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Введение. Коронавирусы крупного рогатого скота (BCoV) – причина диарей, респираторных болезней те-
лят и зимней дизентерии коров. Актуально изучение генетического разнообразия этих вирусов. 
Цель работы – изучение генетического полиморфизма изолятов BCoV, циркулирующих среди молочного 
скота в Сибири. 
Материалы и методы. В работе использован биоматериал, взятый у падших или вынужденно забитых жи-
вотных до начала исследования. Мишень для амплификации – нуклеотидные последовательности участ-
ков генов S и N. Филогенетические дендрограммы строили с использованием метода максимального правдо-
подобия в программе MEGA 7.0. 
Результаты. По результатам ОТ-ПЦР геном вируса присутствовал в пробах биоматериала от телят с ди-
арейным (16,3%) и респираторным (9,9%) синдромами. Первичные нуклеотидные последовательности 
участка гена S определили для 18, а гена N – для 12 изолятов. На основе гена S изоляты разделились на 
две клады с двумя подкладами в каждой. В первую подкладу первой клады (европейская линия) вошли 
11 изолятов. Во вторую подкладу, включающую классические штаммы Квебек и Мёбус, исследуемые изоля-
ты не входили. В первой подкладе второй клады (американо-азиатская линия) оказались 6 исследованных 
изолятов. Ко второй подкладе (смешанная линия) отнесли один изолят. На основе гена N получили две 
клады, одна из которых включала две подклады. В первую подкладу первой клады вошли 3 изолята (аме-
рикано-азиатская линия), а во вторую – один (смешанная линия). Во второй кладе (смешанная) оказались 
8 изолятов. Различий между диарейными и респираторными изолятами, а также зависимости от их геогра-
фического местоположения не установили. 
Заключение. Исследованная популяция изолятов BCoV носит неоднородный характер. Анализ нуклеотид-
ных последовательностей является полезным инструментом для изучения молекулярной эпизоотологии 
коронавирусных инфекций и решения вопроса о применении вакцин в конкретном регионе. 
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Genetic diversity of Siberian bovine coronavirus isolates 
(Coronaviridae: Betacoronavirus: Betacoronavirus-1)
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Introduction. Bovine coronaviruses (BCoVs) are causative agents of diarrhea, respiratory diseases in calves and 
winter cow dysentery. The study of genetic diversity of these viruses is topical issue. 
The purpose of the research is studying the genetic diversity of BCoV isolates circulating among dairy cattle in Siberia. 
Materials and methods. Specimens used in this study were collected from animals that died or was forcedly 
slaughtered before the start of the study. The target for amplification were nucleotide sequences of S and N gene 
regions. 
Results. Based on the results of RT-PCR testing, virus genome was present in 16.3% of samples from calves 
with diarrheal syndrome and in 9.9% with respiratory syndrome. The nucleotide sequences of S gene region were 
determined for 18 isolates, and N gene sequences - for 12 isolates. Based on S gene, isolates were divided into two 
clades each containing two subclades. First subclade of first clade (European line) included 11 isolates. Second 
one included classic strains Quebec and Mebus, strains from Europe, USA and Korea, but none of sequences from 
this study  belonged to this subclade. 6 isolates belonged to first subclade of second clade (American-Asian line). 
Second subclade (mixed line) included one isolate. N gene sequences formed two clades, one of them included 
two subclades. First subclade included 3 isolates (American-Asian line), and second subclade (mixed) included one 
isolate. Second clade (mixed) included 8 sequences. No differences in phylogenetic grouping between intestinal 
and respiratory isolates, as well as according to their geographic origin were identified. 
Conclusion. The studied population of BCoV isolates is heterogeneous. Nucleotide sequence analysis is a useful 
tool for studying molecular epidemiology of BCoV. It can be beneficial for choice of vaccines to be used in a 
particular geographic region. 
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Введение
Коронавирус крупного рогатого скота (Bovine coro-

navirus – BCoV) принадлежит к порядку Nidovirales, 
семейству Coronaviridae, роду Betacoronavirus-1 [1]. 
Геном вируса представлен одноцепочечной положи-
тельно заряженной РНК (рибонуклеиновая кислота) 
размером около 32 Kb и включает 10 открытых рамок 
считывания (ORF), фланкированных 5’- и 3’-нетранс-
лируемыми областями [2]. Это оболочечный вирус 
диаметром примерно 100–120 нм с пятью структур-
ными белками: 

– шиповидный гликопротеин (S); 
– интегральный мембранный белок (М); 
– гликопротеин – гемагглютинин-эстераза (HE); 
– малый мембранный белок (E); 
– нуклеокапсидный фосфопротеин (N) [3]. 
Белок N богат основными аминокислотами и напря-

мую связан с геномной РНК, образуя геликоидальный 
нуклеокапсид. Он выполняет функции, связанные 
с вирусным патогенезом, транскрипцией и реплика-
цией. Его часто используют для молекулярной диагно-
стики BCoV, поскольку это высококонсервативный 
белок, экспрессирующийся в больших количествах 
во время репликации вируса [4, 5]. Гликопротеин S 
выполняет две основные биологические функции – 
прикрепление вируса к клеткам-мишеням и слияние 
с клеточной мембраной. Ген этого белка менее кон-
сервативен, подвергается селективному прессингу со 
стороны иммунной системы, что используется виру-
сом для уклонения от иммунного ответа организма, 
но также пригоден в качестве мишени для молекуляр-
ного анализа [6]. 

BCoV  распространены повсеместно [7–11] и, кроме 
основного хозяина, инфицируют широкий спектр до-
машних и диких жвачных животных и даже человека, 
вызывая у них сходный симптомокомплекс [5, 12–15]. 

Предполагается, что генетическое разнообразие 
BCoV является низким по сравнению с другими чле-
нами семейства, но они принадлежат к группе быстро 
развивающихся вирусов, для которых характерно 
постоянное создание новых вариантов [16]. Эта пла-
стичность может обеспечить эволюционное преиму-
щество в быстро меняющихся условиях, позволяя 
адаптироваться к различным тканям и хозяевам, избе-
гать иммунного ответа хозяина и даже преодолевать 
межвидовые барьеры [16–18]. 

Инфекции BCoV связаны с диарейным синдромом 
у новорождённых телят [19, 20, 26], заболеваниями 
дыхательных путей у молочных телят и откормоч-
ного скота [21–24], а также зимней дизентерией 
у взрослых животных [5] и приводят к значитель-

ным экономическим потерям в промышленном жи-
вотноводстве [9].

Несмотря на некоторые различия в гене S между 
кишечными и респираторными изолятами, до сих пор 
не выявлены маркеры (антигенные или генетические), 
позволяющие различать их между собой [14, 15, 18].

Недавнее появление и распространение SARS-
CoV-2 вновь привлекло внимание к коронавирусам 
и их эволюционному потенциалу [25]. Было проде-
монстрировано, что высокая скорость мутаций и ре-
комбинаций способствует возникновению генотипи-
ческой и фенотипической изменчивости коронавиру-
сов других родов [18]. 

Изменения в различных частях генома этих виру-
сов являются результатом протяжённых генных де-
леций, гомологичных рекомбинаций РНК и мутаций, 
напрямую влияющих на тканевый тропизм. Частота 
мутаций у BCoV является довольно высокой. Неза-
висимо от рассматриваемого гена, скорость эволюции 
оценивается примерно в 10–3–10–4 замен/участок/год, 
что находится в пределах типичного диапазона этих 
вирусов [15, 16, 18].

Оценка картины географического распространения 
свидетельствует о двух генетических кластерах – ев-
ропейском и американо-азиатском [16], отличающихся 
друг от друга [18]. Считается, что предок BCoV появил-
ся в 1940-е гг. в США и что две географически разные 
линии разошлись в 1960–1970-е гг., при этом до сих пор 
не обнаружено генетического смешения [18].

Несмотря на то что коронавирусная инфекция круп-
ного рогатого скота регистрируется в нашей стране 
с прошлого века [26], исследования по филогенетиче-
скому анализу изолятов вируса не проводились.

В связи с этим целью настоящей работы являлось 
изучение генетического полиморфизма изолятов BCoV, 
циркулирующих среди высокопродуктивного молочно-
го скота в Сибири. 

Материалы и методы
Исследования проводили в течение 5 лет на круп-

ных молочных комплексах и молочно-товарных хо-
зяйствах, расположенных в Тюменской, Омской, 
Томской, Новосибирской, Иркутской областях, Ал-
тайском и Красноярском краях в период вспышек 
массовых желудочно-кишечных и респираторных 
болезней животных. На момент исследований вак-
цинация против данной инфекции не проводилась. 
Работу вели во время массовых эпизоотологических 
обследований на наличие возбудителей вирусно-бак-
териальных инфекций крупного рогатого скота. Все-
го исследовали 1508 проб биоматериала, полученных 
до начала исследования от 116 вынужденно убитых 
и павших телят в возрасте от 10 дней до 6 месяцев. 
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От каждого животного отбирали пробы органов же-
лудочно-кишечного и респираторного трактов (не 
менее 15), доставляли в лабораторию в заморожен-
ном состоянии или транспортной среде в течение 
не более 12 ч с момента отбора, где хранили при 
–80 °C. Перед исследованием их гомогенизировали 
и готовили 10% суспензии на физиологическом рас-
творе, которые центрифугировали в течение 15 мин 
при 3000 об/мин. Для выделения РНК использовали 
по 100 мкл осветлённого супернатанта. 

Авторы подтверждают соблюдение институци-
ональных и национальных стандартов по исполь-
зованию лабораторных животных в соответствии 
с CONSENSUS AUTHOR GUIDELINES FOR 
ANIMAL USE (IAVES 23 JULY 2010).

Экстракция РНК и обратная транскрипция
РНК выделяли из 100 мкл гомогенизата органов 

с помощью набора «РИБО-преп» (производства 
ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, Рос-
сия) в соответствии с рекомендациями производи-
теля. Очищенную РНК ресуспендировали в 50 мкл 
РНК-буфера. Для проведения обратной транскрипции 
(ОТ) использовали 10 мкл выделенной РНК. Реакцию 
проводили с помощью набора «Реверта-L» (произ-
водства ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, 
Россия) в соответствии с рекомендациями производи-
теля. После проведения реакции объём пробы состав-
лял 40 мкл.

Выявление BСoV с помощью ПЦР 
Для выявления РНК BCoV использовали праймеры 

и зонд 5-CTAGTAACCAGGCTGATGTCAATACC-3,  
5-GGCGGAAACCTAGTCGGAATA-3, 5-(FAM)CG-
GCTGACATTCTCGATC-(BHQ1)-3 [27]. Для контроля 
эффективности полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
использовали праймеры и зонд на ген GAPDH круп-
ного рогатого скота (5-GATGGTGAAGGTCGGAGT-
GAAC-3, 5-GTCATTGATGGCGACGATGT-3, 5-(ROX)- 
C T G G T C A C C A G G G C T G C T T- 3 ( B H Q 2 ) )  
[28]. ПЦР проводили в 30 мкл смеси, содержа-
щей 5 мкл кДНК (комплементарная дезоксири-
бонуклеиновая кислота), 10 пмоль каждого прай-
мера и зонда, готовую смесь реактивов «Био-
Мастер ОТ-ПЦР-РВ» («Биолабмикс», Россия). 
Программа амплификации: 5 мин 95 °C, затем 45 цик-
лов 95 °C 15 с и 60 °C 1 мин. 

ПЦР-амплификация генов S и N 
Фрагменты генов S и N амплифицировали в образ-

цах BCoV-положительных проб. Для амплификации 
фрагмента гипервариабельного участка гена S разме-
ром 622 пары нуклеотидов (п.н.) использовали прай-
меры S1 (CTTATAAGTGCCCCCAAACTAAAT) и S2 
(CCTACTGTGAGATCACATGTTTG) [27]. Для ам-
плификации фрагмента гена N размером 454 п.н. ис-
пользовали праймеры BCoV1 (CGATGAGGCTATTC-
CGAC и BCoV2 (TGTGGGTGCGAGTTCTGC) [29]. 
ПЦР проводили по программе для выявления BСoV. 
Продукты амплификации разделяли в агарозном ге-

ле и очищали с помощью набора Omega Biotek Gel 
Extraction Kit (Omega Bio-tek, Inc., США) в соответ-
ствии с инструкцией производителя.

Полученные нуклеотидные последовательности 
анализировали при помощи пакетов программ Laser-
gene 11.1.0 (DNASTAR, США). Выравнивание после-
довательностей проводили с использованием метода 
MUSCLE. Филогенетическая дендрограмма была по-
строена с использованием метода максимального прав-
доподобия в программе MEGA 7.0. Топологию ветвей 
дендрограммы подтверждали методом бутстрэп-анали-
за (1000 шагов репликации) [30]. Для построения де-
ревьев использовали модель General Time Reversible 
(GTR), гамма-распределение вариации частот между 
сайтами (G + I).

Результаты
Всего за 5-летний период обследовали 69 молоч-

ных хозяйств из пяти областей и двух краёв Западной 
и Восточной Сибири. По результатам ОТ-ПЦР геном 
вируса был обнаружен в 246 (16,3%) пробах биома-
териала от телят с диареями и в 149 (9,9%) пробах 
с респираторным синдромом, из которых первичные 
нуклеотидные последовательности удалось опреде-
лить для 18. Данные суммированы в таблице.

Для 12 исследуемых изолятов были получены после-
довательности нуклеотидов участков генов S и N, ещё 
для 6 изолятов – только последовательности участка 
гена S. Нуклеотидная идентичность полученных после-
довательностей составила 96,1–100% по гену N и 91,9–
100% по гену S. Секвенированные последовательно-
сти были депонированы в базу данных GenBank под 
номерами OP651999–OP652028.

В результате анализа полученных последовательно-
стей с использованием метода максимального прав-
доподобия (модель GTR) были построены филогене-
тические дендрограммы с низкой статистической под-
держкой клад. 

На основе филогенетического анализа участка по-
следовательности гена гликопротеина S исследуемые 
изоляты и референтные штаммы разделились на две 
клады с двумя подкладами в каждой. В первую под-
кладу (1.1) первой клады входили 11 исследуемых изо-
лятов (S16, S22, S24, S25, S26, S27, S29, S34, S35, S36 
и S49), а также референтные штаммы из Европы и Из-
раиля (европейская линия). Во вторую подкладу (1.2) 
входили классические штаммы вируса Квебек и Мёбус, 
а также штаммы из Европы, США и Южной Кореи. 
Исследованные изоляты к ней не относились. В первой 
подкладе второй клады (2.1) оказались 6 исследуемых 
изолятов (S3, S5, S7, S8, S13 и S20), а также штаммы 
из США, Китая и Южной Кореи (американо-азиатская 
линия). Ко второй подкладе (2.2) отнесли один иссле-
дуемый изолят (S46) и штаммы из Южной Кореи, Ев-
ропы, США (смешанная линия). Данные представлены 
на рис. 1.

На основе филогенетического анализа участка по-
следовательности гена нуклеокапсида N исследуемые 
изоляты и референтные штаммы разделились на две 
клады, одна из них включала две подклады. В первую 
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подкладу (1.1) входили 3 исследуемых штамма (N3, N5 
и N20), а также штаммы из Китая, Южной Кореи, Таи-
ланда, США и Бразилии (американо-азиатская линия). 
Во вторую подкладу (1.2) входил один исследуемый 
изолят (N34), классические штаммы Квебек и Мёбус, 
а также штаммы из Германии, Южной Кореи, Китая 
и Индии (смешанная линия). Во второй кладе (2) ока-
зались 8 исследуемых штаммов (N22, N 24, N25, N26, 
N29, N36, N46 и N49), а также штаммы из Китая, Евро-
пы, Ирана и Индии (смешанная линия). Данные пред-
ставлены на рис. 2.

Различий в географическом распространении изо-
лятов вируса не обнаружили. Изоляты, относящиеся 
к одной кладе, были распространены в различных ре-
гионах, не связанных между собой.

Обсуждение
Для определения и сравнения биологических, ан-

тигенных и генетических характеристик штаммов 
BCoV, выделенных от крупного рогатого скота с ре-
спираторными и кишечными инфекциями, были про-
ведены многочисленные исследования [31–38]. Фи-
логенетические деревья, построенные на основе ча-
стичных последовательностей участков генов S и N, 
показали, что происхождение образцов из дыхатель-
ной или пищеварительной систем не оказало суще-
ственного влияния на размещение в них. 

Нами исследованы образцы из семи регионов Си-
бири, взятые у животных из хозяйств с интенсивным 
типом ведения животноводства. В часть из них осу-

ществлялся завоз высокопродуктивных животных 
из стран Европы и Северной Америки, но бо́льшая 
часть проб была получена от аборигенного скота. Раз-
личий между кишечными и респираторными изолята-
ми, полученными из хозяйств с разным типом ведения 
скотоводства, а также зависимости от географического 
местоположения региона и страны происхождения жи-
вотных также не установлено. 

Результаты показали неодинаковое распределение 
нескольких изолятов вируса по кладам и подкладам. 
Так, изоляты S3, S5, S20 по гену S относились к под-
кладе 2.1, а по гену N – к подкладе 1.1. Изоляты S22, 
S24, S25, S26, S27, S29, S36 и S49 по гену S класси-
фицировались как 1.1, а по гену N отнеслись к кла-
де 2. Изолят S34 по гену S относился к подкладе 1.1, 
а по гену N – к подкладе 1.2. Бо́льшая часть из них 
была выделена от аборигенного скота, а меньшая – 
от импортированного. Так, изолят S22, отнесённый на-
ми к подкладе 1.1 по гену S и кладе 2 по гену N (европей-
ские штаммы), был выделен от животных, завезённых 
из Германии и Канады и смешанных в одном хозяйстве. 
Изоляты S46 и S49, принадлежащие к подкладе 2.2 
по гену S (европейские штаммы) и кладе 2 по гену N 
(смешанные штаммы), выделены от телят, завезённых 
из стран Европы. 

Таким образом, исследованная популяция сибирских 
изолятов BCoV  носит неоднородный характер, так как 
одни и те же изоляты были отнесены к различным кла-
дам и подкладам. По гену S бо́льшая часть изолятов 
была отнесена к европейской линии, а меньшая – к аме-

Таблица. Результаты выявления коронавируса методом ПЦР в режиме реального времени в пробах биоматериала от телят  
в регионе Сибири и секвенирования
Table. The results of detection of coronavirus by real-time PCR in samples from calves in the Siberian region and sequencing 

Регион 
Region

Исследовано  
проб/хозяйств, n

Researched  
samples/farms, n

Количество положительных проб, %
Number of positive samples, %

Номера секвенированных  
последовательностей в GenBank

Numbers of obtained sequences deposited in GenBank

диарейный синдром
diarrheal syndrome

респираторный синдром
respiratory syndrome

ген S
gene S

ген N
gene N

Тюменская  
область
Tumen 

280/12 2,8 1,9 OP652009, 
OP652020,
OP652022

OP652010, 
OP652021

Омская область 
Omsk 

196/6 2,1 1,2 OP652007, 
OP652017

OP652008

Томская область 
Тоmsk 

97/6 1,1 1,4 OP652027 OP652028

Новосибирская 
область
Novosibirsk

250/12 3,2 1,6 OP652004, 
OP652023

OP652024

Алтайский край
Altay 

470/23 4,1 2,5 OP651999,
OP652001,
OP652003,
OP652005,
OP652006, 
OP652013,
OP652015, 
OP652018

OP652000,
OP652002, 
OP652014
OP652016, 
OP652019

Красноярский край
Krasnoyarsk

125/6 1,8 0,7 OP652025 OP652026

Иркутская область
Irkutsk 

90/4 1,2 0,6 OP652011 OP652012

Всего
Total

1508/69 16,3 9,9 18 12
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EU814647.1_Bovine_coronavirus_strain_438/06-TN
BCov_S_49

KF169938.1_Bovine_coronavirus_isolate_SWE/M/10-2
KM677165.1_Bovine_coronavirus_isolate_B32/11
KM677168.1_Bovine_coronavirus_isolate_B37/11
KM677174.1_Bovine_coronavirus_isolate_D71-73F
KM677175.1_Bovine_coronavirus_isolate_K12/10
KT318120.1_Bovine_coronavirus_isolate_BCoV/FRA/EPI/Caen/2013/10

KY612617.1_Bovine_coronavirus_isolate_AT13
BCov_S_16

KY612618.1_Bovine_coronavirus_isolate_AT15
KY612619.1_Bovine_coronavirus_isolate_SK21735
KY612620.1_Bovine_coronavirus_isolate_SKcrevo
MK989622.1_Bovine_coronavirus_clone_U1
MW771520.1_Bovine_coronavirus_isolate_2703
OL477639.1_Bovine_coronavirus_strain_PL/2014/Op1/I/BCoV
OL477643.1_Bovine_coronavirus_strain_PL/2014/Pod1/I/BCoV
OL477650.1_Bovine_coronavirus_strain_PL/2014/Wlkp2/I/BCoV

OL477652.1_Bovine_coronavirus_strain_PL/2014/Wlkp4/I/BCoV
MK989624.1_Bovine_coronavirus_clone_S8

MK989623.1_Bovine_coronavirus_clone_T5
MG757144.1_Bovine_coronavirus_isolate_strain_ICSA17-LBA

BCov_S_24
BCov_S_22
BCov_S_25
BCov_S_26
BCov_S_27

OL477651.1_Bovine_coronavirus_strain_PL/2014/Wlkp3/I/BCoV
MW771521.1_Bovine_coronavirus_isolate_1262
MG757143.1_Bovine_coronavirus_isolate_strain_ICSA4-EN

BCov_S_36
BCov_S_35
BCov_S_34
BCov_S_29

1.1

U00735.2:23641-27732_Bovine_coronavirus_strain_Mebus
OL477647.1_Bovine_coronavirus_strain_PL/2014/Wlkp1/II/BCoV
AF181469.1_Bovine_coronavirus

JQ741969.1_Bovine_coronavirus_isolate_Nebraska_(NVSL)
EU401989.1_Bovine_coronavirus_strain_BC94
EU401988.1_Bovine_coronavirus_isolate_SUN5
EU401987.1_Bovine_coronavirus_isolate_A3
EF193075.1_Bovine_coronavirus_strain_V270

AF220295.1:23655-27746_Bovine_coronavirus_strain_Quebec

1.2

JQ741952.1_Bovine_coronavirus_isolate_OSU-665NS-09
BCov_S_8

MK046009.1_Bovine_coronavirus_isolate_HT315
MK903506.1_Bovine_coronavirus_isolate_BCoV/CH/HB-BD/2019
MN982175.1_Bovine_coronavirus_isolate_BCOV-China/SWUN/B2/2018
MW521176.1_Bovine_coronavirus_strain_HLJ/QQHR-2/2020
MW521183.1_Bovine_coronavirus_strain_HLJ/DQ-9/2020
MW711294.1_Bovine_coronavirus_strain_SWUN/XC-7/2020
MZ603735.1_Bovine_coronavirus_isolate_BCoV-S/CN/HB-SJZ/2021

BCov_S_5
BCov_S_3

BCov_S_13
JQ741965.1_Bovine_coronavirus_isolate_OSU-554BAL-09

JX536392.1_Bovine_coronavirus_isolate_OSU-3166NS-09
JQ741957.1_Bovine_coronavirus_isolate_OSU-787NS-09
JQ741950.1_Bovine_coronavirus_isolate_OSU-43NS-08

BCov_S_7
BCov_S_20

MK318151.1_Bovine_coronavirus_isolate_3897

2.1

OM632715.1_Bovine_coronavirus_strain_BRA/PR-323-425/2019
OM632714.1_Bovine_coronavirus_strain_BRA/PR-227-840/2018

NC_003045.1:23641-27732_Bovine_coronavirus_isolate_BCoV-ENT
MK318161.1_Bovine_coronavirus_isolate_2344
MK046010.1_Bovine_coronavirus_isolate_HT316
KP059127.1_Bovine_coronavirus_strain_Arg95TC
KP059126.1_Bovine_coronavirus_strain_B5324
KM985631.1_Bovine_coronavirus_strain_HLJ-14/CHN
KF272919.1_Bovine_coronavirus_isolate_RVLC7
KF169927.1_Bovine_coronavirus_isolate_SWE/I/07-3
KF169918.1_Bovine_coronavirus_isolate_DEN/05-3
KF169913.1_Bovine_coronavirus_isolate_DEN/03-1
JQ741967.1_Bovine_coronavirus_isolate_OSU-542BAL-09
JQ741949.1_Bovine_coronavirus_isolate_OSU-AN5-00
HE616740.1_Bovine_coronavirus_isolate_VB_24/11/CIEGO_DE_AVILA/2011
HE616739.1_Bovine_coronavirus_VB_16/10/CIENFUEGOS/2010
EU686689.1_Bovine_coronavirus_isolate_0501
EU401986.1_Bovine_coronavirus_isolate_0502

BCov_S_46
AY935645.1_Bovine_coronavirus_isolate_KWD9
AY935637.1_Bovine_coronavirus_isolate_KWD1

2.2
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Рис. 1. Филогенетическая дендрограмма, 
построенная на основе участка последова-

тельности гена гликопротеина S коронавируса 
крупного рогатого скота. Бутстрэп-поддержка 

указана около каждого узла дендрограммы. 
Штаммы, полученные в данной работе, отме-
чены чёрным кругом (●). Референтные штам-
мы отмечены чёрным квадратом (■). Штаммы 
из базы данных GenBank, присутствующие на 
рис. 1 и 2, отмечены белым треугольником (∆).  

Для штаммов из базы данных GenBank ука-
заны название и идентификационный номер. 

Номер клады указан справа от квадратной 
скобки.

Fig. 1. Phylogenetic dendrogram based on the 
bovine coronavirus glycoprotein S gene sequence 
region. Bootstrap support is indicated near each 
node of the dendrogram. The strains obtained in 

this work are marked with a black circle (●). Ref-
erence strains are marked with a black square (■).  
Strains from the GenBank database present in fig. 
1 and 2 are marked with a white triangle (∆). For 
strains from the GenBank database, the name and 

identification number are indicated. The clade 
numbers are indicated to the right of the square 

brackets.
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MK757494.1 Bovine coronavirus strain BCoV-GX-NN190220
MN894884.1 Bovine coronavirus strain BCoV/CH/GS-1/2019
MK757493.1 Bovine coronavirus strain BCoV-GX-HC181120
MK757492.1 Bovine coronavirus strain BCoV-GX-NN190313
MK688458.1 Bovine coronavirus isolate QHHZ1
MK095172.1 Bovine coronavirus strain BCOV-China/SWUN/HN2/2018
MK095169.1 Bovine coronavirus strain BCOV-China/SWUN/LN4/2018
MK095166.1 Bovine coronavirus strain BCOV-China/SWUN/LN1/2018
MK095164.1 Bovine coronavirus strain BCOV-China/SWUN/ SX1/2018
MK095162.1 Bovine coronavirus strain BCOV-China/SWUN/SC2/2017
MH475915.1 Bovine coronavirus isolate QHGC1
EU401982.1 Bovine coronavirus isolate 0512
EU401980.1 Bovine coronavirus isolate 0501

NC 003045.1:29393-30739 Bovine coronavirus isolate BCoV-ENT
OM632709.1 Bovine coronavirus strain BRA/PR-227-840/2018

OM632711.1 Bovine coronavirus strain BRA/PR-323-425/2019
BCov N 20

BCov N 3
BCov N 5

MK903505.1 Bovine coronavirus isolate BCoV/CH/HB-BD/2019
KM985634.1 Bovine coronavirus strain HLJ-14/CHN

MF737175.1 Bovine coronavirus strain TWD4

1.1

BCov N 34
AF220295.1:29409-30755 Bovine coronavirus strain Quebec

EF193073.1 Bovine coronavirus strain L9
EF193074.1 Bovine coronavirus strain V270

EU401983.1 Bovine coronavirus isolate A3
EU401984.1 Bovine coronavirus isolate SUN5
EU401985.1 Bovine coronavirus strain BC94

FJ556872.1 Bovine coronavirus strain YC
U00735.2:29397-30743 Bovine coronavirus strain Mebus

OL960026.1 Bovine coronavirus isolate BNS55
OL990397.1 Bovine coronavirus isolate BFS-93

1.2

BCov N 46
MW074864.1 Bovine coronavirus isolate bcovizsm

KX266233.1 Bovine coronavirus strain BCoV-WT-2
KX266234.1 Bovine coronavirus strain BCoV-WT-3
KX073971.1 Bovine coronavirus strain BCoV-WT-1
KT247647.1 Bovine coronavirus isolate BCV-Aks-1

KX073970.1 Bovine coronavirus strain BCoV-XN-1
BCov N 49

KT318084.1 Bovine coronavirus isolate BCoV/FRA/EPI/Caen/2005/01
KT318085.1 Bovine coronavirus isolate BCoV/FRA/EPI/Caen/2007/03
MZ540976.1 Bovine coronavirus isolate Babol-Az2021

BCov N 36
BCov N 22
BCov N 24
BCov N 25
BCov N 26
BCov N 29
KF272911.1 Bovine coronavirus isolate RVLC7

KF272913.1 Bovine coronavirus isolate RVLC9
KF272915.1 Bovine coronavirus isolate RVLC10
KT318086.1 Bovine coronavirus isolate BCoV/FRA/EPI/Caen/2008/04
KT318087.1 Bovine coronavirus isolate BCoV/FRA/EPI/Caen/2003/05
KT318088.1 Bovine coronavirus isolate BCoV/FRA/EPI/Caen/2010/06
KT318089.1 Bovine coronavirus isolate BCoV/FRA/EPI/Caen/2012/07
KT318090.1 Bovine coronavirus isolate BCoV/FRA/EPI/Caen/2013/08
KT318095.1 Bovine coronavirus isolate BCoV/FRA/EPI/Caen/2014/13
KT318096.1 Bovine coronavirus isolate BCoV/FRA/EPI/Caen/2004/14
MK932861.1 Bovine coronavirus isolate Ranjbar-Alborz
MZ857230.1 Bovine coronavirus isolate Vikas Jaiswal

KT318092.1 Bovine coronavirus isolate BCoV/FRA/EPI/Caen/2013/10
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Рис. 2. Филогенетическая дендрограмма, построенная на основе участка последовательности гена нуклеокапсида N коронавируса 
крупного рогатого скота. Бутстрэп-поддержка указана около каждого узла дендрограммы. Штаммы, полученные в данной работе, 
отмечены чёрным кругом (●). Референтные штаммы отмечены чёрным квадратом (■). Штаммы из базы данных GenBank, присут-

ствующие на рис. 1 и 2, отмечены, белым треугольником (∆). Для штаммов из базы данных GenBank указаны название и идентифи-
кационный номер. Номер клады указан справа от квадратной скобки.

Fig. 2. Phylogenetic dendrogram based on the bovine coronavirus nucleocapsid N gene sequence region. Bootstrap support is indicated near 
each node of the dendrogram. The strains obtained in this work are marked with a black circle (●). Reference strains are marked with a black 

square (■). Strains from the GenBank database present in fig. 1 and 2 are marked with a white triangle (∆). For strains from the GenBank 
database, the name and identification number are indicated. The clade numbers are indicated to the right of the square brackets.
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рикано-азиатской. Один изолят (S46) был отнесён нами 
к смешанному кластеру. По гену N практически все изо-
ляты показали смешанный генетический профиль.

Наши данные в общем виде согласуются с результа-
тами иранских исследователей, которые показали, что 
филогенетический анализ одних и тех же штаммов 
вирусов по разным генам S и N даёт разные формы 
деревьев. Анализ по гену S даёт 4 кластера, в которых 
просматривается географическая связь между изоля-
тами в кластере. Анализ тех же штаммов по гену N 
не даёт соответствующей картины [31]. 

Кроме того, используемые в нашей работе рефе-
рентные штаммы вирусов, присутствующие на обоих 
рисунках (отмечены белым треугольником Δ), также 
относятся к разным кластерам на разных деревьях. 
Так, штамм RVLC7 из Ирландии и штамм BRA/PR-
323-425 из Бразилии относятся к одному подкластеру 
(2.2) по гену S, а по гену N – к кластеру 2 и подкла-
стеру 1.1 соответственно. Возможно, это может объ-
ясняться как разной скоростью накопления мутаций 
в разных генах бетакоронавирусов, так и потенциаль-
ным влиянием рекомбинационных событий между 
штаммами, следы которых находят в геномах BCoV  
[15, 16, 38]. Показано, например, что ген S SARS-
CoV-2 мутирует в 5 раз быстрее других кодирующих 
областей генома, находясь под давлением иммунной 
системы хозяина, тогда как ген N более стабилен [32]. 

Филогеографический анализ изолятов BCoV из раз-
ных стран мира показывает следующее. На территории 
Южной Кореи, Америки и Аргентины циркулируют 
изоляты, близкие к американской и европейской ветвям 
[35]. Бразильские изоляты вируса, циркулирующие 
среди мясных телят в пяти штатах, на основе анализа 
гена, кодирующего белок N, разделились на два от-
дельных кластера и были тесно связаны с азиатскими 
штаммами [37]. Уругвайские штаммы сгруппирова-
ны в две разные линии: одна с аргентинскими штам-
мами, а другая – с бразильскими. Предполагается, 
что обе линии BCoV проникли в Уругвай в 2013 г.: 
одна из них – из Бразилии (интервал максимальной 
плотности вероятности (HPD) 95%: 2011–2014 гг.), 
а другая – из Аргентины (интервал HPD 95%: 2010–
2014 гг.). Линии отличались по четырём аминокислот-
ным заменам, и обе – от эталонного штамма Мёбус.

Ирландские штаммы на основе данных секвениро-
вания по гену S относятся к европейской группе ви-
русов [34]. 

Иранские изоляты и штаммы полностью находи-
лись в независимых кластерах и не принадлежали 
ни к одному из кластеров со штаммами, выделенны-
ми в других странах. При этом они сильно отличались 
от штаммов из других частей мира, но с точки зрения 
родства эти вирусы показали некоторое сходство с ев-
ропейскими штаммами, например, обнаруженными 
во Франции, Хорватии, Дании и Швеции [31].

Турецкие штаммы вируса, выделенные от живот-
ных из нескольких отдалённых друг от друга ферм, 
были близки другим штаммам из Европы [36].

Анализ японских изолятов BCoV по последователь-
ности участка гена S также показал наличие четырёх 

генетических кластеров. Как и исследованные нами 
изоляты, полевые японские изоляты относились к трём 
генетическим кластерам; в кластере, включающем клас-
сические штаммы Мёбус и Квебек, полевых изолятов 
из России и Японии не было [33]. Часть изолятов также 
относилась к американским штаммам. Интересно, что 
вирусы из Японии также кластеризовались по годам вы-
деления и хозяйствам, где они были выделены, но неза-
висимо от клинического проявления болезни.

В Китае характер проявления инфекции был связан 
с типом ведения животноводства, возрастом живот-
ных и плотностью размещения скота. Из 203 BCoV-
положительных образцов от больных телят 20 изоля-
тов успешно секвенировали по гену S. Все они имели 
гомологию нуклеотидов на уровне 97,7–100,0%, а их 
N-концевой домен субъединицы S1 генетически отли-
чался от эталонных штаммов из Южной Кореи и Ев-
ропы. Все штаммы отнесли к группе «Азия – Северная 
Америка». На основе китайских штаммов авторы сфор-
мировали три клады в филогенетическом дереве. Один 
штамм был отнесён к европейской группе. В то же вре-
мя была зафиксирована рекомбинация между двумя 
разными штаммами, что привело к образованию реком-
бинантного штамма BCV-AKS-01. По мнению авторов, 
полученные данные обеспечивают лучшее понимание 
эпидемиологии и эволюции BCoV в Китае [38]. 

Практически все авторы отмечали наличие корре-
ляции выделения вирусов с географической локаци-
ей, но не с формой болезни. Мы не выявили различий 
в географическом распределении изолятов. Изоляты, 
относящиеся к одной кладе, были распространены 
в различных областях и краях Сибири, не связанных 
между собой. Респираторные изоляты чаще выявляли 
на крупных молочных комплексах по производству 
молока как с наличием, так и отсутствием завезённых 
животных, а кишечные – в мелких и средних хозяй-
ствах с наличием аборигенных животных.

В нашем исследовании происхождение изолятов 
установить было невозможно, однако два из них – S22 
(подклада 1.1) и S46 (подклада 2.2) – имели явное ев-
ропейское происхождение и были связаны с завозом 
животных из нескольких стран Европы (Германия, 
Словения), которые не имели контакта с местным 
скотом. Интерес представляет изолят S46, который 
вызвал тяжёлую вспышку респираторной болезни 
у телят 2–5-месячного возраста на молочном ком-
плексе в сочетании с вирусной диареей (Pestivirus A) 
(данные не представлены). Наши результаты показы-
вают, что сибирские изоляты ближе к иранским и ки-
тайским вариантам. Эпизоотическая ситуация наибо-
лее близка к наблюдаемой в Китае.

Заключение
Результаты исследований показали широкое рас-

пространение и молекулярно-генетическое разно-
образие коронавируса крупного рогатого скота на 
молочных комплексах Сибири. Популяция сибирских 
изолятов вируса неоднородна, носит смешанный харак-
тер и представлена двумя кладами с двумя подкладами 
в каждой по гену S и двумя кладами по гену N. 
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Подтверждена идентичность изолятов вируса, вы-
зывающих кишечную и респираторную форму ин-
фекции в регионе. Полученные данные показывают, 
что сравнительный анализ нуклеотидной последо-
вательности является полезным инструментом для 
изучения молекулярной эпизоотологии инфекций, 
вызванных коронавирусом крупного рогатого скота 
(BCoV). Исследования по молекулярной эпизоотоло-
гии BCoV в конкретном регионе можно использовать 
с целью оптимизации и выбора стратегии контроль-
ных мероприятий на региональном уровне и решения 
вопроса о применении вакцин. Это особенно важно 
при реализации программ вакцинации животных, 
когда генетические типы вакцинных штаммов не со-
впадают с типами, циркулирующими среди животных 
на конкретной территории. Полученная в ходе таких 
исследований информация может быть полезной при 
изучении молекулярной эпизоотологии вирусов, раз-
работке более точных диагностических тестов, эф-
фективных вакцин и программ контроля инфекции. 
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