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Введение
Бешенство – это острая вирусная инфекция, пора-

жающая центральную нервную систему. Возбудитель – 
РНК-содержащий вирус рода Lyssavirus семейства Rhab-
doviridae. Восприимчивы теплокровные млекопитаю-
щие большинства видов, в том числе человек [1–10].

 Для Российской Федерации проблема бешенства не 
теряет  актуальности. По данным Центра ветеринарии, 
за период после 2000 г. в среднем регистрируется около 
3,5 тыс. неблагополучных пунктов за год и, как видно на  
рис. 1, в целом за этот период линия тренда находится 
в равновесном положении, что указывает на отсутствие 
каких-либо существенных изменений [1, 2, 9, 11–25,].

Наибольшее число неблагополучных пунктов тради-
ционно приходится на Центральный и Приволжский фе-
деральные округа. Территория Тверской области входит 
в состав обширного ареала бешенства, покрывающего 
большую часть ЦФО и, согласно архиву лаборатории 
эпизоотологии ВИЭВ, регулярно демонстрирует вспыш-
ки болезни на протяжении последних 25 лет [8, 12, 13, 
21, 22, 24, 26–29].

Рассматривая ситуацию в Тверской области за послед-
ние 4 года, можно отметить волнообразный характер 
эпизоотического процесса, что объясняется циклично-
стью бешенства природного типа и совпадает с перио-
дами подъёмов и спадов на всей европейской части РФ. 
Так, в 2013 г. было выявлено 93 случая бешенства, в 
2014 г. – 56, в 2015 г. – 115, в 2016 г. – 104, а с января по 
май 2017 г. выявлено 39 случаев бешенства среди живот-
ных. Бешенство регистрировалось практически во всех 
районах Тверской области.

Всего за 2013–2016 гг. зарегистрировано 368 случаев 
бешенства, из которых более 90% представлены слу-
чаями среди диких и домашних плотоядных животных. 
Такая видовая структура заболевания характерна для 
бешенства природного типа, когда болезнь распростра-
няют дикие плотоядные, и объяснима их высокой вос-
приимчивостью к возбудителю инфекции, строением 
ротового аппарата, позволяющего легко наносить уку-
сы, агрессивностью, склонностью к миграции, способ-
ностью к быстрому восстановлению численности попу-
ляции. 

Домашние плотоядные в силу поведенческих осо-
бенностей представляют собой наибольшую группу 
риска заражения при эпизоотиях природного типа, но, 
в условиях относительно холодного климата централь-
ной части России, собаки и кошки сильно привязаны к 
жилью человека, что ведёт к территориальному сегмен-
тированию популяции на изолированные микрокласте-
ры и препятствует длительной циркуляции вируса среди 
животных этих групп из-за их малочисленности и низ-
кой вирулентности природно-очагового вируса лисьего 
экотипа. При этом проводимая программа вакцинопро-
филактики не полностью охватывает популяцию мелких 
домашних животных, и при одновременном наличии 
большого числа безнадзорных животных это приводит к 
нередким заражениям бешенством собак и кошек. Учи-

тывая близость мелких домашних животных к человеку, 
случаи их заболевания представляют огромную эпиде-
миологическую опасность [2, 4, 8, 9, 13, 30–32].

Основным методом борьбы с природным бешенством 
общепризнанно считается оральная вакцинация диких 
плотоядных, которая должна проводиться под контро-
лем её эффективности (поедаемость вакцинных прима-
нок по тетрациклиновому маркёру, наличие вирусней-
трализующих антител в протективных титрах) и с по-
стоянным эпизоотологическим мониторингом. Важным 
элементом в понимании особенностей и механизмов 
территориального продвижения эпизоотий являются 
методы молекулярной эпизоотологии, объединяющие 
молекулярно-генетические исследования и методы но-
зогеографии [17, 22, 28].

Статья написана в рамках выполнения Государствен-
ного задания по программе фундаментальных научных 
исследований государственных академий наук по теме  
«Получить новые знания о генетической структуре ви-
руса классического бешенства, распространённого на 
территории России» (№ 0578-2015-0003).

Целью работы было исследование современных осо-
бенностей эпизоотологического процесса рабической 
инфекции на территории Тверской области с исполь-
зованием геоинформационных систем и молекулярных 
филогенетических исследований.

Материал и методы
Эпизоотологическое  исследование
Иcпoльзoвaны дескриптивные мeтoды cpaвнитeльнo-

иcтopичecкoгo и cpaвнитeльнo-гeoгpaфичecкoгo иссле-
дования, a пpи эпизooтoлoгичecкoм aнaлизe –  мeтoды  
aнaлитичecкoй и экcпepимeнтaльнoй эпизooтoлoгии.

Работа выполнена в  лаборатории эпизоотологии   
ВИЭВ им. Я.Р. Коваленко. Были проанализированы ста-
тистически обработанные данные ежегодной первичной 
отчетности ветеринарных служб Тверской области.

Разработка ГИС-проекта. В разработанном в ла-
боратории эпизоотологии ВИЭВ тематическом проекте 
географической информационной системы (ГИС) были 
построены цифровые нозологические карты  Тверского 
региона и европейской части РФ. На цифровых картах  
отражено эпизоотологическое районирование террито-
рий и с использованием «тепловых» карт  определены 
зоны напряжённости эпизоотологической ситуации за 
различные периоды времени. В ходе работы была ис-
пользована программная платформа  ArcGIS компании 
«ESRI» [7, 21–23, 25, 27, 33–35].

Молекулярно-генетическая характеристика и фи-
логенетический анализ

Материалом для исследования послужили 5 очищен-
ных ПЦР-продуктов, содержащих ген N вируса бешен-
ства (cм. таблицу). Для сравнительного анализа были 
использованы нуклеотидные последовательности гена 
N штаммов вируса бешенства, содержащиеся в базе дан-
ных NCBI. 

Для секвенирования ампликонов использовали те 
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же праймеры, что и  в ПЦР. В работе применяли набор 
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit («Applied Bio-
systems», США) и капиллярный ДНК-секвенатор  ABI 
Prism 3100 («Applied Biosystems», США). Для выравни-
вания нуклеотидных последовательностей и проведения 
филогенетического анализа применяли пакет программ 
DNASTAR v 3.12 («Lasergenе Inc.», США) и  BioEdit 
7.0.1. Для оценки достоверности топологии филогене-
тической дендрограммы был проведен bootstrap-анализ 
с привлечением 1000 псевдореплик.

Результаты 
Эпизоотологическое исследование бешенства на 

территории Тверской области в период с 2013 г. по 
май 2017 г.

С 2013 по 2016 г. в Тверской области выявлено 368 
случаев бешенства животных, а с января по май 2017 
г. – 39 случаев. Основную часть заболевших животных 
составили лисы, енотовидные собаки и домашние пло-
тоядные. На рис. 2 показано процентное распределение 
случаев бешенства среди разных групп животных за пе-
риод с 2013 по май 2017 г.

Анализ полученных данных свидетельствует о том, что 
наибольшее число случаев бешенства в регионе регистри-
ровалось среди диких животных, а именно енотовидных 
собак и лис (51 и 28% соответственно). Доля домашних 
плотоядных (собаки и кошки) составила в целом 17%. 
Среди других групп животных, как диких, так и домаш-
них, регистрировались единичные случаи бешенства. 

Как видно на рис. 3, циклы сезонных подъёмов забо-
леваемости енотовидной собаки почти полностью со-
впадают с циклами сезонности у лисицы, что указывает 
на существующую между ними связь. 

Для исследования особенностей пространственного 
продвижения волны эпизоотии бешенства по террито-
рии Тверской области в ГИС-проекте «Бешенство в Рос-
сийской Федерации», разрабатываемом в лаборатории 
эпизоотологии ВИЭВ, были сформированы серии по-
следовательных нозокарт.

В правой части рис. 4 приведена последовательность 
«тепловых» карт европейской части страны, на которых 
отображена интенсивность эпизоотического процесса 
через градиентную заливку, где жёлтым цветом показа-
ны районы с низкой плотностью регистрации вспышек 
бешенства и красным цветом показаны районы, где плот-
ность расположения вспышек болезни максимальная. В 
левой части рисунка синхронно приведены эпизоотоло-
гические карты Тверской области, где число вспышек в 
каждом районе показано кружками пропорционального 
размера. 

Как видно из карт на рис. 4, за этот период бешенство 
регистрировалось в большинстве районов Тверской об-
ласти, в большей степени затрагивая центр и восток, 
значительно реже демонстрируя активность на западе. 
С января 2013 г. по май 2017 г. наибольшее число слу-
чаев бешенства приходилось на районы, граничащие с 
Московской областью: Калининский (53), Калязинский 
(31), Зубовский (22).

Филогенетический анализ изолятов вируса бешенства, 
выделенных на территории Тверской области

Определена первичная структура гена N вируса бе-
шенства для 5 изолятов из Тверской области. На осно-
вании полученных нуклеотидных последовательностей 
и материалов, опубликованных в базе данных GenBank, 
была построена филогенетическая дендрограмма и про-
веден филогенетический анализ (рис. 5). 

Для филогенетического анализа использовали вак-
цинные и референсные штаммы вируса бешенства ERA, 
SAD B19, SAG 2, RV-97, Moscow 3253, CVS, SRV9, изо-

Естественная история изолятов, использованных для 
молекулярно-генетического анализа

Изолят Вид животного Регион
Tver_8_2014 Енотовидная 

собака
Тверская область, Кесово-

горский район, 600 м от дер. 
Столбово

Tver_13_2014 Собака Тверская область, Кесовогор-
ский район, дер. Федцово

Tver_647_2014 Енотовидная 
собака

Тверская область, Пеновский 
район, урочище  Михайлов-

щина
Tver_127_2015 То же Тверская область, Осташков-

ский район
Tver _125_2015 « « То же
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Рис. 1. Динамика случаев заболевания бешенством животных в 
Российской Федерации за 2000 – 2016 гг.

Рис. 2. Процентное распределение случаев бешенства среди раз-
ных групп животных в Тверской области за 2013 – май 2017 г.

КРС – крупный рогатый скот.
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именно енотовидных собак и лис (51 и 
28% соответственно). При этом ситуация 
по енотовидной собаке в Тверской обла-
сти в значительной степени отличается 
от наблюдаемых процессов на всех дру-
гих территориях страны и является важ-
ной эпизоотологической особенностью. 
Широкое распространение бешенство 
енотовидных собак получило в целом ря-
де регионов европейской части страны, и 
дополнительно к Тверской области  такие 
случаи часто регистрируются в Ярослав-
ской, Московской областях, в несколько 
меньшей степени – в Брянской, Смолен-
ской, Кировской областях. Однако только 
в Тверской области инцидентность среди 
енотовидных собак почти в 2 раза пре-
вышает таковую лисьего бешенства.  В 
данном случае возникает очень важный 
вопрос: является ли енотовидная собака 
резервуаром природного бешенства или 
выступает в качестве очень активного 
амплификатора вируса лисьего экотипа 

без возможности длительного сохранения его в своей 
популяции? Енотовидная собака в условиях холодной 
зимы нередко впадает в спячку, что может служить 
сильным препятствием для непрерывной циркуляции 
вируса в зоне природного очага или, наоборот, обе-
спечивать длительное сохранение хронизированной 
инфекции в течение неблагоприятного периода (так 
называемое «перезимовывание» инфекции). Однако 
по данным ветеринарной отчётности, за весь исследуе-
мый период случаи бешенства у енотовидной собаки 
выявлялись круглый год, причём в зимние месяцы по-
казатель инцидентности был значительно выше реги-
стрируемой заболеваемости в летний период.

Анализ полученных данных показывает, что в усло-
виях Тверской области  енотовидная собака выступает 
в роли вида-индикатора, активно отражая циркуляцию 
вируса бешенства в дикой природе. Поэтому пока нельзя 
точно определить, произошла ли сукцессия природного 
очага с заменой вида-резерванта, и не исключено, что 
лисица остаётся истинным стимулятором эпизоотиче-
ских волн в этом регионе, а енотовидная собака толь-
ко обеспечивает их индикацию. В целом независимо от 
роли енотовидной собаки в эпизоотической цепи любое 
планирование и проведение профилактических вакцина-
ций в дикой природе должны проводиться с обязатель-
ным учётом ее биологии и поведенческих особенностей. 
Одновременно для Тверской и Ярославской областей 
успешность борьбы с бешенством будет напрямую зави-
сеть от интенсивности проведения программ по регули-
рованию численности популяций диких псовых обоих 
видов.

Как видно из графика сезонности (см. рис. 3), наи-
более благоприятным периодом года являются июнь 
– август, что связано с наименьшей мобильностью ди-
ких плотоядных в это время. В связи с этим началом 
эпизоотологического цикла бешенства условно можно 
считать начало лета, и более рациональным, по мне-
нию авторов данной статьи, будет построение графи-
ков и нозологических карт, затрагивающих периоды с 
июня по май. 

Кроме сезонных подъёмов, эпизоотиям природно-
го бешенства присущи периоды цикличных подъёмов 

ляты RV299 и RV1154, а также первичные структуры 
гена N изолятов, выделенных ранее на территории Твер-
ской области.

Размер исследуемого фрагмента составил 1110 нукле-
отидных остатков (н. о.), кодирующих 370 аминокислот. 
На рис. 6 показаны предсказанные последовательности 
аминокислот всех исследуемых изолятов в сравнении с 
некоторыми ранее охарактеризованными и референсны-
ми штаммами вируса бешенства. 

При анализе предсказанных аминокислотных после-
довательностей было установлено, что в позиции 94 
изолят Tver_125_2015 содержит аминокислоту валин 
вместо изолейцина, а в позиции 95 все исследуемые 
изоляты наряду с ранее изученными и изолятом RV299 
(выделен в Туле) содержат триптофан вместо валина, 
пролина и лейцина.

В положении 106 у всех изолятов из Тверской области 
содержится глицин вместо аспарагиновой кислоты. В 
позиции 135 изоляты Tver_8_2014 и Tver_13_2014 со-
держат серин вместо пролина вместе со штаммом CVS и 
изолятами Tver_7574f_2008 и Tver_7575f_2008.

Все изоляты из Тверской области в позиции 217 со-
держат остаток валина вместо изолейцина вместе с изо-
лятом RV299. В позиции 332 изоляты Tver_125_2015, 
Tver_127_2015 и Tver_647_2014 содержат треонин вме-
сто аланина, а в положении 379 у всех исследуемых изо-
лятов и изолятов Tver_7576rd_2008, Tver_7577f_2008, 
Tver_75796f_2008 наблюдали аланин вместо валина или 
метионина. 

По предсказанным аминокислотным последователь-
ностям исследуемые изоляты отличаются от референс-
ных штаммов и других изолятов на 3–4%. Между со-
бой исследуемые изоляты различаются на 0,3–0,8%, а 
от других изолятов из Тверской области отличаются на 
0,5–1,4%. 

Обсуждение
Эпизоотологическое исследование бешенства на тер-

ритории Тверской области в период с 2013 по май 2017 г.
Как следует из данных эпизоотологической статисти-

ки, наибольшее число случаев бешенства в Тверской 
области регистрировалось среди диких животных, а 
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Рис. 3. Сезонное распределение случаев бешенства среди разных групп живот-
ных в Тверской области за январь 2013 г. – май 2017 г.
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Рис. 4. Карты распределения вспышек бешенства животных по районам Тверской области в сравнении с картами плотности вспы-
шек бешенства на европейской части Российской Федерации за период с июня 2013 г. по май 2017 г. (ГИС-проект ВИЭВ).
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и спадов, затрагивающих несколько лет (см. рис. 1). В 
рассматриваемом временном отрезке январь 2013 г. – 
май 2017 г. Тверская область была вовлечена в сильный 
эпизоотический подъём бешенства 2014 – 2015 гг. на ев-
ропейской части страны. 

Анализ в ГИС особенностей распределения бешен-
ства на европейской части  позволяет выделить не-
сколько территориальных кластеров со своими ядрами, 
почти сливающимися в годы максимального подъёма 
и более отчётливо определяющимися в периоды отно-
сительного улучшения эпизоотической ситуации. На-
личие кластеризации ареала бешенства подтверждает-
ся ранее проводимыми исследованиями антигенного и 
генетического разнообразия полевых изолятов вируса, 
полученных из разных регионов страны [4, 7, 11, 14–
16, 20, 24].

Филогенетический анализ изолятов вируса бешенства, 
выделенных на территории Тверской области

Было проведено молекулярно-генетическое иссле-
дование 5 образцов (очищенных ПЦР-продуктов), со-
держащих нуклеопротеин вируса бешенства. Благодаря 
применению моноклональных антител с 70-х годов ХХ 
века стали возможными изучение разнообразия ангиген-
ной структуры лиссавирусов, идентификация серотипов 
и антигенных вариантов вируса бешенства. В результа-
те многих исследований  штаммы и изоляты вируса бе-
шенства, выделенные на территории России и ближнего 
зарубежья, были разделены на несколько групп: Евра-
зийскую, Кавказскую, Северо-Европейскую (Северо-
Восточно-Европейскую), Центральную и Арктическую. 
В соответствии с  данными литературы характерной 
особенностью Центральной группы является наличие в 
позиции 217 нуклеопротеина остатка валина, в то вре-
мя как у всех представителей других филогенетических 
групп из России в этой позиции имеется остаток изолей-
цина [4, 7, 11, 14–16, 20, 24].

Было установлено по аминокислотному составу, что 
на заданном участке генома исследуемые изоляты от-
личаются от референсных штаммов и других изоля-
тов на 3– 4%, а между собой – на 0,3– 0,8%, от других 

изолятов из Тверской области –  на 
0,5–1,4%. Так, изоляты Tver_8_2014 
и Tver_13_2014 на заданном участ-
ке генома практически идентич-
ны по отношению друг к другу, 
как и изоляты Tver_127_2015 и 
Tver_647_2014. Существенные раз-
личия наблюдаются при сравнении с 
вакцинными штаммами. Изолят RV 
299, выделенный в Туле, филогене-
тически близок к изолятам из Твер-
ской области, образуя вместе с ними 
отдельный кластер на дендрограмме 
и имея в позиции 217 характерную 
для Центральной группы замену 
изолейцина на валин.  

В ходе предыдущих исследова-
ний было неоднократно показано,  
что изоляты вируса бешенства, вы-
деленные на одной территории или 
близлежащих территориях, генети-
чески наиболее близки и имеют ха-
рактерные молекулярные отличия. 
Были выявлены «маркёрные» заме-
ны в последовательностях амино-

кислот нуклеопротеина, позволяющие предположить 
принадлежность изолята к той или иной группе вируса 
бешенства [14, 20, 27].

Выводы
Анализ эпизоотологических особенностей распро-

странения бешенства в Тверской области позволяет сде-
лать ряд выводов.

Бешенство животных в области регулярно регистри-
ровалось на протяжении последних 25 лет, что на осно-
вании данных о видовом составе заболевших, характер-
ной  сезонности и цикличности позволяет говорить о 
наличии в регионе непрерывной эпизоотии природно-
очаговогого типа.

К уникальной особенности течения эпизоотии бешен-
ства в Тверской области можно отнести превалирование 
случаев болезни среди енотовидных собак, что в обяза-
тельном порядке необходимо учитывать при планирова-
нии и проведении противоэпизоотических мероприятий.

Пространственный анализ распространённости бе-
шенства на европейской территории РФ в ГИС позво-
ляет провести кластеризацию ареала болезни, которая 
объединяет Тверскую область с соседними регионами в 
одну территориальную группу.

Проведённый филогенетический анализ полевых 
изолятов вируса бешенства, выделенных на террито-
рии Тверской области, позволяет сделать заключение 
об их значительном родстве и отнести к Центральной 
филогенетической группе. Это подтверждает пред-
положение о продвижении эпизоотических волн на 
ограниченной территории – внутри одного террито-
риального кластера. 

Выделение в Тульской области изолята, филогенети-
чески близкого к изолятам Тверской области, указыва-
ет на возможность вирусного обмена между Тверской, 
Московской и Тульской областями, входящими в один 
территориальный кластер. Косвенно на межрегиональ-
ное влияние указывает смещение фокуса неблагопо-
лучия на пограничные районы Тверской и Московской 
областей.
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Рис. 5. Филогенетическая дендрограмма, полученная на основании данных о первичной 
структуре гена N вируса бешенства.
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Рис. 6. Предсказанные последовательности аминокислот исследуемых изолятов в сравнении с некоторыми ранее охарактеризован-
ными и референсными штаммами вируса бешенства.

Данные сопряжённого геоинформационного и фило-
генетического анализа позволили выявить признаки  
топо- и типологического единства эпизоотического 
процесса в реальных границах неблагополучного тер-
риториального кластера. На основании этого можно 
сделать предположение, что территориальный кластер 
в Тверской и сопредельных областях является само-
стоятельным природным очагом бешенства в соответ-
ствии с канонами учения о природной очаговости ин-
фекций [12, 15].

Исходя из вышесказанного можно рекомендовать пла-
нирование и проведение всех противоэпизоотических 
мероприятий исключительно на основе межрегиональ-
ной координации с учётом структуры территориальных 
кластеров ареала болезни. Отсутствие чёткой коорди-
нации в настоящий момент с большой вероятностью  
является одной из причин слабых успехов проводимой 
оральной иммунизации диких плотоядных.
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ЦИТОТОкСИЧЕСкИЕ СВОЙСТВа ТРИТЕРПЕНОВОГО СаПОНИНа ТаУРОЗИДа 
Sx1 И ЕГО ВОЗДЕЙСТВИЕ На ВИЧ-1 И ГРИППОЗНУЮ ИНФЕкЦИЮ У МЫШЕЙ

1 Медицинская академия им. С.И. Георгиевского ФГАОУ ВО «Крымский федеральный университет им. В.И. Вернадского»  
Минобрнауки России, 295051, г. Симферополь, Крым; 
2 Институт вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиоло-
гии имени почетного акaдемика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098, г. Москва

Тритерпеновый сапонин таурозид Sx1, полученный из листьев плюща крымского Hedera taurica Carr. 
(семейство Araliaceae), был исследован в плане его цитотоксической активности в отношении линий 
лимфобластоидных клеток MT-4, Jurkat-tat, U937 и моноцитов периферической крови человека. Также 
была проведена оценка способности сапонина влиять на репликацию ВиЧ-1 in vitro. Кроме того, была 
изучена способность таурозида Sx1 увеличивать выживаемость мышей, заражённых вирусом гриппа А/
WSN/1/33(H1N1), и усиливать иммунный ответ животных, иммунизированных коммерческой гриппозной 
вакциной Гриппол®. Показано, что таурозид Sx1 наполовину подавляет жизнедеятельность клеток линии 
MT-4 в концентрации 25 мкг/мл, иК50 33,3 микроМоль/Л (50% ингибирующая концентрация, метилтетразо-
лиевый тест). В концентрации 5 мкг/мл он не проявлял токсических свойств по отношению ко всем ис-
следованным линиям клеток и умеренно ингибировал продукцию p24 ВиЧ в клетках линии Jurkat-tat. В 
меньших концентрациях таурозид Sx1 также не стимулировал продукцию p24 ВиЧ. Было установлено, 
что пероральное введение 200 мкг таурозида Sx1 мышам, инфицированным вирусом гриппа, вызывает 
1,5-кратное увеличение их выживаемости по сравнению с выживаемостью заражённых мышей в контро-
ле. Пероральное введение сапонина усиливало иммунопотенцирующее действие субъединичной грип-
позной вакцины, вводимой внутримышечно. Продукция антител была значительно выше у животных, 
получавших таурозид Sx1 перорально после первичной или повторной иммунизации. У вакцинированных 
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