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В статье представлено молекулярно-генетическое исследование геномов полевых изолятов вируса бе-
шенства, выделенных на территории Владимирской, Московской, Тверской, нижегородской и Рязанской 
областей, с целью проведения филогенетического анализа. исследованы 20 образцов очищенных ПЦР-
продуктов, содержащих нуклеопротеин вируса бешенства, предоставленных ветеринарной службой  
г. Владимира. В результате секвенирования и филогенетического анализа фрагментов гена N 12 исследуе-
мых изолятов оказались близкими к Центральной филогенетической группе вирусов бешенства, а именно 
5 изолятов из Владимирской области, 2 — из нижегородского района, 2 — из Московской и 3 — из Тверской 
области. 8 исследуемых изолятов из нижегородской и Рязанской областей были отнесены к Евразийской 
филогенетической группе.
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Moscow, Tver, Nizhny Novgorod and Ryazan regions, with the aim of carrying out phylogenetic analysis. We 
studied 20 samples of purified PCR products containing the rabies virus nucleoprotein. The samples were 
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fragments of isolates under study were close to the Central phylogenetic group of the rabies virus; namely − 5 
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ным животным. Диагностика бешенства, как правило, 
проводится посмертно. Эффективное лечение до сих 
пор отсутствует.

Предупреждение распространения бешенства вклю-
чает контроль численности основных носителей вируса 
в природе и бездомных домашних животных, а также их 
иммунизацию с целью создания зоны, свободной от ви-
руса [9].

Для контроля антирабических мероприятий и про-
филактики бешенства необходимо исследовать случаи 
этого заболевания на неблагополучных по нему терри-
ториях и на территориях, где проводилась оральная им-
мунизация, исследовать первичную структуру геномов 
полевых изолятов вируса бешенства [10, 11].

Целью нашей работы была молекулярно-генетическая 
характеристика изолятов вируса бешенства, выявлен-
ных на территории Владимирской, Московской, Твер-
ской, Нижегородской и Рязанской областей.

Материал и методы
Материалом для исследования послужили очищенные 

ПЦР-продукты, содержащие ген N вируса бешенства, 
20 образцов от животных из Владимирской, Москов-
ской, Тверской, Нижегородской и Рязанской областей, 
любезно предоставленные нам ветеринарной службой  
г. Владимир (см. таблицу). Для сравни тельного анализа 
были использованы нуклеотидные последовательности 
гена N штаммов вируса бешен ства, содержащиеся в базе 
данных NCBI.

Для секвенирования ампликонов использовали те 
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 вырав-
нивания нуклеотидных последовательностей и про-
ведения филогенетического анализа применяли пакет 
программ DNASTAR v 3.12 («Lasergenе Inc.», США) 
и Bio Edit 7.0.1. Для оценки достоверности тополо-
гии филогенетической дендрограммы был проведен 
bootstrap-анализ с привлечением 1000 псевдореплик.

Результаты
Была определена первичная структура гена N вируса 

бешенства для 20 изолятов из Московской, Тверской, 
Нижегородской и Рязанской областей. На основании по-
лученных нуклеотидных последовательностей и мате-
риалов, опубликованных в базе данных GenBank, была 
построена филогенетическая дендрограмма и проведен 
филогенетический анализ (рис. 1).

Для филогенетического анализа использовали вак-
цинные штаммы RV-97, ERA, штамм RABV AY95319, 
выделенный из слюны реципиента после транспланта-
ции органов зараженного (Иран), а также 77 штаммов, 
выделенных ранее на территории России и Европы.

Размер исследуемого фрагмента составил 1110 нукле-
отидных остатков (н. о.) (370 аминокислот), положение 
в геноме 100—1210. На рис. 2 показаны предсказанные 
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Введение
Бешенство — инфекционное заболевание, возбудите-

лем которого является вирус Rabies virus рода Lyssavirus 
семейства Rhabdoviridae. Вирус бешенства вызывает 
специфический энцефалит (воспаление головного моз-
га) и является единственным из царства Vira, поражаю-
щим всех теплокровных животных, в том числе челове-
ка, со 100% летальностью. Вирионы вируса бешенства 
пулевидной формы длиной в среднем 180 нм, диаметром  
75 нм и состоят из несегментированного генома, пред-
ставленного одной молекулой спиралеобразно скручен-
ной негативной РНК и 5 структурных белков: нуклео-
протеина (N), фосфопротеина (P), матричного белка (М), 
гликопротеина (G) и РНК-зависимой РНК-полимеразы, 
или большого белка (L — large protein). Геномная РНК 
не инфекционна [1, 2].

По оценке ВОЗ, бешенство входит в пятерку инфек-
ционных болезней, наносящих наибольший социальный 
и экономический ущерб. Среди зооантропонозных забо-
леваний, регистрирующихся в настоящее время в нашей 
стране, бешенство животных занимает лидирующие 
позиции по числу ежегодно выявляемых неблагополуч-
ных пунктов. На протяжении многих лет бешенство в 
Российской Федерации регистрировалось на стабильно 
высоком уровне, охватывая значительную часть терри-
тории [3, 4].

По данным Россельхознадзора и лаборатории эпи-
зоотологии ВИЭВ им. Я.Р. Коваленко, в течение 2014 г. 
зафиксировано 2096 очагов бешенства, заболело 2315 
животных. Наибольшее число неблагополучных пун-
ктов зарегистрировано в Белгородской (125), Липецкой 
(119), Саратовской (124) областях и Республике Татар-
стан (118) [5]. В 2015 г. по сравнению с 2014 г. количе-
ство случаев бешенства животных по стране увеличи-
лось в 1,8 раза. В I квартале 2016 г. зарегистрировано 
634 неблагополучных по бешенству пункта, в которых 
заболело и пало 718 животных; во II квартале 2016 г. 
зафиксировано 490 очагов бешенства, заболело и пало 
551 животное, в том числе 287 (52%) диких животных, 
213 (39%) домашних плотоядных, 51 (9%)сельскохо-
зяйственное животное . Наибольшее (158) число небла-
гополучных пунктов за 6 мес 2016 г. зарегистрировано 
в Московской области. Большую часть заболевших жи-
вотных составили дикие и домашние плотоядные. По 
данным исследований, эпизоотии носят циклический, 
сезонный характер [6].

Основные резервуарные хозяева вируса бешенства в 
природе — дикие плотоядные, особенно псовые, а также 
рукокрылые млекопитающие [7, 8]. Лиссавирусы лету-
чих мышей представляют особый интерес для изучения 
и разработки мер профилактики, так как генетически су-
щественно отличаются от вируса бешенства генотипа 1.

Главную опасность для человека представляет так на-
зываемое городское бешенство, поддерживаемое в по-
пуляции безнадзорных животных, а также отсутствие 
вакцинопрофилактики у домашних животных. Вирус 
передается главным образом со слюной при укусе боль-
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групп, а также у всех представителей Евразийской 
группы, кроме изолятов из Омска, у 4 представителей 
Центральной группы и у изолята RABV AY95319.

Исследуемые изоляты из Нижегородской и Рязан-
ской областей близки по аминокислотному составу 
к изолятам из Липецка и Воронежа, друг к другу. В 
позиции 101 у этих изолятов присутствует треонин 
вместо аспарагиновой кислоты, а в позиции 106 аспа-
рагиновая кислота вместо аспарагина, как и у всех 
представителей Евразийской группы.

В позиции 135 отмечена замена пролина на серин 
у представителей Северо-восточно-европейской груп-
пы, Евразийской и некоторых изолятов Центральной 
группы, в том числе Tever_13, Tver_8, Moscow_706, 
Nizhniy_267, Nizhniy_947, Vladimir 521—524. Изолят 
Nizhniy_927 в позиции 158 содержит аланин вместо 
треонина.

В позициях 172 и 179 образцы из Нижегородской и 
Рязанской областей содержат изолейцин и валин соот-
ветственно, как и все представители Северо-восточно-
европейской и Евразийской групп. Представители 
Арктической группы совпадают с вышеописанными 
изолятами лишь в позиции 172.

В позициях 218 и 246 наблюдаем глютаминовую 
кислоту и изолейцин соответственно у всех исследуе-
мых изолятов и вакцинных штаммов, кроме RV-97, 
который в данных позициях содержит аспарагиновую 
кислоту и валин.

В позиции 295 изолят Ryazan_814 содержит глицин 
вместо серина. В позиции 270 изолят Vladimir_523 
имеет лизин вместо аргинина, а в позиции 319 — 
изолейцин вместо метионина. В позиции 320 изолят 
Nizhniy_947 содержит цистин вместо глицина. В по-
зиции 332 изолят Tver_647 содержит треонин вместо 
аланина, а в позиции 347 изолят Tver_13 содержит 
глютамин вместо глютаминовой кислоты.

В позициях 364 и 388 образцы из Нижегородской 
и Рязанской областей содержат лизин и гистидин, 
при этом лизин в позиции 364 имеется у всех изо-
лятов, а гистидин — только у Евразийской группы. 
В позиции 377 изоляты Tver_7574 и 7575 (последо-
вательности взяты из базы данных NCBI) содержат 
аланин вместо треонина, что отличает их от других 
образцов, выделенных в России и Эстонии. В по-
зиции 379 образцы из Тверской (кроме Tver_7574 
и 7575), Московской и Нижегородской областей, а 
также один изолят из Владимирской области имеют 
аланин вместо валина. Другие изоляты из Влади-
мирской области и один из Нижегородской содер-
жат треонин в этой позиции, как и представители 

Арктической группы. Изолят Vladimir_525 в позиции 
399 содержит пролин вместо треонина.

Согласно полученным данным, 12 изолятов были от-
несены к Центральной группе. Внутри группы иссле-
дуемые образцы отличаются друг от друга и от ранее 
выделенных изолятов не более чем на 3—4% в последо-
вательности нуклеотидов.

К Евразийской группе было отнесено 8 изолятов на 
основании генетической близости к ранее описанным 
изолятам этой группы. По первичной нуклеотидной 
последовательности исследуемые изоляты отличают-
ся друг от друга не более чем на 0,9%, а от других 
изолятов этой группы — примерно на 8%. Друг от 
друга все исследуемые изоляты отличаются примерно 
на 9,3%.

последовательности аминокислот всех исследуемых 
изолятов в сравнении с некоторыми ранее охарактери-
зованными и референсными штаммами вируса бешен-
ства.

При анализе предсказанной аминокислотной после-
довательности было установлено, что 12 изолятов в 
позиции 217 содержат остаток валина, в то время как у 
представителей других групп в этой позиции имеется 
остаток изолейцина. Кроме того, изоляты Центральной 
группы, включая исследуемые, в позиции 95 содержат 
триптофан вместо лейцина.

У изолята Vladimir_525_2014 в позиции 50 — амино-
кислота серин вместо аспарагина. В позиции 106 содер-
жится аспарагиновая кислота вместо аспарагина у пред-
ставителей Северо-восточно-европейской, Арктической 

Описание образцов для молекулярно-генетического анализа

Изолят Вид животного Регион

Moscow_(706_2009) Лиса Московская обл., Сергиево-
Посадский р-н, д. Мехово

Moscow_(708_2009) Лиса Московская обл., Дмитровский 
р-н, пос. Орехово

Tver_8_2014 Енотовидная 
собака

Тверская область, Кесовогор-
ский р-н, 600 м от д. Столбово

Tver_13_2014 Собака Тверская область, Кесовогор-
ский р-н, д. Федцово

Tver_647_2014 Енотовидная 
собака

Тверская область, Пеновский 
р-н, ур. Михайловщина

Nizhniy_267_2014 Лиса Нижегородская обл., Сергач-
ский р-н, с. Пица

Nizhniy_273_2014 Собака Нижегородская обл., Павлов-
ский р-н, с. Грудцино

Nizhniy_291_2014 Лиса Нижегородская обл., Лысков-
ский р-н, с. Юркино

Nizhniy_927_2014 Собака Нижегородская обл., Крас-
нооктябрьский р-н, д. Малая 

Мажарка
Nizhniy_947_2014 Лиса Нижегородская обл., Арзамас-

ский р-н, пос. Пешелань
Vladimir_521_2014 Лиса Владимирская обл., Гороховец-

кий р-н, с/п Денисовское
Vladimir_522_2014 Лиса Владимирская обл., Вязников-

ский р-н, д. Б. Липки
Vladimir_523_2014 Енотовидная 

собака
Владимирская обл., Ковров-

ский р-н, д. Демино
Vladimir_525_2014 Енотовидная 

собака
Владимирская обл., Камешков-

ский р-н, д. Сергеиха
Vladimir_524_2014 Собака Владимирская обл., Вязников-

ский р-н, г. Вязники
Ryazan_810_2014 Кот Рязанская обл., Шиловский 

р-н, с. Борок
Ryazan_813_2014 КРС Рязанская обл., Александров-

ский р-н, д. Федцовка
Ryazan_814_2014 КРС Рязанская обл., Кораблинский 

р-н, с. Никитино
Ryazan_816_2014 Собака Рязанская обл., Сасовский р-н, 

с. Гавриловское
Ryazan_812_2014 КРС Рязанская обл., Ряжский р-н,  

г. Ряжск
П р и м е ч а н и е .  КРС — крупный рогатый скот.
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Рис. 1. Филогенетическая 
дендрограмма штаммов и 

изолятов вируса бешенства, 
построенная на основании 
нуклеотидных последова-

тельностей гена N. Рамками 
показаны исследуемые изо-
ляты. К названиям штаммов 
и изолятов добавлен регион 

происхождения.
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Рис. 2. 
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Рис. 2.  
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Рис. 2. Сравнение фрагментов предсказанных аминокислотных последовательностей нуклеопротеина вируса бешенства исследуе-
мых изолятов и штаммов из базы данных NCBI, GenBank: исследуемые изоляты выделены курсивом.

Обсуждение
Было проведено молекулярно-генетическое исследова-

ние 20 образцов (очищенных ПЦР-продуктов), содержа-
щих нуклеопротеин вируса бешенства. Как известно, ген 
N, кодирующий нуклеопротеин, является более консерва-
тивным для всех представителей рода Lyssavirus, чем ген 
G, кодирующий белок оболочки гликопротеин [1, 12].

Согласно данным Международного комитета по так-
сономии вирусов, в настоящее время существует все-
го 14 видов лиссавирусов. С 70-х годов прошлого века 
благодаря применению моноклональных антител стали 
возможными изучение разнообразия ангигенной струк-
туры рода Lyssavirus, идентификация серотипов и анти-
генных вариантов вируса бешенства. В результате мно-
гих исследований штаммы и изоляты вируса бешенства, 
выделенные на территории России и ближнего зарубе-
жья, были разделены на несколько групп: Евразийскую, 
Кавказскую, Северо-европейскую (Северо-восточно-
европейскую), Центральную и Арктическую [13—15].

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 [14]. В результате нашей работы 12 изолятов из Мо-
сковской, Владимирской, Тверской областей и 2 образца 
из Нижегородской области были отнесены к Централь-
ной группе. При сравнении предсказанных аминокислот-
ных последовательностей был обнаружен остаток валина 

в позиции 217, кроме того, в позиции 95 у исследуемых 
изолятов и других изолятов Центральной группы был вы-
явлен остаток триптофана, а у других изолятов, в том чис-
ле у вакцинного штамма ERA, — в этом положении оста-
ток лейцина. Для проведения филогенетического анализа 
из базы данных NCBI были взяты последовательности 
гена N вакцинных штаммов вируса бешенства, штамм, 
выделенный у реципиента при трансплантации (Иран), 
а также штаммы и изоляты, выделенные на территории 
России и ближнего зарубежья, описанные ранее и относя-
щиеся к разным группам вируса бешенства [14].

К Евразийской группе были отнесены 8 изолятов из 
Рязанской (5 изолятов) и Нижегородской (3 изолята) об-
ластей на основании генетической близости к другим 
представителями этой группы. Примечательно, что в 
положении 388 только у представителей Евразийской 
группы имеется остаток гистидина вместо аспарагина.

Проведенное нами исследование подтвердило, что 
изоляты вируса бешенства, выделенные на одной тер-
ритории или близлежащих территориях, генетически 
наиболее близки и имеют характерные молекулярные 
различия. Были выявлены «маркерные» замены в пред-
сказанных аминокислотных последовательностях ну-
клеопротеина, позволяющие предположить принадлеж-
ность изолята к той или иной группе вируса бешенства 
и предсказать движение эпизоотии.

Финансирование. Исследование осуществлялось при 
поддержке государственного бюджета.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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