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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 
ПАНДЕМИЧЕСКОГО ВИРУСА H1N1v, ЦИРКУЛИРОВАВШЕГО  

НА ТЕРРИТОРИИ КАЗАХСТАНА (2009–2010) 
 
 

Приведены результаты сравнительного анализа аминокислотных последовательностей генов НА1 и NA виру-
сов CY067263 A/Almaty/347/2009 (H1N1), HQ008269 A/Almaty/330/2009 (H1N1), CY067267 A/Almaty/352/2009 
(H1N1), CY067269 A/Almaty/373/2009 (H1N1), выделенных на территории Казахстана. Вирусы, выделенные  
в июле, практически были идентичны со штаммом А/California/04/2009 (H1N1v). Тогда как у вирусов, выделен-
ных в ноябре 2009 г. в период подъема заболеваемости, обнаружены как группоспецифические, так и штаммоспе-
цифические замены в аминокислотных остатках последовательности HA. Появление мутации в позиции 120 S  I 
в антигенном сайте E2 у вирусов, выделенных в ноябре 2009 г. на территории Юго-Восточного Казахстана и Кир-



»Íр‡Ì·Â„ËÈÌ —. Ë ‰р. ÃÓÎÂÍÛÎˇрÌÓ-„ÂÌÂÚË˜ÂÒÍËÂ Ò‚ÓÈÒÚ‚‡ „рËÔÔ‡               81 
 
гизии, а также у вирусов, выделенных в летний период (июль 2009 г.), в положении 221 D  E указывает, что на 
территории среднеазиатских республик новый пандемический вирус H1N1v подвергался дополнительному изме-
нению со времени его появления среди людей. Эволюционное значение замены аминокислотного остатка 138  
A  V у вирусов, выделенных в ноябре 2009 г. на территории Юго-Восточного Казахстана и Киргизии, не уточ-
нено. Можно предполагать, что эти мутации затрагивают изменения взаимодействия рецептора с сиаловыми ки-
слотами. 

Ключевые слова: вирус гриппа, изолят, пандемия, секвенирование. 
 
 
 
Несмотря на достигнутые успехи, наука 

пока не располагает высокоэффективными 
средствами предупреждения ежегодно воз-
никающих эпидемий гриппа. Болезнь про-
должает оставаться одной из важнейших 
проблем здравоохранения. Во время еже-
годных эпидемий гриппом заболевает от 5 
до 15 % всего населения планеты, а во время 
пандемий число больных увеличивается в 
4–6 раз [1]. 

Нет другого вируса, который был так хо-
рошо изучен, как вирус гриппа: и морфоло-
гия вирусных частиц, и антигенная структу-
ра, и его биохимические свойства. Тем не 
менее эпидемические события 2009 г. в ми-
ре подтвердили прогнозы ученых, изучаю-
щих вирус гриппа, о неминуемом возникно-
вении пандемии. В апреле 2009 г. среди 
населения Южной Америки и нескольких 
стран Европы произошла вспышка свиного 
гриппа H1N1, которая буквально за не-
сколько дней поразила многие сотни чело-
век, среди которых отмечались смертельные 
случаи. Скорость, с которой новый вид ви-
руса стал распространяться по планете и 
вовлеченность в эпидемический процесс 
детей (переносящих грипп тяжелее взрос-
лых), стали одной из причин, по которой 
ВОЗ приняла решение повысить уровень 
пандемической опасности нового вируса до 
6-й ступени риска [2]. 

В Казахстане подтвержденных случаев 
до ноября 2009 г. официально не объявлено, 
хотя подъем заболеваемости гриппоподоб-
ными инфекциями начинался с октября.  
В данной публикации изложены материалы 
по выделению, идентификации и изучению 
молекулярно-генетических характеристик 
изолятов вируса гриппа типа А, выделенных 
в эпидемический период 2009–2010 гг. в 
Алматы и Алматинской области Республики 
Казахстан. 

Цель исследования – провести сравни-
тельный анализ выравненных нуклеотидных 
последовательностей генов НА1 и NA изо-
лятов вируса гриппа человека, выделенных 

в эпидемический период 2009–2010 гг. Ал-
маты и Алматинской области. 

 
Материал и методы 
 
В период с ноября 2009 по апрель 2010 г. 

собрано 370 клинических образцов (носо-
глоточные смывы). Сбор осуществляли на 
базе медицинских учреждений: Военный 
клинический госпиталь Министерства обо-
роны РК, Городская детская поликлиника  
№ 7, Алматинская многопрофильная клини-
ческая больница, Городская поликлиника  
№ 1 (Алматы), а также Областная инфекци-
онная больница (Павлодар) и Областная 
инфекционная больница (Караганда). В этот 
же период наблюдался пик подъема заболе-
ваемости гриппозной инфекцией среди на-
селения Алматы и Алматинской области. 
Болезнь у пациентов протекала с клиниче-
ской картиной тяжелой степени тяжести, 
интоксикацией, повышением температуры 
тела в первые дни до 39,5 С. 

Для изоляции эпидемических вирусов 
гриппа использовали монослой культуры 
клеток MDCK как наиболее чувствительную 
линию клеток в отношении вирусов гриппа 
типа А и В [3]. Выделение вирусной РНК 
проводили с использованием RNeasy («Qia- 
gen», Канада). Обратную транскрипцию 
проводили в реакционной смеси AMV-RT 
(«Promega», США) и Uni12 универсального 
праймера (AGCAAAAGCAGG), как описано 
E. Hoffman et al. [4]. Полимеразная цепная 
реакция (ПЦР) проведена с использованием 
как универсальных, так и специфических 
олигонуклеотидных праймеров и Go-Taq 
(«Promega») со следующими параметрами 
увеличения: 95 С 4 мин., затем 94 С 20 с, 
56 С 30 с, 72 С 5 мин., 30 циклов, затем  
72 С 10 мин. на амплификаторе Thermal 
cycler C1000 («Bio-Rad», США). ПЦР-фраг- 
менты анализировали гель-электрофорезом 
в 1 % агарозе и очищали для последующего 
определения нуклеотидной последователь-
ности при помощи наборов QIAquick Gel
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Рис. 1. Филогенетический анализ выравненных нуклеотидных последовательностей гена НА1 (920 н. о.) вирусов 
гриппа человека H1N1v, программа FigTree v 1.3.1 
 
 
 
 
Extraction kit («Qiagen», Канада). Все изоля-
ты анализированы дважды в независимых 
экспериментах, с негативными контролями 
среди каждой партии образцов. 

Определение нуклеотидной последова-
тельности выделенных фрагментов прово-
дили на приборе ABI PRISM 3100-Avant 
Genetic Analyzer («Applied Biosystems», 
США) с использованием наборов «BigDye 
Terminator Cycle Sequencing Kit» («Applied 
Biosystems»). 

Обработка данных, поступающих с де-
тектора флуоресценции, преобразование 
данных в информацию о последовательно-
сти нуклеотидов осуществлялась програм-
мой ABI PRISM 3100-Avant Data Collection. 
Филогенетическое дерево построено с ис-
пользованием программы MEGA4 [5]. 

Результаты исследования  
и обсуждение 
 
Субтипирование в РТ-ПЦР и секвениро-

вание нуклеотидных последовательностей 
изолятов проводилось в НИИ гриппа РАМН 
(Санкт-Петербург). Результаты РТ-ПЦР по-
казали, что гриппозная инфекция вызвана 
штаммами подтипа А/H1N1v с одновремен-
ной циркуляцией сезонного гриппа подтипа 
A/H3N2. 

Молекулярно-генетический анализ по-
следовательностей гемагглютинина (924 н. о.) 
двух первичных материалов (носоглоточные 
мазки) и трех изолятов, выделенных на 
культуре клеток МДСК, позволяет заклю-
чить, что идентичность со штаммом А/Ca- 
lifornia/04/2009 (H1N1v) составляет 99,2–
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99,4 % (рис. 1). При этом исследуемые изо-
ляты вместе с вирусами, выделенными в Тара-
зе (GenBank: GU560024.1 A/Taraz/01/2009(H1N1) 
collection_date=«Dec-2009») и Киргизии 
(GenBank: GU592897.1 A/Bishkek/03/2009 
(H1N1) collection_date=«28-Nov-2009») об-
разуют отдельную ветвь в филогенетиче-
ском дереве. По анализу нуклеотидных по-
следовательностей (558–1410 н. о.) гена 
нейраминидазы гомология исследуемых ви-
русов со штаммом А/California/04/2009 
(H1N1v) составляет 99,2–99,3 % (рис. 2). 

Анализ аминокислотных последователь-
ностей гена НА1 исследуемых изолятов по 
сравнению с вирусами, взятыми из базы 

данных GenBank, в том числе с другими Ка-
захстанскими, Киргизским и Российским 
штаммами, показал, что штаммы, выделен-
ные в эпидсезоне (ноябрь и декабрь 2009 г.), 
отличались от штаммов, выделенных в лет-
ний период (GenBank: GU560026.1 A/Asta- 
na/818/2009(H1N1)) collection_date=«Jul-2009»; 
GenBank: GU560025.1 A/Astana/830/2009 
(H1N1) collection_date=«Jul-2009»). Вирусы, 
изолированные на территории СНГ, имели 
определенное количество точечных мутаций 
в аминокислотных последовательностях ге-
нов поверхностных гликопротеидов (см. 
таблицу). Вирусы, выделенные в июле, 
практически были идентичны со штаммом

 
 

 
 
Рис. 2. Филогенетический анализ выравненных нуклеотидных последовательностей гена NА (558–1 410 н. о.) 
вирусов гриппа человека H1N1v, программа FigTree v 1.3.1 
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Точечная аминокислотная замена в генах HA и NA 
 

Штамм 

Позиция аминокислотных остатков  
в гене НА 

Позиция аминокислот-
ных остатков в гене NA 
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А/Almaty/330/2009 swab V S S T D A D V C R F T L K 
А/Almaty/347/2009 swab V S I T D A D V C R F T L K 
А/Almaty/347/2009 V S I T D A D V C R F T L K 
А/Almaty/352/2009 V S S T D A D V C R F T L K 
А/Almaty/373/2009 V S S T D A D V C R F T L N 
GQ485661.1 
А/Almaty/01/2009 4 

A S S T D A E V Y R F I L N 

GU560026.1 
A/Astana/818/2009 3 

A S S T D A D V C R F I L N 

GU560025.1 
A/Astana/830/2009 4 

A S S T D A E V C R F I L N 

GU560027.1 
A/Gvardeyskiy/07/2009 

A S S T D A D V C R F I L N 

GU560024.1 
A/Taraz/01/2009 5 

V S S T D A G V C R F I L N 

GU592897.1 
A/Bishkek/03/2009 

V S I T D A D V C R F I M N 

HM189342.1A/Astrakhan/
CRIE-CHRM/2009 

A S S T D A D V C G S I L N 

ASHABAD 4 A S S T N A D V C R F I L N 
RUSSIA 4 A S S T  A D I C R F I L N 
Европейская линия 3 A S S T D A D V C R F I L N 
Американская линия 3 A S S T D A D V C R F I L N 
Азиатская линия 4 A S S T D A D I C R F I L N 
 
 
 
 
А/California/04/2009 (H1N1v). Тогда как у  
вирусов, выделенных в ноябре, в период  
подъема заболеваемости обнаружены как  
группоспецифические, так и штаммоспе- 
цифические замены аминокислотных остат- 
ков в последовательности HA и Na. 

Результаты определения аминокислот- 
ных последовательностей НА (у природных 
или отобранных в лаборатории антигенных 
вариантов вирусов гриппа подтипа Н3) поз- 
волили предположить, что за взаимодей- 

ствие с антителами ответственны области  
трехмерной структуры НА, которые во вре- 
мя антигенного дрейфа подвергаются струк- 
турным изменениям [6]. Установлено, что  
молекула НА имеет четыре основных анти- 
генных участка Ca, Cb, Sa и Sb, вклю- 
чающих 42 аминокислотных остатка [7].  
Участок Са включает аминокислотные  
остатки (а. о.) 155–158, 160, 184, 186–188,  
222–223, 239–240, 255; участок Cb –  
а. о. 86–92 и 130; участок Sa – 139, 142–143,  
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172–173, 175–182, Sb: 171, и последний  
участок Sb включает а. о. 171, 174, 204, 207– 
209, 211–213 (нумерация а. о. произведена  
согласно последовательности вируса Bre- 
vigMission/1918 (H1N1)). Ранее K. Tamura  
et al. [5] сделали заключение, что вирусы,  
выделенные в определенный период эпи- 
демии, содержали не менее одной мутации  
в каждом из четырех описанных выше  
антигенных участков, что позволяло им  
избежать нейтрализации антителами. Появ- 
ление мутации в позиции 120 S  I в  
антигенном сайте E2 у вирусов, выделенных  
в ноябре 2009 г. на территории Юго- 
Восточного Казахстана и Киргизии, а также  
у вирусов, выделенных в летний период  
(июль 2009 г.) в положении 221 D  E  
указывает на то, что на территории сред- 
неазиатских республик новый пандеми- 
ческий вирус H1N1v подвергался дополни- 
тельному изменению со времени его появ- 
ления среди людей. 

По данным S. J. Gamblin et al. [8], а. о. в пози- 
ции 138 в рецептор-связывающем сайте, 
взаимодействуя с остатком в положении 
Q226, позволяет улучшить α2, 6 связь. Эво- 
люционное значение замены аминокислот- 
ного остатка 138 A  V характерного для 
α2, 6 связи, у вирусов, выделенных в ноябре 
2009 г. на территории Юго-Восточного 
Казахстана и Киргизии, а также в двух пер- 
вичных материалах (см. таблицу) пока что 
не ясно. Однако данные [9; 10] позволяют 
предположить, что эти изменения затраги- 
вают взаимодействие рецептора с сиало- 
выми кислотами. 

В результате секвенирования гена ами-
нокислотные последовательности NA всех 
подтипов установлено, что NA имеет четы-
ре структурно-функциональных домена:  
N-концевой консервативный гексапептид 
(остатки 1–6), представляющий цитоплазма-
тический «хвост»; гидрофобный трансмем-
бранный сегмент (остатки 7–35); тонкую 
«ножку», стабилизированную углеводами и 
межмолекулярными дисульфидными связя-
ми (остатки 36–61); «головку» (остатки 62–
654) [11; 12]. NH2 – терминальный домен – 
является многофункциональным, так как 
служит не только для «заякоривания» в ли-
пидный бислой, но и обеспечивает сигналь-
ную функцию для транслокации и необхо-
дим для внутриклеточного передвижения 
между органеллами [13]. Полипептиды ней-
раминидазы N1 и N2 содержат 7–8 остатков 

метионина, 19–22 остатка полуцистеина, из 
которых один находится в трансмембран-
ном домене, 1–2 остатка – в области «нож-
ки», а остальные – в «головке». В молекулах 
нейраминидазы N1 и N2 имеются 5–8 по-
тенциальных сайтов гликолизирования при 
аспарагиновых остатках в области «ножки» 
и «головки» [14; 15]. Особый интерес пред-
ставляет позиция 477 N  K, где произошла 
потеря сайта гликолизирования, характер-
ная только для Алматинских вирусов, выде-
ленных в эпидсезоне 2009 г. Замена а. о.  
I  T в положении 423 также была груп-
поспецифической для этих вирусов. Кроме 
того, наблюдались штаммоспецифические 
точечные замены а. о. у вирусов, выделен-
ные в летний период на территории средне-
азиатских республик и России. 

 
Заключение 
 
Новый пандемический вирус H1N1v, 

циркулировавший в эпидсезоне 2009 г. на 
территории Казахстана и сопредельных 
странах, претерпел значительные изменения 
в последовательности аминокислотных ос-
татков генов поверхностных гликопротеи-
дов. Как отразятся обнаруженные мутации 
на биологических свойствах нового панде-
мического вируса H1N1v, в настоящий мо-
мент не уточнено. Кроме того, социркуля-
ция нового вируса с сезонным вирусом 
гриппа человека H3N2 в этих регионах, воз-
можно, окажется тем толчком мутаций,  
который станет предпосылкой появления 
нового дрейф-варианта как с формулой Н1, 
так и Н3. 
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MOLECULAR-GENETIC PECULIARITIES OF THE PANDEMIC VIRUS H1N1v FEATURES  
WHICH CIRCULATED ON THE TERRITORY OF KAZAKHSTAN (2009–2010) 

 
The results of the comparative analysis of the amino-acid gene chain НА1 and NA of the viruses CY067263 

A/Almaty/347/2009 (H1N1), HQ008269 A/Almaty/330/2009 (H1N1), CY067267 A/Almaty/352/2009 (H1N1), 
CY067269 A/Almaty/373/2009 (H1N1) are given in this article, which were sorted out on the territory of Kazakhstan. The 
viruses, sorted out in July were practically identical with the А/California/04/2009 (H1N1v) strain. Whereas the viruses, 
sorted out in November in the period of the growing up of the sickness, had group-specific and strain-specific substitu-
tions in the amino-acid remnants of the sequence of HA. The appearing of the viruses mutation in the position 120 S  I 
in the antigenic site E2, sorted out in November 2009 on the territory of Kazakhstan & Kirgizia and in the viruses sorted 
out in the summer period (July 2009) in the position 221 D  E shows that on the territory of the republics of Central 
Asia new pandemic virus underwent the additional changes since it had appeared among the human. The evolutional sig-
nificance of the amino-acid remnant substitution of 138 A  V of the viruses which were sorted out in November 2009 
on the territory of the South-West Kazakhstan & Kirgizia is not clear enough yet. However, basing on the data of the other 
authors we may suppose that these mutations touch the changes of the coordination of the receptor with the sialic acid. 

Keywords: influenza virus, isolate, pandemic, sequence. 


