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ВИРУСа БЕШЕНСТВа, ВЫДЕЛЕННОГО ОТ БУРОГО МЕДВЕДЯ (URSUS ARCTOS), 

НаПаВШЕГО На ЧЕЛОВЕка В ПРИМОРСкОМ кРаЕ (НОЯБРЬ 2014 г.)
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в ноябре 2014 г. в с. барабаш (Хасанский район Приморского края), расположенном в непосредствен-
ной близости к национальному парку «земля леопарда», произошло нападение бурого медведя (Ursus 
arctos) на человека. Девиантное поведение медведя позволило предположить бешенство, которое было 
подтверждено после его отстрела с помощью лабораторных методов. из головного мозга медведя был 
изолирован штамм raBV/Ursus arctos/russia/Primorye/PO-01/2014 (далее – PO-01). Штамм PO-01 является 
первым полностью секвенированным дальневосточным штаммом вируса бешенства и может считаться 
топотипным. PO-01 значительно отличается от вакцинного штамма rV-97 (genеBank eF542830), на осно-
ве которого выпускается живая аттенуированная вакцина, применявшаяся для профилактики бешенства 
в «земле леопарда». вместе с тем иммунодоминантные сайты в белках PO-01 и rV-97 отличаются не-
значительно, и применение вакцины может быть рекомендовано к продолжению. Анализ генома PO-01 
(genеBank KP997032) выявил его принадлежность к евразийской генетической подгруппе генотипа 1 
(уличного бешенства). Таким образом, эта генетическая подгруппа распространяется на восток вплоть до 
окраины материка. Расширение трансграничных охраняемых территорий России и Китая на Дальнем вос-
токе требует корректного учета циркуляции лиссавирусов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  вирус бешенства; Rhabdoviridae; Lyssavirus; генотип 1; генетические группы; бурый мед-
ведь; Приморский край.
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an attack of a brown bear (Ursus arctos) on human was detected in november, 2014 in the Barabash village (Khasan 
region of the Primorski krai) located in close proximity to the national park land of the leopard. The bear was shot. 
The deviant behavior of the bear indicated the possibility of rabies. The diagnosis was confirmed by means of 
laboratory methods. The strain raBV/Ursus arctos/russia/Primorye/PO 01/2014 (further PO 01) was isolated from 
the brain of the bear. PO 01 is the first completely sequenced Far eastern strain of raBV. it can be considered 
as topotypic. PO 01 considerably differs from the vaccine strain rV 97 (genBank eF542830) that is the basis of 
attenuated vaccine applied in the land of the leopard. at the same time, the immunodominant sites in PO 01 and 
rV 97 proteins differ slightly. it can be recommended to continue application of the vaccine. The analysis of the PO 
01 genome (genBank KP997032) revealed its belonging to the eurasian genetic subgroup of the genotype 1 (street 
rage). Thus, this genetic subgroup stretches to the east. expansion of the cross-border protected territories of 
russia and china in the Far east demands the correct statistics of circulation of the lyssaviruses to be kept.
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Бешенство – абсолютно летальное в отсутствие вакцина-
ции природно-очаговое зоонозное заболевание, этиологиче-
ски связанное с вирусами рода Lyssavirus (семейство Rhab-
doviridae, отряд Mononegavirales): бешенства (RABV – rabies 
virus rhabdovirus) (прототипный), Араван (ARAV – Aravan 
virus), вирусом западнокавказских летучих мышей (WCBV – 
West Caucasian bat virus), Иркут (IRKV – Irkut virus), Худжанд 
(KHUV – Khujand virus). Для RABV выявлено 7 генотипов, 
6 из которых ранее считались самостоятельными вирусами 
и до сих пор сохранили собственные названия: вирус улич-
ного бешенства, Лагос-бат (LBV – Lagos bat virus), Мокола 
(MOKV – Mokola virus), Дувенхаге (DUVV – Duvenhage vi-
rus), лиссавирус европейских летучих мышей типа 1 (EBLV 1  
– European bat lyssavirus type 1), лиссавирус европейских ле-
тучих мышей типа 2 (EBLV 2 – European bat lyssavirus type 

2), лиссавирус австралийских летучих мышей (ABLV – Aus-
tralian bat lyssavirus) [1–3].

В Российской Федерации в начале XXI века ситуация по бе-
шенству остается напряженной: ежегодная смертность состав-
ляет 3–22 человека (рис. 1) и 250–450 тыс. ежегодно получают 
антирабическую вакцинацию для предотвращения заболевания 
[2, 4–7]. Дальний Восток относится к территориям с низким 
риском заражения бешенством людей и домашних животных 
[3–8]. Однако интенсификация освоения природных ресурсов 
и рекреационного потенциала этого региона приводит к законо-
мерному усилению антропогенного воздействия на природные 
биоценозы, что приводит к изменению характера популяцион-
ных взаимодействий и увеличивает риск активации природных 
очагов. Кроме того, помимо широко распространенного в Се-
верной Евразии уличного бешенства, на Дальнем Востоке [3, 9, 
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10] и в сопредельных провинциях КНР [3, 10] встречается IRKV 
(топотипный штамм Озерное), экология которого здесь изучена 
недостаточно. Поэтому исследование дальневосточных лисса-
вирусов имеет важное значение для корректного планирования 
мероприятий по профилактике бешенства у людей, домашних, 
сельскохозяйственных и охраняемых диких животных.

В настоящей работе представлены результаты молекулярно-
генетической идентификации на основе полноразмерного сек-
венирования генома RABV от бурого медведя (Ursus arctos), 
напавшего на человека в с. Барабаш (Хасанский район При-
морского края) в непосредственной близости к национальному 
парку «Земля леопарда».

Работа выполнена в рамках проекта ДВФУ «Мониторинг 
природно-очаговых инфекций Дальнего Востока в интересах 
обеспечения биологической безопасности Российской Феде-
рации» при поддержке Всемирного фонда дикой природы.

Материал и методы
Оперативные мероприятия проводились сотрудниками 

уполномоченных подразделений департаментов по охране, 
контролю и регулированию использования объектов животного 
мира, природных ресурсов и охраны окружающей среды, здра-
воохранения Приморского края, Государственной ветеринарной 
инспекции Приморского края, Федеральных служб Россельхоз-
надзора и Роспотребнадзора, Министерства здравоохранения и 
Министерства внутренних дел Российской Федерации в соот-
ветствии с действующими служебными инструкциями.

Метод флюоресцирующих антител (МФА) применяли для 
индикации антигенов RABV в отпечатках фрагментов мозга 
(аммонова рога, продолговатого мозга, мозжечка, коры боль-
ших полушарий) убитого медведя с подозрением на бешен-
ство, а также лабораторных мышей, погибших после интраце-
ребральной инокуляции биоматериала, потенциально содер-
жавшего RABV. В работе использовали лиофилизированные 
анти-RABV-антитела, меченные флюоресцеинизотиоциана-
том (ФГБУ «Федеральный центр охраны здоровья животных» 
(ВНИИЗЖ), Россия). МФА осуществляли согласно инструк-
ции производителя и ГОСТу 26075-2013 [12, 13].

Иммуноферментный анализ (ИФА) проводили в сэндвич-
варианте. Набор препаратов для лабораторной диагностики 
бешенства животных методом ИФА (ФГБУ «Федеральный 
центр токсикологической, радиационной и биологической 
безопасности – Всероссийский научно-исследовательский ве-
теринарный институт» (ФЦТРБ – ВНИВИ), Россия) исполь-
зовали для индикации антигенов RABV согласно инструкции 
производителя [13, 14].

Выделение вируса методом биопро-
бы [4, 13] выполняли на двух моделях: 
интрацеребрально инокулированных 
(по 20 мкл/особь) 3- и 21-дневных ла-
бораторных белых мышей. Гибель жи-
вотных в первые 48 ч после инокуляции 
считалась неспецифической (посттрав-
матической). RABV идентифицировали 
с помощью МФА.

Метод Рида–Менча [15] c линейно-
логарифмической интерполяцией ис-
пользовали для оценки инфекционного 
титра изолированного штамма (количе-
ства 50% инфекционных доз) на моде-
ли 3-дневных мышей. Титрование про-
водили в диапазоне 10–n, n = 5, 6, …, 
10 по 3 гнезда × 6 особей/разведение. 
За инокулированными животными на-
блюдали в течение 30 сут.

Выделение РНК из мозговой ткани 
мышей проводили с помощью набора 
для выделения РНК RNeasy Lipid Tissue 
Mini Kit («Qiagen», Германия) в соот-

ветствии с рекомендациями производителя. РНК элюировали 
в 100 мкл H2O Rnase-free («Qiagen», Германия) и хранили при 
–70ºC.

Накопление кДНК осуществляли с помощью реакции об-
ратной транскрипции и последующей полимеразной цеп-
ной реакции (ОТ-ПЦР). Реакцию ОТ проводили с приме-
нением набора Реверта-L (ЦНИИЭ, Россия) в соответствии 
с рекомендациями производителя. Полученную кДНК раз-
водили в 5 раз с помощью H2O Rnase-free («Qiagen», Гер-
мания) и хранили при –70oC. ПЦР проводили с использо-
ванием «горячего старта» в реакционной смеси объемом  
25 мкл, содержащей 2 мкл кДНК, по 0,4 мМ прямого и обрат-
ного праймеров, 2,5 мкл (1,76 мМ) дНТФ (ЦНИИЭ, Россия) 
и 10 мкл ПЦР-буфера blue-2 (ЦНИИЭ, Россия). Параметры 
термоциклирования (n = 40): 94oC – 1 мин, 55–65oC – 15 с, 
7oC – 60 с; финальная элонгация 5 мин. Реакцию выполняли 
на приборе MaxyGene («Axygen», США). Результаты ампли-
фикации контролировали электрофоретическим методом в 
1,5% агарозном геле с добавлением бромистого этидия.

Секвенирование полноразмерного генома RABV выполняли 
с помощью набора праймеров, описанного ранее [16], на ав-
томатическом капиллярном секвенаторе ABI Prism 3500 XL 
(«Applied Biosystems», США).

Рис. 1. Заболеваемость и смертность от бешенства в Российской Федерации за период 
2000–2015 гг. (данные 2015 гг. – за период с января по сентябрь).

Результаты титрования штамма RABV/Ursus arctos/Russia/
Primorye/PO-01/2014 на модели интрацеребрально инокули-
рованных 3-дневных лабораторных мышей и определения 

инфекционного титра по Риду–Менчу [15] 

Отрицательный 
десятичный 
логарифм 

разведения ви-
руссодержащей 

жидкости

Количество 
животных в экс-

перименте

Данные, пересчитанные по 
Риду–Менчу

выжили погибли выжили погибли летальность

5 0 18 0 63 100,0

6 0 18 0 45 100,0
7 4 14 4 27 87,1
8 12 6 16 13 44,8
9 13 5 29 7 19,4
10 16 2 45 2 4,3

П р и м е ч а н и е. Серым фоном обозначены разведения, между 
которыми заключена LD50.
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Статистический анализ нуклеотидных последовательно-
стей проводили с использованием программного пакета Mega 
6.06 [17]: множественное выравнивание нуклеотидных после-
довательностей выполняли с помощью алгоритма ClustalW, 
кластер-анализ – NJ (neighbor-joining – «ближайшего соседа»), 
bootstrap-анализ – 1000-кратным повторением.

Результаты
Расследование инцидента позволило установить, что четы-

рехлетний бурый медведь (Ursus arctos; 3–4 года; ♂) впервые 
появился в окрестностях с. Барабаш (Хасанский район При-
морского края) вечером 15.11.2014 и в тот же вечер загрыз со-
баку на окраине села. Вечером 17.11.2014 медведь загрыз еще 
одну собаку и напал на гражданку N. (69 лет), которая была 
доставлена в ОРИТ КГБУЗ «Хасанская ЦРБ» (пос. Славянка, 
Хасанский район Приморского края) с тяжелыми травмами: 
скальпированной раной волосистой части головы, множе-

ственными укушенно-рваными ранами левой половины груд-
ной клетки с повреждением нижней доли легкого слева, от-
крытым фрагментированным переломом ребер VI–XI слева, 
разрывом диафрагмы и гемопневмотораксом слева, отрывом 
селезенки, гемоперитонеумом, травматическим шоком III сте-
пени.

Учитывая девиантность поведения медведя – выход из сезон-
ной спячки (хотя летом–осенью 2014 г. имелась хорошая кор-
мовая база), неровную походку с частыми лежками, отсутствие 
страха перед человеком, отсутствие характерных ударов по 
жертве лапами, нехарактерное разгрызание задранных собак со 
стороны хребта с разрыванием тела жертвы на части, – сделали 
предположение о заболевании хищника бешенством. Поэтому с 
первых часов госпитализации пострадавшей N. вводилась ан-
тирабическая вакцина КоКАВ по схеме 0–3–7–14–30–90, анти-
рабический иммуноглобулин не вводился. Пациентка N. была 
выписана 18.12.2014 в удовлетворительном состоянии.
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линейно-логарифмической интерполяции: 8-(50,0-44,8)/(87,1-
44,8)=7,9. Оценка инфекционности штамма: 7,9 lg (LD50)/20 мкл 
= 9,6 lg (LD50)/мл.

Идентификация штамма и его принадлежность к RABV бы-
ли подтверждены с использованием ИФА, МФА, ОТ-ПЦР и сек-
венирования полноразмерного генома (GenеBank KP997032).

Обсуждение
Анализ полноразмерного генома выделенного штамма PO-

01 показал его принадлежность к генотипу 1 RABV (улично-
го бешенства). Данный штамм является первым полностью 
секвенированным дальневосточным штаммом RABV и мо-
жет считаться топотипным.

Отличие PO-01 от вакцинного штамма RV-97 (GenеBank 
EF542830), на основе которого выпускаются живые атте-
нуированные вакцины Синраб (ФГБУ «ВНИИЗЖ», Рос-
сия) и Оралрабивак (Покровский завод биопрепаратов, 
Россия), применявшиеся для профилактики бешенства 
среди диких плотоядных в Приморском крае [18], состав-
ляет по N-гену 5,6% для нуклеотидной последователь-
ности (2,7 % для аминокислотной последовательности), 
P-гену – 9,3% (9,4%), M-гену – 9,2% (7,4%), G-гену – 9,5% 
(9,5%), L-гену – 7,1% (2,8%). Таким образом, контамина-

Отбор образцов биологического материала медведя 
проводился 18.11.2014 в Центре диагностики болезней 
животных на базе Приморской государственной сельскохо-
зяйственной академии, куда была доставлена туша живот-
ного после его отстрела. Голова медведя была передана в 
Приморскую межобластную ветеринарную лабораторию. 
08.12.2014 фрагменты мозга медведя были доставлены в 
лабораторию вирусологических исследований Центра ги-
гиены и эпидемиологии в Приморском крае без нарушения 
холодовой цепи.

Индикация антигенов RABV в тканях мозга медведя была 
проведена методами ИФА и МФА с положительным резуль-
татом.

Изоляцию вируса выполняли на двух биологических моде-
лях: интрацеребрально инокулированных 3- и 21-дневных ла-
бораторных белых мышей. В первом случае инкубационный 
период составил 11–12 сут при отсутствии неспецифического 
падежа в первые 48 ч после инокуляции, во втором – 14–15 сут 
и 3 (30%) соответственно. У инокулированных мышей развива-
лась классическая картина менингита с парезом сначала задних, 
а потом и передних конечностей. Штамм получил название 
RABV/Ursus arctos/Russia/Primorye/PO-01/2014 (далее – PO-01). 
Оценка LD50 по данным титрования (см. таблицу) с помощью 

Рис. 2. Кластер-анализ нуклеотидных последовательностей полноразмерных генов N (1353 н. о.) (а) и G (1575 н. о.) (б) штаммов 
вируса бешенства, встречающихся на территории Северной Евразии. Алгоритм выравнивания – ClustalW; метрика – p-distance; ал-

горитм восходящей иерархической классификации – NJ («ближайшего соседа»). Штамм PO-01 выделен жирным шрифтом. Указаны 
идентификаторы GenеBank, место и источник изоляции штамма
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иммунодоминантные сайты [19] в белках PO-01 и RV-97 
либо совпадают (G: 34–42 аминокислотных остатка (а. 
о.), 198–200, 231, 330–338, 342–343 а. о.; P: 75–90 а. о.; N: 
313–337, 374–383 а. о.), либо отличаются незначительно 
(P: A197V и I202A в сайте 191–206 а. о.; N: A407T в сайте 
404–418 а. о.).

Штаммы RABV, изолированные на территории Северной 
Евразии, на основании сравнительного анализа гена N (1353 
нуклеотидных основания (н.о.)), кодирующего вирусный ну-
клеопротеин, классифицируются на несколько генетических 
групп, которые имеют определенную географическую приу-
роченность [5, 6, 20–23]. PO-01 принадлежит к евразийской 
генетической группе (рис. 2, а), которая широкой полосой 
охватывает умеренный пояс Евразии. Представители этой 
группы встречаются на территориях от Восточной Европы до 
Забайкальского края. Представленные данные свидетельству-
ют о том, что евразийская группа распространяется вплоть до 
восточной окраины материка. К этому же выводу приводит и 
анализ гена G (1575 н. о.) (рис. 2, б), который кодирует по-
верхностный гликопротеин, формирующий поверхностные 
пепломеры, связывающиеся с клеточными рецепторами и 
опосредующие слияние вирусной и клеточной мембран [1–3]. 
G-белок является более изменчивым по сравнению с нуклео-
протеином, однако иерархия генетических групп и подгрупп 
для N- и G-генов в целом подобны.

Арктическая генетическая группа первоначально включа-
ла штаммы, изолированные в Северо-Восточной Азии. Од-
нако в процессе дальнейшего изучения RABV штаммы арк- 
тической группы были обнаружены в Читинской области, 
Хабаровском крае, КНР и Южной Корее, формируя даурско-
маньчжурскую подгруппу (см. рис. 2), которая может встре-
титься и на территории Приморского края. Здесь также мо-
жет быть обнаружена и восточно-китайская генетическая 
подгруппа RABV. Таким образом, на юге Дальнего Востока 
возможна одновременная циркуляция трех генетических 
групп RABV, что с учетом присутствия IRKV создает здесь 
сложный профиль циркуляции лиссавирусов.

В связи с планами расширения заповедной территории на 
юге Приморского края, включения в нее ряда трансграничных 
участков России и Китая, создания естественных пограничных 
проходов для животных, необходим корректный анализ цирку-
ляции лиссавирусов RABV и IRKV. При этом следует иметь 
в виду не только возможность распространения смертельно 
опасной инфекции среди самих хищников, но и подрыв их 
кормовой базы [2, 3, 6, 21–23]. Для популяций малочисленных 
кошачьих – амурского тигра (Panthera tigris altaica) и дальне-
восточного леопарда (Panthera pardus amurensis) – реализация 
угрозы со стороны инфекционных заболеваний может иметь 
необратимые последствия. Необходимо интенсифицировать 
мониторинговые и профилактические мероприятия в отно-
шении лиссавирусов на сопредельных российско-китайских 
территориях юга Дальнего Востока в популяциях диких, до-
машних и сельскохозяйственных животных.
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Статья посвящена молекулярно-генетическому исследованию геномов полевых изолятов вируса бешен-
ства, циркулирующих среди диких животных на территории Кировской области, с целью проведения фи-
логенетического анализа и определения возможной реверсии вакцинного штамма вируса бешенства, ис-
пользуемого при оральной вакцинации, к вирулентному варианту. исследованы 24 образца мозга от ди-
ких плотоядных, отстреленных после проведения на этой территории оральной иммунизации вакциной 
Рабивак-О/333, а также приманка с вакциной, предоставленные Кировской ветеринарной службой. Метода-
ми флюоресцирующих антител и обратнотранскриптазной полимеразной цепной реакции было установле-
но, что все предоставленные образцы содержат вирус бешенства. Филогенетический анализ фрагментов 
гена N показал генетическую близость кировских полевых изолятов к изолятам, выделенным в бурятии, 
анализ фрагментов гена G продемонстрировал генетическую близость кировских полевых изолятов к изо-
лятам, выделенным в 2011 г. в Липецке, а также к украинским изолятам 2006 и 2010 гг. в ходе молекулярно-
биологического анализа фрагментов генов N и G полевых изолятов и генома вакцинного вируса бешенства 
установлено, что в данном случае реверсия вакцинного штамма к вирулентному варианту отсутствует.
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генетический анализ геномов вируса бешенства.
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This work presents the results of the molecular genetic research on genomes of field isolates of the rabies virus 
circulating in the territory of the Kirov region in order to analyze the phylogenetic relationship between the wild 
isolate genomes and to determine the possible reversion of the vaccine strain of the rabies virus used in the 
oral vaccine to virulent variant. We studied 24 brain samples from wild carnivores shot after oral immunization 
of the area with rabivak–O/333. a bait with the vaccine provided by the Veterinary service of the Kirov was 
also studied. all samples were found to be positive for the presence of the rabies virus as established by FaT 
and rT-Pcr techniques. Phylogenetic analysis of N genome fragments of the rabies virus showed that the 
field isolates from the Kirov regions were genetically close to the field isolates from Buryatia 2012. analysis 
of G genome fragments showed that the Kirov field isolates were close to the isolates from lipetsk (2011), as 
well as to the Ukrainian isolates (2006 and 2010). Molecular genetic analysis of the gene fragments N and G for 
the field isolates and fragments of the genome of the rabies virus vaccine did not reveal any reversion to the 
virulent vaccine strain.
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