГП. После обнаруже-
ния в  2014  г. в  Корее трех изолятов  ВГП:  A / breeder 
duck/Korea/Gochang1/2014  (H5N8) ,   A  /  duck/
Korea/Buan2/2014  (H5N8) и  A/Baikal Teal/Korea/
Donglim3/2014 (H5N8) – произошло глобальное рас-
пространение вируса подтипа H5N8 в США, а затем 
и в других странах Азии и Европы [5–8]. Индекс па-
тогенности у данного вируса значительно выше, чем 
у  вируса, выделенного в  Ирландии  [5]. По данным 
Y.  J.  Lee  et  al., высоковирулентные вирусы гриппа 
птиц подтипа  H5N8, выявленные в  Корее в  2014  г., 
произошли в результате реассортации вируса  A / duck/
Jiangsu/k1203/2010 (H5N8) с вирусами других подти-
пов, которые циркулировали в Китае в период с 2009 
по 2012 г.  [9]. Точное происхождение вируса, обна-
руженного в 2010 г. в Китае, осталось неизвестным. 
K.  Zhao  et  al. в  своих исследованиях отмечают, что 
данный штамм, вероятно, представляет собой новый 
реассортант трех субтипов: H5N1 (высокая идентич-
ность по генам PB1, PA, M, NS), H3N8 (по гену NА), H6N2 
(ген NP) [10].
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SUMMARY
Avian influenza is a highly dangerous viral disease that causes huge economic damage to poultry farming. Currently, highly virulent influenza virus with N8 neur-
aminidase subtype is quite often detected in populations of domestic and wild birds in various countries of the world. The article provides data on complete nucleotide 
sequences of the neuraminidase gene of highly pathogenic avian influenza virus isolates recovered in the second half of 2020 from pathological material received 
from four regions of the Russian Federation. The conducted research showed that the subtype of the isolated virus was N8. According to the phylogenetic analysis, 
isolates of N8 virus belong to group 8C.4. During the phylogenetic analysis of the neuraminidase, we also took into account data on hemagglutinin classification, 
according to which H5N8 virus isolates belong to a widespread clade 2.3.4.4. Viruses of the clade were first registered in 2010 in China and they have been circulating 
up to now. The paper also provides data of a comparative analysis of nucleotide sequences of the studied isolates and the isolates from the international GenBank 
and GISAID databases, recovered in other countries from 2007 to 2020. During the analysis of the amino acid sequence of the studied isolates, no substitutions were 
found in the positions that affect resistance to neuraminidase inhibitors. The complete nucleotide sequences of the neuraminidase gene of the avian influenza virus 
subtype N8 (isolates A/domestic goose/OMSK/1521-1/2020, A/duck/Chelyabinsk/1207-1/2020, A/duck/Saratov/1578-2/2020, A/goose/Tatarstan/1730-2/2020) 
are published in the international GenBank and GISAID databases. Based on the analysis of the nucleotide sequences of the studied isolates, the article shows 
gradual evolution of the N8 subtype virus.

Keywords: avian influenza virus, RT-PCR, sequencing, N8 neuraminidase subtype, phylogenetic analysis, H5N8
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В  конце 2016  г. эпизоотическая ситуация по 
высоко патогенному гриппу птиц на территории Рос-
сийской Федерации обострилась. Так, с  ноября по 
декабрь 2016 г. вспышки ВПГП Н5N8 среди домашних 
птиц были зарегистрированы в Астраханской, Ростов-
ской областях, Краснодарском крае и  Республике 
Калмыкия. В 2017 г. зафиксировано более 30 случаев 
выявления высоковирулентного вируса гриппа птиц 
подтипа Н5N8 в стадах домашних птиц в 8 регионах: 
Ростовской, Московской, Нижегородской и  Самар-
ской областях, рес публиках Татарстан, Марий  Эл, 
а  также в  Удмуртской и  Чеченской республиках. 
В Краснодарском крае и Калининградской области 
установлены случаи гриппа у  диких мигрирующих 
птиц, в  Воронежской области  – у  птиц в  зоопарке. 
Вспышки болезни нанесли огромный экономиче-
ский ущерб промышленным хозяйствам Астрахан-
ской, Ростовской, Московской областей, Рес публики 
Татарстан [11].

В 2018  г. ВГП подтипа  Н5N8 был обнаружен у  до-
машних птиц из Курской, Орловской, Воронежской, 
Смоленской, Саратовской, Самарской, Ульяновской, 
Пензенской, Нижегородской, Ростовской областей, 
рес публик Удмуртия, Марий Эл, Чувашия и  Татар-
стан (более 80 случаев) [12].

Таким образом, вирусы гриппа подтипа H5N8, близ-
кородственные первоначально выделенным в Южной 
Корее в начале 2014 г. изолятам, получили глобаль-
ное распространение. По информации, опублико-
ванной МЭБ на 12 ноября 2020 г., зарегистрировано 
265  вспышек высокопатогенного гриппа птиц под-
типа H5N8 (111 – среди домашних, 154 – среди диких 
птиц) в странах Европы, Азии и Африки [13], в том числе 
в 12 регионах РФ: Костромской, Курганской, Омской, 
Ростовской, Самарской, Саратовской, Томской, Тю-
менской, Челябинской областях, Ханты-Мансийском 
автономном округе  – Югре, Республике Татарстан, 
Карачаево- Черкесской Республике.

Целью данной работы являлось проведение гене-
тического анализа нуклеотидных последовательно-
стей гена нейраминидазы подтипа N8 изолятов виру-
са высоко патогенного гриппа птиц, выделенных в РФ 
в 2020 г., для получения актуальных сведений о гене-
тическом родстве изолятов ВГП.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Вирусы. В работе были использованы изоляты виру-

са гриппа птиц подтипа H5N8:
– A/duck/Chelyabinsk/1207-1/2020 – выделен от до-

машней утки в селе Песчаное Увельского района Че-
лябинской области в конце июля 2020 г.;

– A/domestic goose/Omsk/1521-1/2020 – выделен от 
домашнего гуся в поселке Иртышский Омского района 
Омской области в сентябре 2020 г.;

– A/duck/Saratov/1578-2/2020 – выделен от домаш-
ней утки в Энгельсском районе Саратовской области 
в сентябре 2020 г.;

– A/goose/Tatarstan/1730-2/2020 – выделен от до-
машнего гуся в селе Мещеряково Буинского района 
Республики Татарстан в октябре 2020 г.

Выделение вируса проводили в  10–11-суточных 
СПФ-эмбрионах кур.

Праймеры. В  работе использовали несколько си-
стем праймеров, предназначенных для выявления 
РНК ВГП подтипа N8 и определения полной нуклео-
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тидной последовательности гена нейраминидазы (NA) 
изолятов ВГП подтипа N8 (ЗАО «Синтол», Россия). 

Выделение РНК. Выделение РНК вирусов из аллан-
тоисной жидкости куриных СПФ-эмбрионов, зара-
женных соответствующими изолятами, проводили 
с использованием набора «АмплиПрайм РИБО-сорб» 
(ООО «Некст Био», Россия) в соответствии с инструкци-
ей по применению.

Полимеразная цепная реакция с обратной транс-
крипцией  (ОТ-ПЦР). Обратную транскрипцию с  по-
следующей амплификацией фрагментов гена NA для 
определения полной нуклеотидной последовательно-
сти изолятов ВГП подтипа N8 проводили в программи-
руемых амплификаторах BioRad (Bio-Rad Laboratories, 
США). Синтез первой цепи комплементарной ДНК на 
вирусной РНК осуществляли с использованием РНК-
зависимой ДНК-полимеразы из вируса миелобластоза 
птиц  (AMV  Reverse Transcriptase). Реакцию проводи-
ли в  25  мкл реакционной смеси, содержащей 1  мкл 
10 мM dNTP, 5 мкл 5х буфера, 3 мкл 25 мМ MgCl2, по 
1 мкл 10 мкМ прямого и обратного праймера, 0,125 мкл 
фермента обратной транскриптазы  (Promega,  США), 
0,25 мкл Taq-полимеразы, 8,625 мкл воды, свободной 
от РНКаз, 5 мкл раствора суммарной РНК. Для пред-
отвращения испарения смеси поверх нее наслаива-
ли 15 мкл минерального масла Mineral Oil Light White 
(MP Biomedicals, Франция). Реакционную смесь инку-
бировали в амплификаторе при 50 °С в течение 25 мин 
для наработки первой цепи кДНК. Далее прогревали 
при 95 °С в течение 10 мин. Последующие 39 циклов 
стандартной ПЦР проводили при следующем темпера-
турном режиме: денатурация при 95 °С – в течение 50 с, 
отжиг праймеров при 55 °С – в течение 50 с, элонгация 
при 72 °С – в течение 1 мин.

Анализ продуктов амплификации проводили мето-
дом электрофореза в 1%-м агарозном геле, окрашен-
ном бромистым этидием.

Очистка продуктов  ПЦР. Амплифицированные 
в ПЦР фрагменты кДНК очищали с помощью набора 
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, США) 
в соответствии с инструкцией производителя.

Секвенирование ДНК. Определение первичной нук-
леотидной последовательности фрагментов гена NA 
ВГП осуществляли на автоматическом секвенаторе 
ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США) 
с использованием набора BigDyeTM Terminator Cycle 
Sequencing kit (Applied Biosystems, США) согласно ин-
струкции производителя.

Филогенетический анализ нуклеотидных после-
довательностей проводили с  помощью программы 
BioEdit, версия  7.0.5.3 (http://www.mbio.ncsu.edu/
BioEdit/bioedit.html). Для сравнения полных последо-
вательностей гена NА выделенных изолятов исполь-
зовали последовательности гена NА штаммов ВГП/N8, 
полученные из международных баз данных GenBank   
( http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/FLU.html) 
и GISAID.

Построение филогенетического дерева проводили 
с помощью алгоритма NJ (в том числе с использовани-
ем метода численного ресэмплинга бутстреп) в реали-
зации пакета MEGA, версия 7.0.26.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Одной из главных задач данного исследования 

было получение актуальных сведений о генетическом 



304 ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ. 2021; 10 (4): 301–307 | VETERINARY SCIENCE TODAY. 2021; 10 (4): 301–307

Представленные в работе российские изоляты ВГП 
H5N8 на рисунке выделены красным шрифтом. Фило-
генетическое дерево, построенное на основе нукле-
отидных последовательностей гена  NA, показало 
наличие четырех различных групп. Исходя из класси-
фикации нейраминидазы, разработанной J. Xu et al., 
можно сделать вывод, что все использованные в ис-
следовании изоляты относятся к  «евразийской» ли-
нии 8С, которая по прошествии времени разделилась 
на несколько отдельных групп. Обозначение групп 
и подгрупп, отчетливо отраженных на дереве, было 
выполнено самостоятельно на примере классифика-
ции нейраминидазы других подтипов, также разрабо-
танной J. Xu et al. [14]. В результате каждой группе была 
присвоена нумерация, согласно которой первая группа 
названа 8С.1, вторая – 8С.2, третья и четвертая – 8С.3 
и 8С.4 соответственно. В группы 8С.1, 8С.2 и 8С.3 вошли 
изоляты вируса низкопатогенного гриппа птиц.

В группу  8С.4 в  основном вошли изоляты ви-
руса высокопатогенного гриппа птиц, в  том чис-
ле A/domestic  goose/Omsk/1521-1/2020, A/duck/
Saratov/1578-2/2020, A/duck/Chelyabinsk/1207-1/2020, 
A/goose/Tatarstan/1730-2/2020.

Согласно классификации по гемагглютинину, груп-
па изолятов  8С.4 сопоставима с  субкладой  2.3.4.4.b 
клады 2.3.4.4.

Анализ изолятов вируса гриппа птиц подтипа H5N8, 
выделенных в  2020  г., демонстрирует значительно 
бóльшую гетерогенность относительно группы изолятов, 
выявленных в 2016–2017 гг. Так, изоляты A/mute swan/
Kazakhstan/1-267-20-B/2020, A/barnacle goose/Germany-
SH/AI02167/2020,  A / chicken/England/030720/2020, A/
chicken/Nether lands/20016597-026030/2020, A/domestic 
goose/Omsk/1521-1/2020, A/duck/Saratov/1578-2/2020, 
 A / duck/Chelyabinsk/1207-1/2020 формируют очень го-
могенную группу, распространение которой, предполо-
жительно, связано с миграцией диких птиц. Степень от-
личия между данными изолятами составляет 0,1–0,6%. 
Однако стоит отметить, что изоляты A/domestic duck/
Poland/285/2020 и A/Mandarin duck/Korea/H242/2020, 
выделенные в Польше и Южной Корее, демонстриру-
ют значительно бóльшие различия (4,1–4,9%). Кроме 
этого, интересен факт выявления изолята A/goose/
Tatarstan/1730-2/2020, демонстрирующего высокое 
сходство с выделенными в 2017 г. изолятами вируса 
гриппа птиц того же подтипа H5N8 и отличающегося от 
большинства изолятов 2020 г. Уровень отличий изолята 
A/goose/Tatarstan/1730-2/2020 от остальных изолятов, 
выявленных в 2020 г., составил 3,3%, а его генетическое 
сходство с изолятом A/swan/Voronezh/2/2017 состави-
ло 0,6%.

При проведении сравнительного анализа изоля-
тов ВГП подтипа H5N8 установлено, что максимальный 
уровень различий нуклеотидной последовательности 
гена NА внутри группы 8С.4 составил 9%.

Также был проведен анализ аминокислотной после-
довательности исследуемых изолятов. В литературных 
источниках указывают несколько аминокислот, замены 
которых могут влиять на резистентность ВГП к препа-
ратам, ингибирующим нейраминидазную активность 
(занамивир, осельтамивир): E119Q  (117   нумерация 
по N8), R292K (291 по N8), V116D (114 по N8), либо потен-
циальную чувствительность к осельтамивиру и перами-
виру: H274Y (273 по N8) [18–20]. Замен в предсказанной 
аминокислотной последовательности по вышеуказан-

родстве изолятов ВГП, выделенных в 2020 г. на терри-
тории РФ, а также их сравнение с другими ВГП подти-
па N8. 

На первом этапе работы были определены нуклео-
тидные последовательности гена нейраминидазы че-
тырех выделенных изолятов вируса гриппа и проведен 
их сравнительный анализ с размещенными в междуна-
родных базах данных последовательностями ВГП под-
типа N8 из Евразии и Африки.

Как правило, при генетической характеристике ви-
русов гриппа птиц ориентируются на систему класси-
фикации по гемагглютинину, которая была внедрена 
рабочей группой ВОЗ/МЭБ/ФАО и широко использует-
ся исследовательским сообществом. Согласно литера-
турным источникам, официальной регламентирован-
ной классификации по нейраминидазе не существует. 
Единственная публикация, где подробно описана клас-
сификация подтипов нейраминидазы, была подготов-
лена в 2012 г. американскими учеными из Университета 
Небраски [14]. Однако с тех пор произошли значитель-
ные генетические изменения вирусов гриппа птиц, 
получена большая масса новых данных, что ставит 
вопрос о  дополнении предложенной системы клас-
сификации [15–17]. Введение официальной системы 
классификации вирусов является непростой задачей 
и требует тщательного анализа всех имеющихся в базе 
нуклеотидных последовательностей генов изолятов, 
проведения выравниваний, построения филогенети-
ческих деревьев и на их основе – обозначения клад 
и субклад. Еще более сложный вопрос –  будет ли новая 
система номенклатуры вирусов принята и использова-
на учеными, изучающими вирус гриппа. 

По данным J. Xu et al., нейраминидаза подтипа N8 
подразделяется на три линии, каждой из которых 
присвоено буквенное обозначение: 8A,  8B,  8C  [14]. 
Линия 8А является «североамериканской», линия 8B 
представлена вирусами, выделенными от лошадей, 
а к 8C относится «евразийская» линия. Однако на се-
годняшний день деления на линии явно недостаточно 
для описания вирусов, выявленных за несколько по-
следних лет. Например, в данную классификацию не 
вошли вирусы подтипа H5N8, которые впервые были 
выделены в Китае в 2010 г. и впоследствии получили 
широкое распространение в Юго-Восточной Азии, а за-
тем в России, Европе и Северной Америке. Поэтому при 
проведении филогенетического анализа выделенных 
в 2020 г. российских изолятов учитывали данные клас-
сификации и по нейраминидазе, и по гемагглютинину, 
описанные в публикациях.

Для сравнительного и филогенетического анализов 
нуклеотидных последовательностей гена  NА изоля-
тов ВГП подтипа N8, полученных в настоящем иссле-
довании, использовали последовательности известных 
штаммов данного подтипа, относящиеся к разным ге-
нетическим группам из баз данных GenBank и GISAID. 
В работе рассматривали 92 нуклеотидных последова-
тельности гена нейраминидазы размером 1370 н. о.

На основе полных последовательностей гена  NA 
ВГП подтипа N8 была построена дендрограмма (рис.), 
включающая вирусы, выделенные на территории Рос-
сийской Федерации, Китая, Таиланда, Вьетнама, Кореи, 
Англии и других стран в период с 2007 по 2020 г. Ста-
тистическую достоверность топологии филогенетиче-
ских деревьев проверяли с помощью бутстреп- анализа,  
вычисления проводили для 500 повторов.
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ным позициям отмечено не было. Аминокислотные 
остатки, непосредственно участвующие в каталитиче-
ской активности фермента, остались без изменений: 
R118 (116 по N8), D151 (149 по N8), R152 (150 по N8), 
R292 (291 по N8).

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | БОЛЕЗНИ ПТИЦ ORIGINAL ARTICLES | AVIAN DISEASES

Проведенные сравнительный и филогенетический 
анализы изолятов ВГП/N8 указывают на непрекраща-
ющуюся эволюцию вируса высокопатогенного  гриппа 
птиц подтипа  H5N8 в  различных географических 
 регионах.

Рис. Филогенетическое дерево, построенное на основе нуклеотидных 
последовательностей гена NA изолятов ВГП подтипа N8

Fig. Phylogenetic tree based on the nucleotide sequences of NA gene of HPAI subtype N8 
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Полученные нуклеотидные последовательно-
сти гена нейраминидазы  ВГП подтипа  N8 изолятов 
A/ domestic goose/Omsk/1521-1/2020, A/duck/Chelya-
binsk/1207-1/2020, A/duck/Saratov/1578-2/2020,  A / goose/
Tatarstan/1730-2/2020 были опубликованы в междуна-
родных базах данных GenBank и  GISAID  (MW276113, 
EPI1812535, EPI1811679, EPI1815193).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований установле-

ны нуклеотидные последовательности гена NА изоля-
тов вируса ВПГП А/H5N8: A/domestic goose/Omsk/1521-
1/2020, A/duck/Chelyabinsk/1207-1/2020, A/duck/
Saratov/1578-2/2020, A/goose/Tatarstan/1730-2/2020. 
Получены актуальные сведения о генетическом род-
стве по гену NА изученных изолятов ВГП подтипа N8 
и изолятов, выделенных в период с 2007 по 2020 г. в РФ 
и других странах. Показана необходимость дополнения 
действующей классификации вирусов гриппа птиц вну-
три подтипа N8, обусловленная широким и быстрым 
распространением генетически близких вирусов грип-
па птиц подтипа H5N8 в странах Европы, Азии, Африки 
в течение 2014–2017 гг.
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