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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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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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появилась оральная вакцина Рабивак-О/333 из авирулентно-
го штамма ERAG333 [7–9]. 

Для контроля антирабических мероприятий и профи-
лактики бешенства необходимо исследовать случаи этого 
заболевания на неблагополучных по нему территориях и 
на территориях, где проводилась оральная иммунизация, 
исследовать первичную структуру геномов полевых изо-
лятов вируса бешенства [10]. Данная работа посвящена 
молекулярно-генетическим исследованиям полевых изоля-
тов, циркулирующих в Кировской области. Работа велась в 
двух направлениях и включала:

1) филогенетический анализ полевых изолятов, а именно 
сравнение первичной структуры фрагментов геномов поле-
вых изолятов вируса бешенства и изолятов, выделенных в 
других областях, с референсными штаммами вируса бешен-
ства, представленными в Национальном центре биотехноло-
гической информации (NCBI);

2) молекулярно-генетическое исследование полевых изо-
лятов в Кировской области, полученных после оральной вак-
цинации, с целью проследить появление маркерных мутаций, 
связанных с реверсией вакцинного штамма к вирулентному.

Материал и методы
Для исследования Кировской ветеринарной службой бы-

ли предоставлены 24 образца мозга диких животных (23 от 
лисиц и 1 от енотовидной собаки) и приманка с вакциной 
Рабивак-О/333. Из ткани мозга этих животных готовили маз-
ки на предметных стеклах и исследовали с помощью МФА с 
использованием антирабического моноклонального ФИТЦ-
иммуноглобулина фирмы «Fujirebio» (США) и набора анти-
рабического флюоресцирующего иммуноглобулина (Все-
российский научно-исследовательский и технологический 
институт биологической промышленности, Щелковский 
район) согласно ГОСТу 26075-2013. Окрашенные препараты 
просматривали микроскопированием.

Выделение РНК. РНК выделяли из 200 мкл 10% суспен-
зии мозга с применением коммерческого препарата TRI® 
Reagent («Sigma Aldrich») по методике производителя и ресу-
спендировали в 30–50 мкл деионизированной воды при 55oC, 
периодически перемешивая пробы пипетированием. РНК (5 
мкл) использовали для обратной транскрипции и получения 
кДНК.

Проведение обратнотранскриптазной полимеразной цеп-
ной реакции (ОТ-ПЦР). Обратную транскрипцию и полу-
чение кДНК с использованием M-MLV reverse transcriptase 
(«Fermentas») проводили согласно инструкции производите-
ля с использованием 5 мкл РНК. Реакционная смесь для ПЦР 
содержала 16 мМ Tris HCl; 50 мМ KCl; 1,5 мМ MgCl2; 1% 
Triton x100; по 10 пМ каждого праймера; 2,5 мМ dNTPs; 2 ед. 
Taq-полимеразы. В нее вносили 5 мкл кДНК. Нуклеотидные 
последовательности праймеров для ПЦР и секвенирования 
участка гена N были взяты из работы Heaton и соавт. (1997). 
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Введение
Бешенство – инфекционное заболевание, вызываемое 

вирусом бешенства Rabies virus рода Lyssavirus семейства 
Rhabdoviridae. По оценке ВОЗ, бешенство входит в пятер-
ку инфекционных болезней, общих для человека и живот-
ных, наносящих наибольший социальный и экономический 
ущерб. В Российской Федерации обстановка по бешенству 
остается неблагополучной. Так, в течение 2014 г. зафиксиро-
вано 2096 очагов бешенства, заболело 2315 животных. Наи-
большее число неблагополучных пунктов зарегистрировано в 
Белгородской (125), Липецкой (119), Саратовской (124) обла-
стях и Республике Татарстан (118). В первом квартале 2015 г.  
зафиксировано 1008 вспышек бешенства, во время которых 
заболело и пало 1201 животное. Бешенство животных уста-
новлено на территориях 58 субъектов РФ [1, 2].

Вирус бешенства вызывает специфический энцефалит (вос-
паление головного мозга) и является единственным из царства 
Vira, поражающим всех теплокровных животных, в том числе 
человека, с летальностью 100% . Вирионы имеют пулевид-
ную форму, их длина составляет в среднем 180 нм, диаметр –  
75 нм. Вирион состоит из несегментированного генома, пред-
ставленного одной молекулой спиралеобразно скрученной не-
гативной РНК, и 5 структурных белков: нуклеопротеина (N), 
фосфопротеина (P), матричного белка (М), гликопротеина (G) 
и РНК-зависимой РНК-полимеразы или большого белка (L – 
large protein). Геномная РНК неинфекционна [3, 4].

Вирус передается главным образом со слюной при укусе 
больным животным. Основными переносчиками бешенства 
являются дикие плотоядные. Диагностика бешенства, как 
правило, проводится посмертно. Прижизненное и посмерт-
ное подтверждение диагноза бешенства может осущест-
вляться путем применения различных диагностических ме-
тодик, направленных на выявление целого вируса, вирусных 
антигенов или нуклеиновых кислот в инфицированных тка-
нях (мозге, коже, моче или слюне) [3, 4].

Предупреждение распространения бешенства включает 
контроль численности основных носителей вируса в природе 
и бездомных домашних животных, а также их иммунизацию 
с целью создания зоны, свободной от вируса [5, 6]. 

Программа оральной вакцинации должна длиться мини-
мум 5 лет. Приманки с вакциной распределяют 2 раза в год, 
весной и осенью, из расчета 20 приманок на 1 км2, исполь-
зуя вертолеты или небольшие самолеты с приборами GPS-
навигации. Затем проводят контрольный отстрел животных. 
Методом флюоресцирующих антител (МФА) исследуют 
пробы мозга животных на наличие вируса бешенства. На-
пряженность иммунитета оценивают с использованием им-
муноферментного анализа, реакции нейтрализации и других 
методов, рекомендованных ВОЗ. 

Ранее в странах Европы и Канаде были выявлены случаи 
бешенства диких плотоядных, ассоциированного с реверти-
ровавшим вакцинным штаммом. В 2012 г. в нашей стране 
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с референсными штаммами, представленными в базе данных 
GenеBank NCBI. В результате были получены филогенетиче-
ские дендрограммы (рис. 1, 2). 

При анализе филогенетической дендрограммы, получен-
ной на основании фрагментов гена N (см. рис. 1), установ-
лено, что полевые изоляты, циркулирующие на территории 
Кировской области, образуют 1 группу, состоящую из 2 близ-
ких кластеров. 

Анализ фрагментов гена G показал, что кировские изоляты 
образуют 2 отдельные группы, разделенные изолятом, выде-
ленным в 2011 г. в Липецке, а также украинскими изолятами 
2006 и 2010 гг. (см. рис. 2). Брянские изоляты по данному 
участку генома не были исследованы.

Следующим этапом исследования был молекулярно-
генетический анализ полевых изолятов из Кировской обла-
сти, полученных после оральной вакцинации, с целью про-
следить появление маркерных мутаций, связанных с ревер-
сией вакцинного штамма к вирулентному. 

Исследуемый участок гена N составил 270 нуклеотидов, 
кодирующих 90 аминокислот (аминокислотные остатки – а. о.).  
При сравнении последовательностей фрагмента гена N по-
левых изолятов и штамма ERAG333 было выявлено 5 ами-
нокислотных отличий на сравнительно коротком участке. 

Очистка ПЦР-фрагментов. Образцы очищали из агароз-
ного геля с помощью набора Silica Bead DNA Gel Extraction 
Kit («Fermentas») согласно инструкции производителя и сек-
венировали. Реакцию проводили на амплификаторе Master-
cycler Gradient («Eppendorf») с применением Big Dye® Termi-
nator v. 3.1 Ready Reaction Kit («Applied Biosystems»), затем 
продукты амплификации переосаждали для последующего 
секвенирования с использованием автоматического секвена-
тора Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer. Для выравни-
вания нуклеотидных последовательностей применяли пакет 
программ DNASTAR v. 3.12 («Lasergenе Inc.», США) и Bio 
Edit 7.0.1.

Результаты
Первым этапом было проведение исследований с примене-

нием МФА. Результаты показали, что все образцы содержат 
вирус бешенства. Результаты применения МФА были под-
тверждены в ОТ-ПЦР. ПЦР-продукты секвенировали и по-
лучили первичную структуру фрагментов генов N и G вируса 
бешенства.

Полученные последовательности фрагментов генов N и G 
полевых изолятов и образца вакцины сравнивали между со-
бой, с последовательностями изолятов из других регионов и 

Рис. 1. Филогенетическая дендрограмма, полученная при сравнении фрагментов гена N исследуемых изолятов, вакцинного штамма 
ERAG333 и других вакцинных штаммов и полевых изолятов, представленных в NCBI.



189

Вопросы Вирусологии. 2016; 61 (4)
DOI 10.18821/0507-4088-2016-61-4-186-192

Оригинальные исследОвания

дения там антирабических мероприятий. С помощью МФА 
и ОТ-ПЦР было установлено, что во всех образцах присут-
ствует вирус бешенства. Главной задачей нашей работы было 
определить появление маркерных мутаций, связанных с ре-
версией вакцинного штамма ERAG333 к вирулентному. В ре-
зультате секвенирования ПЦР-продуктов была получена пер-
вичная структура фрагментов генов N и G вируса бешенства 
полевых изолятов и вакцинного штамма, проведен анализ 
последовательностей нуклеотидов и аминокислот в сравне-
нии с референсными штаммами и изолятами, выделенными 
на других территориях.

Как известно, ген N, кодирующий нуклеопротеин, явля-
ется более консервативным для всех представителей рода 
Lyssavirus, чем ген G, кодирующий белок оболочки глико-
протеин [2]. Для некоторых образцов были получены фраг-
менты генов размером около 100 нуклеотидных пар (н. п.), 
что объясняется крайне малым количеством вируса в мате-
риале. Данные образцы впоследствии были исключены при 
построении филогенетической дендрограммы, поскольку 
нуклеотидная последовательность коротких участков не 
имела существенных отличий от таковой у фрагментов дру-
гих образцов.

В ходе исследования было установлено, что практически 
все кировские изоляты генетически близки к изолятам, цир-

Исследуемый участок гена G составил 235 нуклеотидов, 
кодирующих 78 аминокислот. При сравнении последова-
тельностей фрагмента гена G полевых изолятов и штамма 
ERAG333 в большинстве образцов было выявлено 4 амино-
кислотных отличия, в пробах № 10 и 11 – по 2 идентичных 
замены.

По аминокислотному составу фрагмента гена N кировские 
изоляты абсолютно идентичны изоляту RABV 8682IRA, что 
подтверждает результаты филогенетического анализа (рис. 3).

Существует достаточно близкое сходство по аминокис-
лотному составу фрагмента белка N с изолятами из Бурятии 
и Брянска. Аминокислотная последовательность фрагмента 
белка G на заданном участке исследуемых изолятов близ-
ка и к RABV AY956319, и к RABV 8682IRA. Проба № 22 
имеет 3 аминокислотных отличия от остальных образцов и 
указанных выше изолятов (рис. 4). Исследование аминокис-
лотной последовательности кировских изолятов подтверж-
дает их филогенетическую близость к изолятам из Липецка 
и Украины.

Обсуждение
Проведено исследование образцов мозга животных, от-

стреленных на территории Кировской области после прове-

Рис. 2. Филогенетическая дендрограмма, полученная при сравнении фрагментов гена G исследуемых изолятов, вакцинного штамма 
ERAG333 и других вакцинных штаммов и полевых изолятов, представленных в NCBI.
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Рис. 3. Сравнение аминокислотных последовательностей фрагмента белка N изолятов из Кировской области с последовательностя-
ми референсных штаммов и полевых изолятов, представленных в NCBI.
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кулировавшим в Бурятии в 2012 г. В 2014 г. были проведены 
исследования полевых изолятов, циркулирующих в Брянской 
области, где также проводилась оральная вакцинация [10]. 
Полевые изоляты из Брянской области образуют отдельную 
группу, генетически близкую к изолятам, выделенным в 2011 г.  
в Липецке, а также к украинскому изоляту 2009 г.

Ранее исследовали российские изоляты в сравнении с изо-

лятами, циркулирующими в близлежащих европейских стра-
нах, и результаты подтверждают распределение изолятов по 
географическому принципу [11, 12].

Кроме того, представляется интересной идентичность 
аминокислотной последовательности на заданном участке 
кировских изолятов и изолята RABV 8682IRA, выделенного 
в Иране [13].

Рис. 4. Сравнение аминокислотных последовательностей фрагмента белка G изолятов из Кировской области с последовательностя-
ми референсных штаммов и полевых изолятов, представленных в NCBI.
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Ранее также проводились исследования вакцинных штам-
мов. Так, А. Метлин и соавт. [14] исследовали российский 
вакцинный штамм RV-97. Результаты исследования показа-
ли, что данный штамм образует отдельную филогенетиче-
скую ветвь на дендрограмме, имеет уникальные замены и не 
ревертирует к полевым изолятам.

В случае исследования нуклеотидной последовательно-
сти фрагментов генов N и G кировских изолятов соответ-
ствующие последовательности генов вакцинного штамма 
ERAG333 генетически достаточно далеко отстоят от таковых 
у полевых изолятов вируса бешенства (см. рис. 1 и 2).

При сравнении со штаммом ERAG333, выделенным из вак-
цины, выявлены замены в последовательностях аминокислот 
фрагментов генов N и G. Согласно данным предыдущих ис-
следований, скорость мутирования составляет 1,4 · 10-4 заме-
ны на сайт в год [15]. Это может означать, что штамм, выде-
ленный из вакцины, не является родоначальником вирусов, 
выделенных из исследуемых образцов. 

Накопление вирусных мутаций в геномах полевых изоля-
тов, особенно на территориях проведения оральной вакцина-
ции, может изменить структуру данных геномов. Несомненно, 
необходимо регулярно проводить молекулярно-генетические 
исследования как полевых изолятов, так и используемых жи-
вых вакцин. Исследование, выполненное нами в Кировской 
области, показало, что в данном случае реверсия вакцинного 
штамма отсутствует, так как выявлены существенные геном-
ные различия между исследуемыми образцами и штаммом 
ERAG333, используемым в вакцине.

Финансирование. Поддержка исследования осуществля-
лась с помощью государственного бюджета.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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