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АБСТРАКТ

В данной работе описывается разработанный протокол полногеномного секвенирования клинических образцов 
РНК Rabies virus на платформе Illumina MiSeq. Ранее, генотипирование вируса бешенства, циркулирующего на тер-
ритории Казахстана, проводилось на основе последовательности гена нуклеопротеина (N ген). В протоколе описыва-
ются методы пробоподготовки, полногеномного секвенирования и генотипирования применяемые в настоящее время 
для эпидемиологического анализа не только Rabies virus, но и для других вирусных возбудителей, таких как SARS-
CoV-2, Influenza и других. Цель работы заключалась в разработке и апробации протокола полногеномного секвени-
рования и генотипирования изолятов вируса бешенства с целью дальнейшего использования в эпидемиологическом 
мониторинге. В результате исследований, впервые были получены полногеномные последовательности 31 изолята 
Rabies virus выделенные от различных инфицированных животных и областей Казахстана. Все изоляты принадлежат 
мажорной кладе степного типа – Cosmopolitan (30 изолятов принадлежат минорной кладе CA1, в то время как, 1 изо-
лят принадлежит неназначенной минорной кладе). Были идентифицированы 2 локальные вспышки и 6 обособлен-
ных от них линий вируса бешенства. Рассчитаны предполагаемые даты расхождения от общего предка, как для клады 
Cosmopolitan, так и для минорной клады CA1.
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ВВЕДЕНИЕ

Бешенство – это вирусное инфекционное заболевание, 
природно-очагового характера, являющееся смертельным 
зоонозным заболеванием человека и почти всех тепло-
кровных животных. Возбудителем классического бешен-
ства животных и человека является Rabies virus (RABV) 
– распространенный по всему миру высоко нейротроп-
ный вирус вызывающий смертельный энцефаломиелит, 
и единственный из 16 членов рода Lyssavirus, распро-
страняющийся множеством резервуаров-хозяев [1]. Ви-
рион вируса состоит из 5 структурных протеинов: фос-
фопротеин (P), матричный протеин (M), гликопротеин 
(G), РНК-зависимая РНК-полимераза (L) и нуклеопро-
теин (N). RABV филогенетически классифицируется на 
8 мажорных клад: Africa-2, Africa-3, Arctic/Arctic-like, 
Asian, Bats, Cosmopolitan, Indian-Sub и RAC-SK. В свою 
очередь, мажорные клады Arctic/Arctic-like, Asian, Bats и 
Cosmopolitan классифицируется на 5, 7, 20 и 24 минор-
ные клады, соответственно [2]. На основе ранее опубли-
кованных последовательностей N гена было определено, 
что на территории Казахстана циркулирует вирус бешен-
ства, принадлежащий мажорной кладе степного типа 
(Cosmopolitan) [3].

Ежегодно в Казахстане регистрируются сотни случаев 
бешенства животных почти во всех географических рай-
онах с большей концентрацией вспышек на Северо-За-
падной и Юго-Восточной территориях Казахстана, гра-
ничащих с Россией, Китаем и Кыргызстаном. Среди 
восприимчивых животных, наблюдаемых в случаях бе-
шенства, упоминались: крупный рогатый скот (КРС), со-
баки, лисы, овцы/козы, кошки, лошади, верблюды, волки 
и шакалы [4]. Согласно предыдущим исследованиям [4], 
на момент 2016 года в РК наблюдалась восходящая тен-
денция заболеваемости бешенством, со средним приро-
стом 7% в год среди восприимчивых животных. Еже-

годная регулярная вакцинация сельскохозяйственных и 
диких животных не повлияла на общее число случаев за-
болевания [5]. Хотя наблюдаемая доля заболевания бе-
шенством среди сельскохозяйственных животных в РК 
составляет 50-62,8% [5], основным естественным ре-
зервуаром и главным переносчиком инфекции безусловно 
являются дикие мигрирующие животные. В связи с этим, 
генотипирование вспышек с целью эпидемиологического 
анализа и отслеживания источников инфекции является 
актуальной задачей. Предполагается, что на территории 
Казахстана циркулируют генотипы степного типа, также 
при наблюдении крупных вспышек, мы ожидаем, что все 
изоляты принадлежащие соответствующим вспышкам, 
будут филогенетически идентичными.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение РНК
В данной работе было исследовано 117 образцов го-

ловного мозга, отобранных от различных животных из 
различных областей Казахстана. Работа с патогенным 
материалом проводилась на базе РГП «Национальный 
референтный центр по ветеринарии» КВКиН МСХ РК. 
Клинические признаки бешенства наблюдались у всех 
животных, но эпидемиологических данных о контактах с 
хищниками не было. Бешенство было подтверждено пря-
мым флуоресцентным тестом (FAT) [6]. РНК выделялась 
из 10% суспензии мозговой ткани в PBS буфере, приго-
товленной в TissueLyser LT (Qiagen) набором RNeasy Mini 
Kit (Qiagen). Выделенные образцы РНК хранились в жид-
ком азоте до начала исследования.

ПЦР-амплификация генома Rabies virus
Амплификация генома вируса бешенства была выпол-

нена в двух параллельных реакциях согласно двум смесям 
праймеров в одношаговой ОТ-ПЦР (таблица 1). 
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Реакционная смесь включала в себя 12,5 мкл 2× смеси 
для ОТ-ПЦР-Экстра, 1 мкл смеси ферментов БиоМастер 
Экстра-микс, 2 мкл соответствующей смеси праймеров 
с концентрацией 15 пМ/мкл (эквимолярно смешанных), 
1,25 мкл ДМСО, 8 мкл РНК и DEPC воды до 25 мкл. Про-
грамма термоциклирования включала: 50°C - 30 минут; 
95°C - 3 минуты, затем 39 циклов: 93°C - 12 секунд, 56°C 
- 30 секунд, 68°C - 3 минуты и 68°C - 10 минут.

После амплификации, 5 мкл ПЦР-смеси использовали 
для электрофореза, и после визуального подтверждения 
наличия ПЦР продуктов, продукты смешивали пропорци-
онально и очищали, используя 1×Agencourt AMPure XP 
beads. Очищенные ПЦР продукты использовали для при-
готовления ДНК-библиотек.

Полногеномное секвенирование
ДНК-библиотеки приготавливались, используя на-

боры Illumina DNA Prep (M) Tagmentation (96 Samples) и 
Nextera XT Index Kit (96 Indexes 384 Samples) согласно ин-
струкциям производителей. ДНК-библиотеки были нор-
мализованы разведением до концентрации 4 нМ и объеди-
нены (пулированы) по 3 мкл. На загрузку секвенирования 
было использовано 12 пМ финальной ДНК-библиотеки. 
Секвенирование проводилось на платформе Illumina 
MiSeq, с применением набора MiSeq Reagent Kit v3, 600 
Cycles (Catalog # MS-102-3003).

Сборка последовательностей
Весь биоинформатический анализ проводился в ОС 

Ubuntu 20.04.4 LTS. С целью определения филогенетиче-
ски близких последовательностей, обрезанные прочтения 
были собраны de novo в контиги, используя программу 
SPAdes v3.15.3 с длиной κ-меров 127 и опцией «--careful». 
Далее, контиги с наибольшей длиной идентифицирова-
лись в интернет-ресурсе Nucleotide BLAST (https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) относительно базы Nucleotide 
collection (nr/nt) Virus rabies (taxid:11292). Результат с наи-
высшим процентом идентичности, наибольшим покры-
тием исследуемой последовательности и наибольшей дли-
ной назначался референсным геномом.

Картирование (выравнивание) прочтений на референс-
ные последовательности проводилось с использованием 

программы BWA v0.7.17-r1188. Определение вариантов 
и генерация консенсусных последовательностей прово-
дилось программами FreeBayes v1.3.6 и BCFtools v1.15.1. 
Измерение глубины секвенирования проводилось, исполь-
зуя программу SAMtools v1.15.1.

Аннотацию консенсусных последовательностей вы-
полняли с использованием VADR v1.4.1 на основе соот-
ветствующих эталонных последовательностей (KT728349, 
LN879480, KX148159 и KP997032).

Генотипирование и филогенетический анализ
Определение филогенетической клады, а также экс-

порт филогенетически близких последовательностей 
проводилось в интернет-ресурсе RABV-GLUE (http://
rabv-glue.cvr.gla.ac.uk/). Также, для подтверждения при-
надлежности к филогенетическим кладам было прове-
дёно сравнение на основе полной последовательности N 
гена с 202 репрезентативными изолятами из Казахстана 
и соседних стран. Эти последовательности были выров-
нены по кодонам с использованием алгоритма ClustalW 
с параметрами по умолчанию. Для построения филоге-
нетических деревьев был использован программный па-
кет MEGA X с использованием метода присоединения 
соседей с 1000 бутстреп-репликациями. Эволюционные 
расстояния были рассчитаны с использованием метода 
p-расстояний и выражены в единицах количества разли-
чий нуклеотидных оснований на сайт. Полученное дерево 
было отредактировано и аннотировано на реcурсе iTOL 
(https://itol.embl.de/).

Для оценки линейных эволюционных скоростей, в фи-
логенетическом анализе был использован пакет BEAST 
v1.10.4 с методами Монте-Карло с Марковскими цепями 
(MCMC), путем включения в расчёты информации о дате 
отбора изолятов. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Происхождение вирусных изолятов
Из 117 коллекционных клинических образцов РНК, 

полногеномные последовательности допустимого каче-
ства были получены для 31 изолята Rabies virus выделен-
ных от 22 КРС, 5 бродячих собак, 3 диких лис и 1 бродя-

Таблица 1 – Праймеры для амплификации генома Rabies virus

Смесь праймеров 1 Смесь праймеров 2

№ Наименование Последовательность, 5’-3’ № Наименование Последовательность, 5’-3’ 

1
Rab-for_1 acgcttaacaaccagatcaaagaa

7
Rab-for_895 ttcgaggaagagataaggagaatgtt

Rab-rev_1000 atcctacaaagtgaatgagattgaacac Rab-rev_2230 gcttctttaactatgtcatcaaggttcat

2
Rab-for_1860 atgttggagtccagatagtcagacaaat

8
Rab-for_2910 aggacccttatcttccagtgggc

Rab-rev_3040 cctcgaattcatgttgatacacca Rab-rev_4250 actcctctcttttcttgaccaactcctc

3
Rab-for_4031 tcaccaatagtagaggaaagagagcatc

9
Rab-for_5470 gtgcataattataaagggctgggtcat

Rab-rev_5560 aatggggtcatcgtagacttctcc Rab-rev_6430 acttcataaccagagtttccgcacat

4
Rab-for_6200 cttggtcaggttcaaagatcaaatatgg

10
Rab-for_7000 tactggatgacaagtcacactctttcacc

Rab-rev_7390 tttgatgattgttccacttctcatagtc Rab-rev_8480 atacagagcctttctgattgcatcctt

5
Rab-for_8090 tcagtctttgatcaagccgatgag

11
Rab-for_9275 gggtcagccttgcacaggttcaa

Rab-rev_9390 cataaagcatcaatggctggaacat Rab-rev_10250 gcacctgcctcattaaagaactca

6
Rab-for_10180 acatacctgaccctcattacttaccagtc

12
Rab-for_10950 cataatttgtgacgcagaagttactgacat

Rab-rev_11330 agagttatgatcatctcattgtaaggatt Rab-rev_12040 aaagaaacaatcaaacagccagagg
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чей кошки, преимущественно в апреле (92%) 2021 года 
(80,64%) (таблица 2).

На рисунке 1, изображена карта метоположения от-
бора проб от соответствующих животных.

Таблица 2 – Метаданные исследуемых изолятов: наименования, номера доступа, вид животного, дата и место отбо-
ра

Изолят
Номер

доступа
GenBank

Вид
живот-
ного

Дата отбора,
гггг-мм-дд Область РК Район/город

Rab-2-1 OP477379 КРС 2021-04-08 Абайская Аягозский

Rab-3-1 OP477383 КРС 2021-04-08 Абайская Аягозский

Rab-4-1 OP477385 КРС 2021-04-08 Абайская Аягозский

Rab-5-1 OP477386 КРС 2021-04-08 Абайская Аягозский

Rab-6-1 OP477388 КРС 2021-04-08 Абайская Аягозский

Rab-9-1 OP477390 КРС 2021-04-08 Абайская Бескарагайский

Rab-10-1 OP477369 КРС 2021-04-08 Абайская Бескарагайский

Rab-11-1 OP477370 КРС 2021-04-08 Абайская Аягозский

Rab-13-1 OP477372 КРС 2021-04-08 Абайская Аягозский

Rab-14-1-blue OP477374 КРС 2021-04-08 Абайская Жарминский

Rab-15-1 OP477375 КРС 2021-04-08 Абайская Жарминский

Rab-Asl-1 OP477393 лиса 2020-01-16 Абайская Урджарский

Rab-16-6 OP477377 лиса 2021-04-09 Абайская Аягозский

Rab-349 OP477384 кошка 2013-10-31 Абайская г. Семей

Rab-1-5 OP477376 КРС 2021-04-09 Павлодарская Баянаульский

Rab-2-5 OP477382 КРС 2021-04-09 Павлодарская Железинский

Rab-5-5 OP477387 КРС 2021-04-09 Павлодарская Железинский

Rab-6-2 OP477389 лиса 2021-04-09 Павлодарская Аккулы

Rab-1-4 ON366706 КРС 2021-04-12 Атырауская Кзылкогинский

Rab-7-4 ON366707 КРС 2021-04-12 Атырауская Кзылкогинский

Rab-8-4 ON366708 КРС 2021-04-12 Атырауская Кзылкогинский

Rab-35-1-4 ON366709 КРС 2021-04-12 Атырауская Кзылкогинский

Rab-35-2-4 ON366710 КРС 2021-04-12 Атырауская Кзылкогинский

Rab-231-1 OP477381 собака 2014-10-27 Акмолинская Астраханский

Rab-12C OP477371 собака 2020-01-17 Актюбинская г. Актобе

Rab-014 OP477368 собака 2020-01-17 Актюбинская Шалкарский

Rab-Arman-2 OP477392 КРС 2021-02-08 Северо-Казахстанская Мамлютский

Rab-1-3 OP477373 собака 2021-04-14 Северо-Казахстанская Кызылжарский

Rab-1-8 OP477378 КРС 2021-04-05 Северо-Казахстанская Акжарский

Rab-228 OP477380 собака 2014-10-21 Туркестанская г. Шымкент

Rab-Arman-1 OP477391 КРС 2021-02-04 Карагандинская Балхашский
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Секвенирование и сборка геномов
В результате полногеномного секвенирования было 

получено от 395200 до 620958 прочтений на образец, 
метрика GC% варьировалась от 45% до 47%, средняя 
длина прочтений варьировалась от 213 п.н. до 282 п.н. 
Согласно результатам сборки de novo были получены 
контиги длиной от 2326 п.н. до 5564 п.н. На основе ре-
зультатов BLAST поиска были определены следующие ре-
ференсные последовательности: KT728349.1, LN879480.1, 
KX148159.1 и KP997032.1.

В результате картирования прочтений на референс-
ные геномы были получены консенсусы полногеномных 
последовательностей 31 изолята Rabies virus, покры-
вающие все кодирующие регионы, размером от 11770 
п.н. до 11874 п.н., и медианной глубиной секвенирова-
ния от 1823× до 7587×. Последовательности геномов, 
исследуемых изолятов были депонированы в базу дан-
ных GeneBank под инвентарными номерами OP477379- 
OP477391, ON366706-ON366710.

Генотипирование исследуемых изолятов
Согласно результатам генотипирования, исследуемые 

изоляты принадлежат мажорной кладе степного типа 
(Cosmopolitan): 30 изолятов принадлежат минорной кладе 
CA1, в то время как, для изолята Rab-228 минорная клада 
не была определена.

Для верификации генотипирования изолята Rab-228, 
была импортирована вся база интернет-ресурса RABV-
GLUE, на основе которой был проведён BLAST поиск 
полной последовательности N гена. Результаты нисходя-
щей сортировки значений гомологии показывают, что изо-
лят Rab-228 высоко идентичен с последовательностями, 
для которых также не была присвоена минорная клада: 
AF045664 (97.333%, лиса, 1998 г.), LN879480 (99.261%, 
Азербайджан, 2002 г., собака), KY765901 (98.374%, Тад-
жикистан, 2012 г., собака), MT079918 (98.963%, Гру-

зия, 2015 г., собака), MT079908 (98.963%, Грузия, 2015 
г., собака), MT079949 (98.741%, Грузия, 2015 г., собака), 
MT079935 (98.741%, Грузия, 2015 г., собака), MW055108 
(98.891%, Грузия, 2016 г., собака) и KT965733 (99.599% 
при покрытии 92%, Южный Казахстан, 2014 г., шакал), 
после которых была представлена группа последователь-
ностей, принадлежащих минорной кладе CA1. Что может 
указывать на новую минорную кладу, которая не была на-
значена ранее.

Также, в P гене, изолята Rab-014, была идентифициро-
вана мутация изменившая стоп-кодон ТАА на кодирую-
щий глутамин, кодон САА. Таким образом, увеличив фос-
фопротеин на 4 аминокислотных остатка.

Эволюция изолятов Rabies virus выделенных на 
территории Казахстана

Был проведён байесовский анализ на основе полных 
последовательностей N гена 202 репрезентативных изоля-
тов из Казахстана и соседних стран, в результате которого 
была определена средняя скорость нуклеотидных замен, 
которая составила 3,07×10-4 замен на сайт в год (95% ин-
тервал наивысшей апостериорной плотности распределе-
ния составила 2,06–4,06×10-4 замен на сайт в год). Оценка 
степени достоверности замен нуклеотидов позволила нам 
определить среднее время до общего предка (tMRCA) для 
каждой клады, подклады и линии RABV. Было построено 
дерево максимального правдоподобия клад (рисунок 2), 
которое показывает, что все 31 исследуемый изолят RABV 
и 94 филогенетически близких последовательностей, при-
надлежащие минорой кладе CA1, имеют общего предка 
(tMRCA), расхождение от которого, по нашим расчётам, 
произошло в период с 1910 по 1966 годы (с медианным 
значением равным 1942 году). В свою очередь, вся мажор-
ная клада Cosmopolitan имела общего предка, существо-
вавшего в период с 1734 по 1915 годы (с медианным зна-
чением равным 1839 году).

Рисунок 1 – Карта местоположения отбора проб и соответствующих животных
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репрезентативных последовательностей N гена клады 
Cosmopolitan

Наблюдаемые случаи бешенства связанные с ис-
следуемыми изолятами

Анализировав виды животных, даты и места отбора 
проб (таблица 1 и рисунок 1), а также руководствуясь фи-
логенетическими взаимоотношениями между исследу-
емыми изолятами (рисунок 3), наблюдаются 2 предпо-
лагаемые локальные вспышки и несколько связанных и 
обособленных от них случаев заболевания бешенством, 
описываемые далее.

В трёх районах Абайской области в апреле 2021 года 
была зарегистрирована вспышка бешенства, из которой 
было выделено 11 образцов от КРС (Жарминский - 2, Бес-
карагайский - 2, Аягозский - 7) и днём позже 1 образец от 
дикой лисы (Аягозский район, изолят Rab-16-6). На фи-
логенетическом дереве можно увидеть, что 9 (из 12) изо-
лятов данной вспышки группируются на отдельной ветви 
с дополнительным изолятом Rab-Arman-1 выделенным 
от КРС в Балхашском районе Карагандинской области в 
феврале 2021 года, что на 2 месяца раньше упомянутых 
выше. Однако, изоляты Rab-4-1, Rab-15-1 и Rab-6-1 вы-
деленные из данной вспышки, но из разных районов (Ая-
гозский и Жарминский), на филогенетическом дереве рас-
положены удалённо от остальных упомянутых изолятов. 

Дальние изоляты Rab-4-1 и Rab-15-1 группируются 
вместе с изолятами Rab-1-5, Rab-2-5 и Rab-5-5, выделен-
ными от КРС в Павлодарской области (Баянаульском и 
Железинском районах). В свою очередь, изолят Rab-6-2 
выделенный от дикой лисы, в той же Павлодарской обла-
сти, филогенетически близок с исследумыми изолятами 
Rab-1-8 (КРС, Северо-Казахстанская область), Rab-12С 
(собака, Актюбинская область, январь 2020 г.) и с опу-
бликованным ранее изолятом KT965736 (собака, Актю-
бинская область, 2014 г.).

Последний, дальний изолят Rab-6-1, группируется с 
изолятами Rab-349 (кошка, Абайская область, г. Семей, 
2013 г.) и KT965738 (КРС, Алматинская область, 2014 г.). 
Соседняя с ними ветвь представлена изолятами из Китая, 
выделенными с 2013 по 2018 годы, и изолятами из Казах-
стана: KT965735 (КРС, Восточно-Казахстанская область, 
2014 г.) и Rab-Asl-1 (лиса, Абайская область, 2020).

Вторая вспышка, локализованная в Кзылкогинском 
районе Атырауской области, состояла из изолятов вы-
деленных от КРС, филогенетически близким, к которым 
оказался изолят Rab-014 (собака, Актюбинская область, 
2020 г.). Данная группа изолятов образует соседнюю 
ветвь, для изолятов выделенных в Абайской области. Обе 
ветви соседствуют с изолятами выделенными в России с 
2008 по 2011 годы.

Рисунок 2 – Дерево максимального правдоподобия клад на основе 202 
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Изоляты Rab-Arman-2, Rab-1-3 и Rab-231-1 (собака, 
Акмолинская область, 2014 г.) группируются на одной 
ветви с изолятом KT965734 (кошка, Восточно-Казахстан-
ская область, 2014 г.) и образуют одну кладу с изолятом из 
северной Монголии (КРС, 2016 г.) и ранее опубликован-
ными изолятами из Казахстана: AY352492 (лиса, Акмо-
линская область, 1988 г.), AY352490 (овца, Алматинская 
область, 1988 г.) и AY352489 (лиса, Алматинская область, 
2004 г.).

Как видно из филогенетического дерева, изолят Rab-
228, выделенный от бродячей собаки в Туркестанской об-
ласти в 2014 году, расположен на отдельной кладе, вме-
сте с изолятом KT965733, выделенным от шакала в том 
же 2014 году на территории Южного Казахстана, и изо-
лятом KY765901, выделенным от собаки в Таджикистане 
в 2012 году.

ОБСУЖДЕНИЕ

Классический эпидемиологический анализ изолятов 
вируса бешенства проводится на основе секвенирова-
ния и генотипирования N гена [7, 8]. Однако генотипи-
рование на основе полногеномной последовательности 
(включающее в анализ все кодирующие регионы) харак-
теризуется большей разрешающей способностью [9], по-
зволяющей идентифицировать новые геногруппы рода 
Lyssavirus [10], а также, более достоверно отслеживать 
изоляты связанные со вспышками или с обособленными 
единичными случаями инфекции. Ранее аналогичные про-
токолы также были успешно использованы в других ис-
следованиях [11-14]. 

На территории Российской Федерации (РФ) цирку-
лируют две мажорные клады вируса бешенства: Аркти-
ческого (Arctic/Arctic-like) и степного (Cosmopolitan) ти-
пов. Степной тип является самым распространенным в 
РФ (84,6% [7]), циркулирующий в степных и лесостеп-
ных экологических районах Евразии, основными резерву-
арами которого являются лисицы (Vulpes vulpes и Vulpes 
corsac). В исследовании Девяткина А. с соавторами [7], 
датировали общего предка (MRCA), как для мажорной 
клады Cosmopolitan, равным 1849 году (1796-1894), так 
и для минорной клады CA1, равным 1948 году (1929-
1964). Что соответствует полученным нами значениям (с 
погрешностью 10 лет): 1839 год (1734-1915) для мажор-
ной клады Cosmopolitan и 1942 год (1910-1966) для ми-
норной клады CA1 (рисунок 3). К сожалению, для срав-
нения, аналогичные исследования изолятов из Северной 
и Северо-Западной части Китая на данный момент отсут-
ствуют [15].

Наиболее крупной и комплексной была представлена 
вспышка в Абайской области. Учитывая, отношение к 
данной вспышке изолятов Rab-Arman-1 (КРС, выделен-
ный за 2 месяца до регистрации вспышки) и Rab-16-6 
(лиса), долгий инкубационный период бешенства у КРС, 
способность псовых в агрессивной фазе инфекции бе-
шенством пробегать 50 км в день, отсутствие выявленных 
случаев бешеных собак и далёкое расположение между 
Жарминским, Бескарагайским и Аягозским районами, ве-
роятно, инфекция мигрировала от Балхашского района 
Карагандинской области до Бескарагайского района Абай-
ской области, а резервуаром являлись дикие лисы.

Также стоит отметить присутствие в данной вспышке 
ещё трёх филогенетически различных линий вируса бе-
шенства. Первая, представлена изолятами Rab-4-1 и Rab-
15-1 филогенетически близкими с изолятами Rab-1-5, 
Rab-2-5 и Rab-5-5, выделенными от КРС в Павлодарской 
области (Баянаульском и Железинском районах). Вторая, 
представлена изолятом Rab-6-1, филогенетически близ-
ким с ранее выделенными изолятами Rab-349 (кошка, 
2013 г.) и KT965738 (КРС, 2014 г.). Третья, представлена 
изолятом Rab-Asl-1, выделенным от дикой лисы в 2020 
году, филогенетически близким с изолятом KT965735 
(КРС, ВКО, 2014 г.) и изолятами выделенными с 2013 по 
2018 годы на территории Синьцзян-Уйгурского автоном-
ного района [16], что говорит о продолжительной цирку-
ляции данных линий в Восточном Казахстане, а также о 
параллельной циркуляции филогенетически близкой ли-
нии на Северо-Западе Китая. Таким образом, складыва-
ется впечатление, что в Абайской области, на момент от-
бора проб, циркулировало 4 филогенетически различные 
линии вируса бешенства.

Вторая вспышка была представлена в Атырауской об-
ласти состоящая из изолятов, выделенных от КРС, фило-
генетически близкими с изолятами из вспышки в Абай-
ской области. На филогенетическом дереве среди данных 
изолятов расположен изолят Rab-014 выделенный от со-
баки в Актюбинской области в 2020 г. Однако, как упо-
миналось нами ранее, данный изолят имеет маркерную 
мутацию в стоп-кодоне P гена, поэтому отсутствие ана-
логичной мутации у изолятов данной вспышки исключает 
изолят Rab-014 в качестве родительской линии. Таким об-
разом, для данной вспышки животного-переносчика иден-
тифицировано не было.

Линия, представленная изолятами Rab-6-2 (лиса, 2021 
г.), Rab-1-8 (КРС, 2021 г.) и Rab-12С (собака, 2020 г.), не-
смотря на свою малочисленность, покрывает наибольшую 
территорию РК, в сравнении с остальными исследуемыми 
изолятами, охватывая по меньшей мере 4 области (Пав-
лодарская, граница между Северо-Казахстанской и Ак-
молинской областями, и Актюбинская, соответственно).

Ещё одна линия представлена изолятами Rab-Arman-2 
(КРС, февраль 2021 г.) и Rab-1-3 (Собака, апрель 2021 г.) 
располагаясь на одной ветви с изолятами Rab-231-1 (со-
бака, Акмолинская область, 2014 г.) и изолятом KT965734 
(кошка, Восточно-Казахстанская область, 2014 г.). Вся 
клада в целом, представлена отдельными длинными вет-
вями, что соответствует их далёкому географическому 
(север и юг Казахстана, Монголия) и временному (с 1988 
по 2014 годы) расположению.

Последняя линия представлена изолятами Rab-228 
(собака, 2014 г.), KT965733 (шакал, 2014 г.) и KY765901 
(собака, Таджикистан, 2012 г.) располагающимися от-
дельно от минорной клады CA1. Учитывая высокие зна-
чения гомологии вирусов данной линии с выделенными 
изолятами на территориях сначала Грузии, Азербайджана, 
а затем Таджикистана и Казахстана, наиболее вероятно, 
что данная линия мигрировала из Западной Азии (Ближ-
ний Восток). 

Как видно, изоляты вируса бешенства, выделенные на 
территории Казахстана, несмотря на малочисленную вы-
борку исследуемых изолятов, характеризуются большим 
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генетическим разнообразием, территориальным и времен-
ным распределением. Подобное распространение степ-
ной группы бешенства на просторах Евразийской степи 
и лесостепи, объясняли интенсивной миграцией населе-
ния на территории бывшего СССР [7]. Таким образом, 
полученная нами датировка основного расхождения ми-
норной клады CA1 - 1964 год (1946-1977) (рисунок 3), 
подтверждается датами освоения целинных земель 1954-
1965.

Хотя нами были получены полногеномные последова-
тельности высокого качества, для того, чтобы обеспечить 
наибольшее географическое и количественное (статисти-
ческое) покрытие, применяемые в данной работе биоин-
форматические анализы были сосредоточены только на 
N гене. К сожалению, в связи с тем, что аналоги описы-
ваемого в данной работе протокола только входят в лабо-
раторную практику, на территории СНГ практически не 
проводились работы по полногеномному секвенированию 
вирусов бешенства, и ближайшими странами, проводив-
шими данного рода исследования, являются Россия [17] и 
Китай [18]. Несомненно, накопление большего количества 
полногеномных данных изолятов выделенных на терри-
ториях Казахстана и соседних стран, позволит добиться 
большего покрытия генотипов и способствует отслежи-
ванию и ликвидации случаев бешенства.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Это первое исследование в Казахстане направленное 
на разработку протокола, позволяющего проводить полно-
геномное секвенирование и анализ генетического разноо-
бразия циркулирующих вирусов бешенства. Из исследо-
ванных 117 образцов головного мозга бешеных животных, 
полногеномные последовательности допустимого каче-
ства были получены для 31 изолята Rabies virus выде-
ленных от 22 КРС, 5 бродячих собак, 3 диких лис и 1 
бродячей кошки, в 2021 (25 изолятов, 80,645%), 2020 (3 
изолята, 9,677%), 2014 (2 изолята, 6,451%) и 2013 (1 изо-
лят, 3,225%) годах.

Выяснилось, что все изоляты принадлежат мажорной 
кладе степного типа – Cosmopolitan (30 изолятов принад-
лежат минорной кладе CA1, в то время как, изолят Rab-
228 принадлежит неназначенной минорной кладе). Были 
определены 2 локальные вспышки и 6 обособленных от 
них филогенетических линий вируса бешенства. Вспышка 
в Абайской области была самой многочисленной, связан-
ной с 4 различными линиями бешенства. 

На основе анализа последовательностей N гена изо-
лятов выделенных на территориях Казахстана, России, 
Китая и других соседствующих стран, были рассчитаны 
предполагаемые даты расхождения от общих предков, для 
клады Cosmopolitan и для минорной клады CA1 – 1839 
год (1734-1915) и 1942 год (1910-1966), соответственно.
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ABSTRACT

This study describes the developed protocol for whole genome sequencing of clinical Rabies virus RNA samples on the Il-
lumina MiSeq platform. Previously, genotyping of the rabies virus circulating in Kazakhstan was based on the nucleoprotein 
gene sequence (N gene). The protocol describes the methods of sample preparation, whole genome sequencing and genotyping 
currently used for epidemiological analysis not only of Rabies virus, but also for other viral pathogens such as SARS-CoV-2, 
Influenza and others. The aim of the work was to develop and test a protocol for whole genome sequencing and genetyping of 
rabies virus isolates for further use in epidemiological monitoring. As a result of the research, whole genome sequences of 31 
isolates of Rabies virus isolated from various infected animals and regions of Kazakhstan were obtained for the first time. All 
the isolates belong to the major steppe-type clade – Cosmopolitan (30 isolates belong to the minor clade CA1, while 1 isolate 
belongs to an unassigned minor clade). 2 local outbreaks and 6 separated rabies virus lineages were identified. Estimated dates 
of divergence from a common ancestor were calculated for both the Cosmopolitan clade and the minor clade CA1.

Key words: rabies, Rabies, epidemiology, sequencing, outbreak

RABIES VIRUS ИЗОЛЯТТАРЫНЫҢ ТОЛЫҚ ГЕНОМДЫҚ РЕТТІЛІГІН СЕКВЕНИРЛЕУ ЖӘНЕ 
ГЕНОТИПТЕУ ХАТТАМАСЫ
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ТҮЙІН

Атқарылған жұмыста Rabies virus-тың клиникалық үлгілерін РНҚ Illumina MiSeq платформасында толық геномы-
ның секвенирлеуі сипатталған. Бұған дейін Қазақстан аумағында жүрген құтыру вирусын генотиптеу нуклеопротеин (N 
ген) генінің реттілігі негізінде жүргізілген. Хаттамада қазіргі уақытта Rabies virus-ті ғана емес, сонымен қатар SARS-
CoV-2, Influenza және т.б. сол сияқты вирустық қоздырғыштарды эпидемиологиялық талдау үшін қолданылатын үл-
гіні дайындау, геномдық реттілік және генотиптеу әдістері сипатталған. Жұмыстың мақсаты эпидемиологиялық мо-
ниторингте одан әрі пайдалану мақсатында құтыру вирусының изоляттарын генотиптеу және генотиптеу хаттамасын 
әзірлеу және сынақтан өткізу болды. Зерттеу нәтижесінде алғаш рет Қазақстанның түрлі аймақтар мен облыстардағы 
жануарлардан Rabies virus-тың 31 изоляттарының толық геномдық тізбегі алынды. Барлық изоляттар Cosmopolitan 
дала типіндегі негізгі кладқа жатады (30 изолят СА1 кіші кладасына жатады, ал 1 изолят тағайындалмаған кіші кла-
даға жатады). 2 жергілікті ошақ идентификацияланып, олардан оқшауланған құтыру вирусының 6 желісі анықталды. 
Түрде ортақ ата - бабадан алшақтаудың болжамды күндері Сosmopolitan клады үшін де, СА1 шағын кладасы үшін де 
есептелінді.

Түін сөздер: құтыру, Rabies, эпидемиология, секвенирлеу, Қазақстан, аурудың өршуі


