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ВВЕДЕНИЕ 

 

 

 

Актуальность темы исследования  

Ротавирусы вида А (РВА, Rotavirus А, род Rotavirus, семейство Reoviridae, 

подсемейство Sedoreovirinae, порядок Reovirales), до настоящего времени являются 

одной из основных причин острого гастроэнтерита у детей первых лет жизни [62, 

248, 291, 301]. В мире, в довакцинальный период 1986-2006 гг., ротавирусы 

ежегодно вызывали более 111 миллионов случаев гастроэнтерита, которые не 

требовали консультации терапевта, 25 миллионов случаев, требовавших визита в 

клинику, 2 миллиона госпитализаций и 453 тысячи смертей детей младшего 

возраста [248, 301].  

В настоящее время для профилактики ротавирусной инфекции в мире нашли 

широкое применение две вакцины: пятивалентная реассортантная (RotaTeq®, RV5) 

и моновалентная человеческая аттенуированная вакцина (Rotarix®, RV1) [85, 323]. 

В ряде стран применяют региональные вакцины на основе реассортантных или 

моновалентных аттенуированных штаммов животных и человека [60, 96, 131, 240, 

289]. Массовая вакцинация, введенная в национальные календари более 100 стран, 

позволила существенно снизить количество смертей и тяжелых, требующих 

госпитализации, случаев ротавирусного гастроэнтерита (РВГЭ) [70, 254, 291].  

В Российской Федерации у детей в возрасте до 5 лет, находящихся на 

стационарном лечении по поводу острой кишечной инфекции, РВА являются 

причиной острого гастроэнтерита в 43 % случаев. В числе амбулаторных 

обращений РВГЭ составляет 31 %, достигая 75 % в некоторых регионах [3]. По 

данным государственного доклада о санитарном благополучии за 2019 год, ущерб 

от ротавирусной инфекции составил 8 431 262,1 тыс. рублей, заняв шестое ранговое 

место. На территории России для профилактики ротавирусной инфекции 

зарегистрирована живая пентавалентная вакцина, применение которой 

регламентировано по эпидемическим показаниям1. Отсутствие массовой 

 
1 Приказ Минздрава России от 21.03.2014 №125н 
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вакцинации детского населения и медленное формирование коллективного 

иммунитета обуславливают ежегодный подъем заболеваемости РВГЭ. При этом, 

следует учитывать, что существующие вакцины даже при широком применении не 

останавливают циркуляцию и эволюцию вирусов и не исключают риск 

формирования штаммов с повышенной вирулентностью, репликативной 

активностью или контагиозностью. Все перечисленное выше может послужить 

причиной внезапных эволюционных изменений в популяции возбудителя, что 

определяет важность слежения за генотиповым разнообразием ротавируса. 

Вирион ротавируса представляет собой трехслойную частицу, образованную 

по принципам икосаэдральной симметрии, содержащую 11 сегментов 

двухцепочечной РНК, кодирующих шесть структурных белков (VP1-VP4, VP6, 

VP7) и пять или шесть неструктурных белков (NSP1-NSP5/6). Основными 

антигенами, формирующими протективный иммунитет после перенесенной 

ротавирусной инфекции, являются белки наружного капсида VP7 и VP4 [119]. 

Получены данные о роли VP6-антител в защите от тяжелого течения инфекции [71, 

196]. 

На свойствах двух протеинов наружного капсида вириона – VP7 (G – 

гликопротеин) и VP4 (P – протеазочувствительный) – основана бинарная 

номенклатура ротавирусов. В настоящее время идентифицированы 36 G- и 51 [P]-

генотипов ротавируса, изолированных от животных и человека [223]. Большинство 

ротавирусов, инфицирующих человека, относятся к шести G[P] генотипам: G1P[8], 

G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8] и G12P[8] [52, 225, 281]. На территории России, в 

том числе в Нижнем Новгороде, подавляющее большинство типированных РВА 

относятся к пяти генотипам: G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] и G9P[8] [1, 6, 14, 172]. 

В последнее время в мире стали выявлять новые, необычные и не характерные для 

территории нашей страны штаммы ротавируса, отличающиеся по антигенным 

свойствам от вакцинных [40, 237, 338]. Поскольку вакцинные штаммы были 

выделены более 30 лет назад, динамичная эволюция ротавирусной популяции 

делает актуальным, научно и практически значимым проведение молекулярного 

мониторинга циркулирующих ротавирусов, изучения их филодинамики и 
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сравнительного анализа с вакцинными штаммами в области антигенных 

детерминант. 

Степень разработанности проблемы  

В настоящее время в мире проводятся исследования, направленные на 

изучение влияния вакцинопрофилактики на заболеваемость РВГЭ [68, 69, 213]. 

Отечественными исследователями показана высокая эффективность 

вакцинопрофилактики ротавирусного гастроэнтерита с целью снижения числа 

тяжелых случаев течения инфекции и случаев, требующих госпитализации [5, 12, 

15, 20, 22, 24, 25, 27]. 

Одним из ведущих направлений научных исследований является изучение 

генетического разнообразия ротавирусов, циркулирующих на разных территориях 

в условиях применения вакцин и при отсутствии вакцинопрофилактики [100, 214, 

287]. Для многих территорий Российской Федерации охарактеризован типовой 

состав ротавирусных популяций, выявлены доминирующие генотипы ротавируса 

[1, 6, 14, 172]. В Нижегородском НИИЭМ им. академика И.Н. Блохиной 

наблюдения за циркуляцией ротавирусов разных типов и их сменой проводятся на 

протяжении 36 лет [244, 245]. 

У ротавирусов дикого типа, циркулирующих на территории ряда стран 

(Бельгия, Арабские Эмираты, Тунис, Финляндия, Индия, Иран, Аргентина и др.), 

выявлены филогенетические отличия от вакцинных штаммов, обнаружены 

мутации в области сайтов антигенной нейтрализации [28, 93, 152, 192, 235, 236, 

335]. Однако, для штаммов ротавируса, изолированных на территории России, 

такая сравнительная характеристика не проводилась. 

Целью работы является характеристика генетического разнообразия и расчет 

филодинамических параметров циркулирующих ротавирусов, их сравнение с 

вакцинными штаммами.  

Для достижения цели были поставлены следующие задачи:  

1. Определить типовой состав и дать молекулярно-генетическую 

характеристику популяции ротавируса вида А в Нижнем Новгороде в период 2016-

2020 гг.  
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2. Дать филодинамическую характеристику нижегородских изолятов 

ротавируса с генотипами G4P[8] и G2P[4] на основе полного генома.  

3. Установить нуклеотидные последовательности фрагментов генов VP7, 

VP4, VP6 и NSP4 нижегородских ротавирусов.  

4. Провести филогенетический анализ российских и вакцинных штаммов 

RotaTeq® и Rotarix® на основе генов VP7, VP4, VP6 и NSP4. 

5. Дать сравнительную характеристику выведенных аминокислотных 

последовательностей в регионах антигенных детерминант белков VP7, VP4, VP6 и 

NSP4 штаммов ротавирусов дикого типа и компонентов вакцин.  

Научная новизна работы  

Определен спектр G[P]-типов РВА в Нижнем Новгороде в новый, ранее не 

охарактеризованный период 2016-20 гг. Спектр включал 14 G[Р]комбинаций: 

G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8], G12P[8], G9P[4], G3P[9], G9P[9], G8P[8], 

G2P[8], G4P[4], G3P[4], G4P[6]. Впервые показано доминирование штаммов с 

генотипом G2P[4] в сезон 2018-19 гг. Впервые показана циркуляция на территории 

России штаммов ротавируса с генотипом E3 гена NSP4, на территории Нижнего 

Новгорода – ротавирусов генотипа G12 и G8 гена VP7.  

При ретроспективном исследовании РВА, выявленных в 2013-14 гг., впервые 

показана циркуляция ротавируса с генотипом G1P[8]-I2-E2, имеющего «короткий» 

электрофоретип РНК (2,6 %), который является двойным межгрупповым 

реассортантом между Wa- и DS-1-подобными ротавирусами. Установлено родство 

данного варианта со штаммами, изолированными на территориях Японии и 

Таиланда. В 2019-20 гг. доля межгрупповых реассортантов в нижегородской 

популяции ротавируса составила 12,7 %.  

Впервые определена полная нуклеотидная последовательность генома 

ротавирусов с генотипом G4P[8] и G2P[4], изолированных в России. На основе всех 

11 сегментов генома проведен филогеографический анализ штаммов, позволивший 

установить их полифилетическое происхождение.  

Установлены нуклеотидные последовательности генов VP7 (124), VP4 (48), 

VP6 (30) и NSP4 (15) новых российских (Нижний Новгород) штаммов РВА. 
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Последовательности депонированы в GenBank, что расширяет международную 

базу данных нуклеотидных последовательностей генома ротавирусов вида А.  

Выявлены аминокислотные различия в области нейтрализующих эпитопов 

белков VP7 и VP4 у вакцинных штаммов и российских ротавирусов с генотипами 

G1, G2, G3, G4, G9, P[8] и P[4]. У РВА в составе вакцины RotaTeq® установлено 

меньшее количество различий (в сравнении с вакциной Rotarix®) с российскими 

штаммами дикого типа ввиду ее поливалентности. Наибольшее количество 

различий показано в нейтрализующих эпитопах VP7 российских РВА генотипа G9. 

Установлена высокая консервативность эпитопов белка VP6 вакцинных штаммов 

RotaTeq® и Rotarix® и штаммов ротавируса дикого типа.  

Впервые проведен сравнительный анализ аминокислотных 

последовательностей известных Т-клеточных эпитопов белков VP7, VP6 и NSP4, в 

ходе которого установлена вариабельность аминокислотного состава в области 

антигенных детерминант VP7. Показана консервативность Т-клеточных эпитопов 

белков VP6 и NSP4.  

Теоретическая и практическая значимость работы  

Данные о генотиповой структуре РВА в новый, не охарактеризованный ранее 

период времени, дополняют результат многолетних наблюдений за динамикой 

циркуляции ротавирусов разных типов, что имеет значение для понимания 

внутренних причин развития эпидемического процесса при ротавирусной 

инфекции и оценке возможного воздействия вакцин на типовое разнообразие.  

Установленные и депонированные в международной базе данных 

нуклеотидные последовательности генома ротавирусов могут быть использованы 

для установления места российских штаммов в мировой популяции.  

Рассчитанные филодинамические характеристики вносят вклад в понимание 

эволюционных закономерностей, происходящих внутри популяции ротавируса, 

дают возможность оценки времени формирования эпидемически значимых 

вариантов, что позволяет совершенствовать эпидемиологический надзор за 

распространением этого патогена. 
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Результаты филогенетического анализа современных российских изолятов 

ротавируса вида А и вакцинных штаммов в составе RotaTeq® и Rotarix®, а также 

анализа аминокислотных последовательностей в области антигенных детерминант 

могут иметь значение при разработке отечественных вакцин.  

Результаты обнаружения ротавирусов у детей, госпитализированных с острой 

кишечной инфекцией, оперативно сообщались в инфекционный стационар и 

ежемесячно направлялись в Управление Роспотребнадзора по Нижегородской 

области, где использовались в официальной статистике инфекционной 

заболеваемости в Нижегородской области (Акты внедрения от 30 января 2019 и 20 

января 2020). 

Методология и методы исследования 

Для достижения цели исследования в ходе выполнения работы были 

использованы молекулярно-генетические методы, такие как выделение РНК из 

клинического материала, постановка реакции обратной транскрипции, постановка 

полимеразной цепной реакции, секвенирование полученных фрагментов кДНК по 

Ф. Сэнгеру. Секвенирование полного генома было осуществлено с использованием 

технологии NGS, Illumina MiSeq. Обработку и выравнивание нуклеотидных 

последовательностей, расчет гомологии, проводили с использованием программ 

MEGA5 и UGENE. Филогенетический и филогеографический анализы 

осуществляли с применением Байесовского подхода.  

Основные положения, выносимые на защиту: 

1. Типовая структура нижегородской популяции в 2016-20 гг. была 

представлена как минимум 14 G[P]-типами РВА и включала типичные штаммы 

Wa-подобной (G1P[8], G3P[8], G4P[8], G9P[8], G12P[8]) и DS-1-подобной (G2P[4]) 

геногрупп и межгеногрупповые реассортанты (G9P[4], G3P[9], G9P[9], G8P[8], 

G2P[8], G4P[4], G3P[4], G4P[6]).  

2. Нижегородские штаммы с генотипами G4P[8] и G2P[4] несут типичные для 

представителей первой и второй геногрупп сочетания всех 11 генов и имеют 

полифилетическое происхождение.  
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3. Российские ротавирусы и штаммы вакцин RotaTeq® и Rotarix® по генам 

VP7, VP4, VP6 и NSP4, кодирующим основные протективные антигены, относятся 

к разным филогенетическим линиям. 

4. Российские ротавирусы глобальных типов имеют отличия от вакцинных 

штаммов в эпитопах антигенной нейтрализации белков VP7 и VP4 и 

консервативны в антигенных сайтах белка VP6. В области линейных Т-клеточных 

эпитопов показаны аминокислотные замены для белка VP7 и консервативность 

белков VP6 и NSP4. 

Апробация материалов диссертации 

Основные положение диссертации доложены и обсуждены:  

- на 31-й ежегодной встрече Европейского общества по педиатрическим 

инфекциям, 28 мая – 1 июня 2013 г., Италия, Милан; 

- на VI Ежегодном Всероссийском конгрессе по инфекционным болезням, 24-

26 марта 2014 г., Москва; 

- на VII Ежегодном Всероссийском конгрессе по инфекционным болезням, 30 

марта – 1 апреля 2015 г., Москва; 

- на VIII Ежегодном Всероссийском конгрессе по инфекционным болезням, 

28-30 марта 2016 г., Москва; 

- на IX Всероссийской научно-практической конференции с международным 

участием «Молекулярная диагностика», 18-20 апреля 2017 г., Москва; 

- на X Ежегодном Всероссийском конгрессе по инфекционным болезням, 26-

28 февраля 2018 г., Москва; 

- на 13-м ежегодном симпозиуме по исследованию ротавирусной инфекции, 

29-31 августа 2018 г., Минск, Беларусь. 

Публикации. По материалам диссертации опубликовано 15 печатных работ в 

изданиях, индексируемых в РИНЦ, семь из них – в изданиях рекомендованных 

ВАК по специальности 03.02.02 вирусология, а также индексированных в Scopus и 

Web of Science.  

Структура и объем диссертации. Материалы научно-квалификационной 

работы изложены на 179 страницах печатного текста. Работа состоит из введения, 
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обзора литературы, описания материалов и методов исследования, основной части 

работы, в которой описаны полученные результаты и их обсуждение, заключения, 

выводов, списка литературы, включающего 340 источников отечественных и 

зарубежных авторов, и приложения. Диссертация иллюстрирована 20 рисунком и 

13 таблицами.  

Вклад автора в диссертационную работу. Основные результаты, 

представленные в работе, получены автором лично. На разных этапах 

исследования в работе приняли участие Н.В. Епифанова, Т.А. Сашина, А.Ю. 

Кашников, С.Г. Фомина, В.В. Зверев, которым автор выражает искреннюю 

благодарность. Автор выражает глубокую признательность своему научному 

руководителю д.б.н., профессору Н.А. Новиковой. 
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I ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 
 
 
 

1 Современная классификация ротавирусов 
 
 
 

Ротавирусы – РНК-содержащие вирусы (III группа согласно классификации 

вирусов по Балтимору), имеют следующее таксономическое положение: реалм 

Riboviria, царство Orthornavirae, тип Duplornaviricota, класс Resentoviricetes, 

порядок Reovirales, семейство Reoviridae, подсемейство Sedoreovirinae, род 

Rotavirus.  

Серологически на основе антигенной специфичности внешних и внутренних 

белков капсида ротавирусы классифицированы на группы. В соответствии с 

антигенными свойствами белка VP6, ротавирусы разделены на десять серогрупп 

(А-J), которые в настоящее время получили статус видов2 [53, 227, 232]. 

Патогенными для человека являются ротавирусы видов А, В, С и H из которых 

большинство (до 98 % исследованных образцов) принадлежит виду Rotavirus A 

(РВА) [120, 239]. Представители разных видов ротавируса отличаются друг от 

друга генетически и не способны к реассортации генов, тогда как в рамках одного 

вида обмен сегментами генома возможен [120].  

Интенсивное изучение ротавирусов человека со времени их открытия в 1973 

году [61, 126] позволило выявить внутри группы А существование различных 

серологических подгрупп, серотипов, представители которых имеют различные 

профили миграции сегментов геномной РНК в ПААГ (электрофоретипы РНК) [84]. 

Электрофорез является быстрым и удобным способом идентификации ротавируса, 

групповой и субгрупповой дифференциации штаммов [200], но не позволяет 

выявить тонкие генетические различия штаммов. 

 
2 Согласно международному коду вирусной классификации и номенклатуры, от февраля 2013 года, вид - низший 

таксономический уровень в иерархии, представляющий собой группу вирусов, свойства которых можно отличить 

от других видов по нескольким критериям. Эти критерии устанавливаются соответствующей исследовательской 

комиссией, они могут включать: природный или экспериментальный круг хозяев, клеточный и тканевый тропизм, 

патогенность, антигенность, степень родства геномов или генов.   
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Существует несколько вариантов нетаксономической классификации РВА. 

VP6 был первым белком, использованным для классификации ротавирусов, на 

основе его серологической перекрестной реактивности и генетической 

изменчивости. Внутри ротавирусов вида А с помощью моноклональных антител к 

VP6 выделяют четыре субгруппы (SGI, SGII, SG I + II и SG не-I, не-II) [144, 170].  

Одной из наиболее устоявшихся является бинарная классификация, 

основанная на свойствах белков наружного капсида VP7 и VP4. На основе 

антигенной и генетической дифференцировки этих протеинов и генов РВА 

классифицированы на G-(гликопротеин VP7) и Р-(протеазчувствительный VP4) 

типы. В настоящее время получены данные о 36 G- и 51 [Р]- типах РВА, 

изолированных от человека и животных [278].  

Сегментированный геном РВ, способный к реассортации, позволяет G- и P- 

типам группироваться независимо друг от друга, что дает потенциальную 

возможность существования огромного количества различных комбинаций. 

Однако в действительности их число гораздо меньше. В последнее десятилетие 

более 90 % ротавирусов, циркулирующих в мире, имеют шесть комбинаций G и [P] 

генотипов, которые называют «глобальными»: G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], 

G9P[8] и G12P[8] [225, 229, 233, 281]. В развитых странах в некоторые годы РВА 

этих генотипов явились причиной практически 100 % ротавирусных инфекций 

[171, 253].  

Недостатком бинарной системы классификации является то, что она не 

позволяет получить информацию о типовом разнообразии других сегментов 

ротавирусного генома. Гены, кодирующие разные белки, также могут 

распределяться независимо, благодаря способности геномных сегментов к 

реассортации при одновременном инфицировании клетки вирусами разных типов 

[119].  

Ограничения бинарной номенклатуры были преодолены путем разработки в 

2008 году классификационной системы, основанной на анализе полного генома, 

позволяющей отнести каждый генный сегмент вируса к определенному генотипу. 

Для генов, кодирующих белки VP7, VP4, VP6, VP1, VP2, VP3, NSP1, NSP2, NSP3, 
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NSP4 и NSP5/NSP6, используют акроним Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx, 

соответственно. Для каждого сегмента установлено от 20 до 51 генотипов (Таблица 

1). Данная система позволяет выявлять стабильные сочетания генов, редкие 

генотипы, которые следовали отдельным эволюционным путем, явления 

межвидовой трансмиссии и реассортации генов ротавирусов [223]. 

 

Таблица 1. Пороговый процент идентичности нуклеотидных последовательностей 

в рамках одного генотипа и количество обнаруженных генотипов ротавирусов вида 

А [223, 278] 

 

Генный продукт Порог процента 

идентичности в рамках 

одного генотипа 

Количество 

генотипов и 

аббревиатура гена 

VP7 80 % 36 G 

VP4 80 % 51 P 

VP6 85 % 26 I 

VP1 83 % 22 R 

VP2 84 % 20 C 

VP3 81 % 20 M 

NSP1 79 % 31 A 

NSP2 85 % 22 N 

NSP3 85 % 22 T 

NSP4 85 % 27 E 

NSP5 91 % 22 H 

 

 
В 2008 году была создана рабочая группа по классификации ротавирусов 

(RCWG), включающая молекулярных вирусологов, специалистов по 

инфекционным болезням и эпидемиологов, усилиями которых информация о 

классифицируемых штаммах и выделении новых генотипов регулярно обновляется 

и публикуется (https://rega.kuleuven.be/cev/viralmetagenomics/virus-

classification/rcwg).  

https://rega.kuleuven.be/cev/viralmetagenomics/virus-classification/rcwg
https://rega.kuleuven.be/cev/viralmetagenomics/virus-classification/rcwg
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Несмотря на многообразие генотипов РВА, эпидемически важные штаммы 

принадлежат к двум констелляциям генов, таким как Wa-подобные и DS-подобные 

штаммы, имеющие общие корни с ротавирусами свиней и быков, соответственно 

(Таблица 2).  

 
Таблица 2. Полногеномная характеристика Wa-, DS-1- и AU-1-подобных штаммов 

 
Штамм Ген 

VP7 VP4 VP6 VP1 VP2 VP3 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5 

Wa-

подобные 

Gx P[8] I1 R1 C1 M1 A1 N1 T1 E1 H1 

Ds-1-

подобные 

G2 P[4] I2 R2 C2 M2 A2 N2 T2 E2 H2 

AU-1-

подобные 

G3 P[9] I3 R3 C3 M3 A3 N3 T3 E3 H3 

 

К третьей, малочисленной группе относятся AU-1-подобные ротавирусы, 

которые имеют близкое родство с ротавирусами кошек и собак [18, 241]. В 

соответствии с порядком открытия и изучения генотипов, группы Wa-, DS-1- и AU-

1- подобных штаммов стали относить к первой, второй и третьей геногруппам, 

констелляции генов типовых штаммов. 

 

 

 

2 Молекулярно-биологическая характеристика ротавирусов 
 
 
 

2.1 Структура вириона и генома 
 
 
 

Вирион ротавируса представляет собой сферическую частицу диаметром 

около 100 нм, лишенную липопротеиновой оболочки, организованную по 

принципам икосаэдральной симметрии с триангуляционным числом, равным 13. 

Частица сформирована тремя концентрическими слоями белка, которые окружают 

геном вируса. Белковые слои ротавириона пронизаны каналами (Рисунок 1). 
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Рисунок 1. Структурная организация ротавириона [173]. 

 

Слой наружного капсида формируют два протеина: 120 молекул VP4, 

образующих выступы на поверхности вириона, и 780 молекул гликопротеина VP7, 

формирующих сферу. Белки VP7 и VP4 несут ряд функций, таких как связывание 

с рецептором клетки, проникновение/раздевание, гемагглютинации, определяют G 

и [P] генотипы ротавируса, соответственно, являются антигенами, формирующими 

протективный иммунитет. Внутренний капсид сформирован белком VP6, 

отвечающим за видовую принадлежность штаммов РВ и являющимся одним из 

основных антигенов. Сердцевина («кор») ротавирусной частицы имеет 

гексагональную форму, образована белками VP1, VP2, VP3 [120]. 

Сердцевина вириона содержит геномную нуклеиновую кислоту, 

представленную 11-ю сегментами двунитевой РНК. Каждый сегмент кодирует 

один вирусный белок, за исключением 11 сегмента, который у некоторых 

ротавирусов кодирует два белка – NSP5 и NSP6 [228]. Исследования показали, что 

все неструктурные протеины ротавируса стабильны после их образования, кроме 

NSP6, который разрушается через два часа после синтеза [270].  

Таким образом, вирион несет информацию о 6 структурных протеинах (VP), 

принимающих участие в построении вирусной частицы, и 5/6 неструктурных 

белках (NSP), играющих роль на различных стадиях вирусного репликативного 

цикла (Таблица 3) [120].  
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Таблица 3. Характеристика сегментов геномной РНК и кодируемых ими белков, на 

примере ротавируса обезьян SA-11 [223] 

 

№ 

сегме

нта 

Длин

а 

(п.н) 

Белок 

(аббрев

иатура) 

Длин

а 

(а.о.) 

Мол. 

масса 

(kDa) 

Локализаци

я 

белка 

Функция 

1 3302 VP1 (R) 1088 125.1 Сердцевина РНК-зависимая РНК 

полимераза, в комплексе с 

VP3 

2 2690 VP2 (C) 881 102.7 Сердцевина РНК-связывающая 

активность, необходима для 

активации VP1 

3 2591 VP3 (M) 835 98.1 Сердцевина Гуанилилтрансфераза, 

метилтрансфераза, 

связывание онРНК, 

комплекс с VP1 

4 2362 VP4 (P) 776 86.8 Наружный 

капсид 

Гемагглютинин, определяет 

вирулентность, 

типоспецифический антиген 

5 1611 NSP1 (A) 495 58.5 Неструктур-

ный 

Антагонист интерферона, 

предполагаемая вирусная 

лигаза 

6 1356 VP6 (I) 397 44.9 Внутренний 

капсид 

Субгрупповой антиген, 

необходим для 

транскрипции, 

внутриклеточная 

нейтрализация 

7 1059 NSP3 (T) 317 36.4 Неструктур

ный 

Ингибирование трансляции 

хозяина 

8 1104 NSP2 (N) 312 36.6 Неструктур- 

ный 

Образует вироплазмы, 

связывание РНК, NDP 

киназа  

9 1062 VP7 (G) 326 37.2 Наружный 

капсид 

Гликопротеин, 

типоспецифический антиген 

10 751 NSP4 (E) 175 20.3 Неструктур-

ный 

Гликопротеин, рецептор для 

однокапсидных частиц, 

виропорин, энтеротоксин 

11 667 NSP5 (H) 198 21.8 Неструктур- 

ный 

Фосфопротеин, 

протеинкиназа, связывание 

РНК 
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Геномные сегменты собираются и упаковываются в коровый слой как 5’ 

кэпированные и 3’ не-полиаденилированные РНК, которые затем достраиваются 

до днРНК [230]. Все сегменты генома ротавирусов, независимо от генотипа, имеют 

сходную структуру. На 5’-конце находится гуанидин, за которым следует короткая 

некодирующая последовательность. Затем следует открытая рамка считывания, 

кодирующая белковый продукт и оканчивающаяся стоп-кодоном. Далее 

располаегается еще один набор консервативных некодирующих 

последовательностей, которые важны для экспрессии генов и репликации генома. 

Считается, что на 5’ и на 3’ концах каждого сегмента в областях нетранслируемых 

регионов до начала открытой рамки считывания находятся сигналы упаковки 

генома [204, 230]. 

 

 

 

2.2 Инфекционный цикл 

 

 

 

При ротавирусной инфекции реализуется фекально-оральный механизм 

передачи. Ротавирусы выделяются из организма больного в больших количествах, 

стабильны в окружающей среде и чрезвычайно контагиозны [117]. Инкубационный 

период заболевания составляет, как правило, менее 48 часов [180]. 

Ротавирусы реплицируются в первую очередь, но не исключительно, в 

неделящихся, зрелых энтероцитах тонкого кишечника (Рисунок 2). По всей 

видимости, дифференцированные энтероциты экспрессируют факторы, 

необходимые для эффективной репликации вируса. Репликативный цикл 

ротавирусов включает несколько стадий: адсорбцию, проникновение в клетку-

хозяина, транскрипцию, трансляцию вирусных белков, репликацию генома, сборку 

вирионов и выход зрелых частиц. 
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Рисунок 2. Цикл репликации ротавируса [120]. 

 

Прикрепление. Специфическая адсорбция ротавириона на поверхности 

клетки осуществляется с помощью VP4 или продукта его протеолитического 

расщепления VP8*. Связывание с рецепторами не требует расщепления белка VP4, 

но необходимо для эффективного входа вируса в клетку [305]. При адсорбции 

вирус связывается с интегринами α2β1 и αvβ3 и белком теплового шока hsp70. 

Глобулярный домен VP8* утрачивается на стадии проникновения и не 

обнаруживается в цитоплазме [120, 125].  

Проникновение. В качестве основного механизма интернализации в 

восприимчивую клетку, РВА используют рецепторный клатрин-опосредованный 

эндоцитоз [120, 150, 308, 309]. В рецептосоме за счет снижения концентрации 

ионов Ca2+ наружный капсид ротавириона разрушается, VP7 и VP4 дезинтегрирует 

мембрану рецептосомы. В цитоплазму клетки-хозяина проникает двухслойная 

субвирусная частица ротавириона. От связывания с рецептором, до проникновения 

в цитоплазму проходит 40-60 минут. 
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После проникновения ротавирус вызывает изменения в организации 

цитоскелета и биохимии клетки-хозяина, резко снижая уровень клеточных белков. 

Установлено, что NSP1 взаимодействует с IRF3 (регуляторный фактор 

интерферона 3), что приводит к его деградации и блокирует врожденный ответ 

хозяина, направленный на производство интерферона 1 типа [54, 143]. 

Транскрипция и трансляция. Частичное раздевание вириона обеспечивает 

доступ нуклеозидтрифосфатов через каналы внутрь субвирусной частицы, что 

активирует эндогенный полимеразный комплекс. Сегменты геномной днРНК 

транскрибируются РНК-зависимой-РНК-полимеразой (VP1) и кэпируются 

метилгуанилтрансферазой (VP3) внутри субвирусной частицы. Все сегменты 

генома транскрибируются одновременно и многократно. Синтезированные мРНК 

покидают субвирусную частицу через поры [78, 197, 210]. 

Для продукции вирусных белков ротавирусы используют механизмы синтеза 

клетки-хозяина, которые переключаются белком NSP3. В клетке-хозяине только 

кэпированные и полиаденилированные мРНК могут быть эффективно 

транслированы. Хотя ротавирусные транскрипты кэпируются структурным белком 

VP3 во время эндогенной транскрипции, они не полиаденилированы. Ротавирусы 

группы А преодолевают отсутствие поли-А хвоста на мРНК, используя 

консенсусную последовательность (5’-GUGACC-3’) на 3’ конце [102].  

Трансляцию вирусных мРНК, которые не имеют на 3’ конце поли-А 

последовательности, облегчает протеин NSP3, функции которого аналогичны 

клеточному поли-А-связывающему белку (PABP). NSP3 вытесняет PABP из 

комплекса с эукариотическим фактором инициации трансляции клетки-хозяина 

eIF4G, что приводит к остановке трансляции клеточных мРНК [282]. 

Репликация генома. Синтез минус цепи РНК на матрице (+)РНК происходит 

в безмембранных цитоплазматических включениях, известных как вироплазма, в 

процессе первых стадий морфогенеза [44]. На ранних стадиях сборки ротавирусной 

частицы одиннадцать мРНК, соответствующих 11 сегментам генома, 

взаимодействуют с VP2, который образует внутренний белковый слой и является 

основой формирования полимеразных комплексов, что инициирует репликацию 
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вирусного генома [293]. После синтеза днРНК остается связанной с субвирусными 

частицами, что позволяет оградить клетку от наличия свободной днРНК [77, 230]. 

Сборка. В модели сборки ротавириона предполагают наличие 12 единиц, 

каждая из которых представляет собой пентамер, состоящий из димера VP2, 

комплекса VP1/VP3 и сегмента днРНК. Весь этот комплекс создает платформу для 

последующего добавления VP6, что приводит к образованию двухслойной 

частицы. При этом белковый комплекс NSP2/NSP5 участвует в упаковке генома 

[114].  

Отличительной особенностью морфогенеза ротавируса является то, что 

субвирусные частицы, сборка которых осуществляется в вироплазме, почкуются 

через мембрану ЭПР, и созревающие частицы временно приобретают липидную 

оболочку. Это один из наиболее интересных аспектов ротавирусной репликации, 

отличающей их от других представителей семейства Reoviridae. Оболочка 

утрачивается и замещается VP7 и VP4, когда вирусные частицы движутся по 

направлению к внутренней части ЭПР [120].  

Белок NSP4 играет ключевую роль в сборке трехслойной частицы. Этот 

протеин имеет несколько доменов и множество функций [47, 119]. NSP4 является 

виропорином и повышает цитоплазматический уровень Ca2+, необходимый для 

репликации и морфогенеза ротавириона [163]. Фолдинг белка VP7 происходит 

должным образом, только если он экспрессируется с другими ротавирусными 

белками. Ионы кальция должны присутствовать для правильного образования 

эпитопов VP7 [279].  

Выход из клетки. С момента инфицирования клетки проходит от 6 до 15-24 

часов, и инфекционный цикл заканчивается, когда вирусное потомство покидает 

клетку-хозяина путем ее лизиса. Обширный цитолиз на поздних этапах инфекции 

и резкое изменение проницаемости плазматической мембраны инфицированных 

клеток, приводят к высвобождению вирусного потомства.  В результате лизиса 

клетки также освобождаются и вирусные белки, одним из которых является NSP4, 

играющий ключевую роль в патогенезе ротавирусной инфекции [120]. 

 



22 
 

3 Формирование иммунного ответа на ротавирусную инфекцию 

 

 

 

Для изучения иммунного ответа на ротавирусную инфекцию используют 

модели разнообразных животных (мышей, крыс, кроликов, свиней, телят, ягнят, 

приматов и др.). Наибольшее распространение получили модели мышей и свиней. 

Стоит отметить, что многие животные после первого инфицирования становятся 

устойчивыми к последующему симптоматическому заболеванию, а иногда и 

повторному заражению. С другой стороны, дети остаются восприимчивыми к РВИ 

по меньшей мере до трех лет, следовательно, данные, полученные на моделях 

животных, могут отличаться от иммунного ответа человека [104].  

Вирусная репликация осуществляется в клетках тонкого кишечника – 

энтероцитах. Эти эпителиальные клетки в процессе инфицирования играют 

важную роль в инициации защиты хозяина путем освобождения определенных 

цитокинов и хемокинов, которые в дальнейшем запускают антиген-специфический 

иммунитет, опосредованный В- и Т-клеточным ответом. Вирусное потомство, 

образованное в слизистой оболочке кишечника, проникает в М-клетки, которые 

транспортируют вирусные антигены к антиген-презентирующим клеткам [243].  

Ротавирусная инфекция характеризуется как системным (IgG и IgA), так и 

местным (IgA) антительным ответами. У детей с РВГЭ или бессимптомной 

инфекцией уровень сывороточных антител класса IgA (но не IgG) к ротавирусу 

коррелируют с защитой, показано, что высокий уровень IgA снижает тяжесть 

заболевания. В целом у людей и животных была обнаружена корреляция между 

уровнем сывороточных антител и защитной реакцией от болезни, однако она не 

абсолютна [37, 129, 174, 283]. Единственный случай, когда уровень антител 

сыворотки крови напрямую связан с защитой, касается новорожденных детей, 

когда трансплацентарно приобретенный гуморальный иммунитет, по-видимому, 

обеспечивает некоторую защиту от болезни в первые месяцы жизни [273]. 

Иммунная защита после перенесенной естественной РВ инфекции зависит от 

реинфекции, свойств вируса, иммунного статуса хозяина, а также 
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продолжительности вирусного контакта. Одна симптоматически или 

бессимптомно перенесенная инфекция обуславливает 87 % защиты против 

последующего развития тяжелого течения ОГЭ, две инфекции способствуют 

защите, близкой к 100 % [63, 311]. Возраст ребенка, и, следовательно, зрелость его 

иммунной системы, в момент первого инфицирования также будет играть роль в 

исходе второго контакта с вирусом. Иммунитет, формирующийся после 

перенесенной инфекции, является как гомо- так и гетеротипическим, хотя 

гомотипический ответ как правило сильнее. Гетеротипические антитела, 

способные нейтрализовать ротавирусы других G[P]-типов, свидетельствуют о 

наличии антигенов с перекрестно-реактивными вируснейтрализующими 

эпитопами [41, 140, 265].  

Антитела, генерируемые против белков наружного капсида VP7 и VP4, 

эффективно нейтрализуют вирус. Считается, что белки VP4 и VP7 играют 

критическую роль при индукции иммунитета, что должно учитываться при 

разработке эффективных вакцин. Эти два протеина определяют серотиповую 

принадлежность ротавируса благодаря их способности вызывать антительный 

иммунный ответ. Считается, что нейтрализация VP4 (VP8*) связана с 

ингибированием связывания вируса с клеткой, тогда как нейтрализация VP7 

ингибирует декапсидацию вируса. Исследования, проведенные среди людей, 

демонстрируют, что инфекция ограниченным числом серотипов VP4 и VP7 (в 

результате естественной инфекции или вакцинации) обеспечивает прочный 

гетеротипический защитный иммунитет. Однако основа формирования 

гетеротипической защиты не ясна [104].  

Тример белка VP7 конформационно формирует антигенные эпитопы: 7-1 (20 

а.о.) и 7-2 (9 а.о.). Поскольку эпитоп 7-1 формируется аминокислотными остатками 

на границе двух субъединиц VP7, его принято разделять на два участка 7-1а (14 

а.о.) и 7-1b (6 а.о.) (Рисунок 3А). Для активации белка VP4 необходимо воздействие 

трипсина, который приводит к его протеолитическому расщеплению на VP8* и 

VP5*. Как показали рентгеноструктурные исследования, участок VP8* формирует 
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глобулярный домен, на котором находятся 4 антигенных эпитопа: 8-1 (11 а.о.), 8-2 

(2 а.о.), 8-3 (9 а.о.) и 8-4 (3 а.о.) (Рисунок 3Б) [112].  

 

 

 
 

Рисунок 3. Поверхностное представление антигенных эпитопов на тримере VP7 (А) 

и глобулярном белке VP8* (Б). Нейтрализующие антигенные эпитопы показаны 

цветом на тримере VP7 (номер в базе данных PDB 3FMG) и домене VP8* (номер в 

базе данных PDB 1KQR) на моделях белков, полученных ранее при 

рентгеноструктурном анализе [39, 112].  

 

 

Нейтрализующие антитела против VP4 и VP7 значимы при индукции 

иммунного ответа при оральной иммунизации или естественной инфекции, но не 

А 

Б 
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только они играют защитную роль [322]. В качестве индукторов протективного 

иммунитета рассматривают белки VP6 и NSP4. Наибольший иммунный ответ В-

клеток направлен против протеина VP6, который образует наружный слой 

двухслойной частицы и доступен только после проникновения вируса в клетку. На 

модели мышей было установлено, что моноклональные антитела класса IgA против 

VP6 были защитными, хотя они не имели традиционной активности нейтрализации 

in vitro. Эти антитела, вероятно, функционируют внутриклеточно, во время 

трансцитоза через клетки эпителия кишечника, когда вирусная частица теряет 

наружный капсид, образованный VP7 и VP4, и белок VP6 становится доступен для 

антител [90, 123].  

Исследования показывают, что антитела, секретируемые человеком, 

эффективно связывают двухслойные частицы, блокируя вирусную транскрипцию, 

тем самым отвечая за внутриклеточную нейтрализацию вируса [34]. В научной 

работе 2020 года на модели мышей было показано, что нейтрализация VP6-

специфическими антителами класса G была намного эффективнее, чем VP6-

специфическими IgA [71]. 

Это стоит особенно подчеркнуть, поскольку при оценке уровня защиты, как 

правило, измеряют уровень IgA. Помимо блокировки вирусной транскрипции, 

внутриклеточная нейтрализация репродукции связана с активностью рецептора 

внутриклеточных антител TRIM21. Рецептор TRIM21 представляет собой 

убиквитинлигазу E3 которая, активируясь, связывает Fc-часть цитозольных 

антител, связанных с вирусом, и катализирует аутоубиквитинилирование. После 

этого комплекс вирус-антитело направляется в протеасому для деградации [215]. В 

работе Aiyegbo с соавторами, были предложены два предполагаемых эпитопа на 

поверхности VP6 для внутриклеточных антител: А (231-260 а.о.) и В (265-292 а.о.) 

[34].  

Поскольку белок VP6 становится доступен только после его проникновения в 

клетку, антитела должны поступать в цитоплазму независимо от процесса 

проникновения вируса. Известно, что IgA транспортируется от базолатеральной к 
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апикальной стороне эпителиальных клеток посредством pIgR3-опосредованного 

трансцитоза. Эндосомы, содержащие IgA, сливаются с вируссодержащими 

эндосомами, в результате чего образуются комплексы антитело-вирус. IgG также 

могут транспортироваться через эпителиальные клетки с помощью FcRn 

(неонатальный Fc-рецептор) после пиноцитоза на базолатеральной стороне 

энтероцита, сливаясь с эндосомой, содержащей вирус, и сопровождая его в 

цитозоль [107, 267]. 

Антитела играют значительную роль при защите от ротавирусной инфекции, 

но, кроме этого, другие составляющие иммунитета, такие как Т-клетки (CD4+ или 

CD8+), способствуют формированию протективного иммунитета при РВГЭ [128, 

323]. После ротавирусной инфекции у детей в периферической крови 

обнаруживают T-лимфоциты [247]. РВИ носит острый характер, возможно с этим 

связан низкий уровень Т-клеток памяти (по сравнению с длительными 

инфекциями, например, вызванными герпесвирусами). Кроме этого, у детей 

младшего возраста в связи с неразвитостью иммунной системы, меньшая 

вероятность иметь циркулирующие клетки памяти [286]. Обследования детей 

после проведенной вакцинации против РВИ показывают высокую 

индивидуальную вариабельность развития клеточно-опосредованного иммунитета 

[216]. Для ряда белков РВА человека установлены Т-клеточные эпитопы: VP7 16-

28 а.о. и 40-52 а.о.; VP6 341-349 а.о., 286-306 а.о. 301-315 а.о.; NSP4 114-134 а.о. 

[162, 177, 251, 325, 326, 339]. 

В связи с высоким генотиповым разнообразием ротавирусной популяции, 

важнейшая задача, возлагаемая на вакцины против ротавирусной инфекции - 

сформировать гетеротипический иммунный ответ. В настоящее время обе широко 

применяемые в мире вакцины Rotarix® и RotaTeq® эффективны в предотвращении 

тяжелого заболевания РВГЭ. Несмотря на достигнутый успех в области 

вакцинопрофилактики РВИ, существует необходимость в дальнейших 

исследованиях.  

 

 
3 pIgR – полимерный рецептор иммуноглобулина. 
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4 Вакцинопрофилактика ротавирусной инфекции 
 
 
 

4.1 История создания ротавирусных вакцин 
 
 
 

Спор о важности нейтрализующих антител в защите после естественной 

ротавирусной инфекции привел к двум разным подходам в разработке живых 

вакцин против ротавируса. Первый подход основан на создании вакцин на основе 

отдельных штаммов РВА, второй – на реассортантных штаммах ротавируса, 

включающих несколько серотипов.  

Вакцины первого поколения. Это поколение вакцин основано на подходах 

Дженнера, когда в качестве вакцинного штамма использовался моновалентный 

аттенуированный ротавирус животного. Такие вакцины при их применении не 

должны вызывать клинических проявлений у людей, но должны были формировать 

протективный иммунитет от дальнейших инфекций. К ним относились: RIT 4237, 

WC3 и RRV [57, 181, 312].  

Первые испытания проводились всего через 10 лет после идентификации РВ в 

качестве инфекционного агента ОГЭ у детей младшего возраста, с использованием 

вакцины RIT 4237. Эта вакцина основана на бычьем штамме G6P[1] [312]. 

Тестирование вакцины в Финляндии показало ее высокую эффективность с 

уровнем защиты от тяжелого ГЭ 80 %. Тем не менее, результаты, полученные в 

дальнейшем в развивающихся странах, оказались разочаровывающими и 

испытания вакцины были прекращены [313].  

Обезьяний ротавирус G3P[3] – RRV (rhesus rotavirus), был одним из первых 

вакцинных кандидатов, но защитные свойства, сформированные после применения 

этой вакцины также были не однозначны [127]. Серотип G3 является одним из 

доминирующих среди людей. Протективные свойства данной вакцины главным 

образом наблюдались тогда, когда G3 РВА доминировал на территории, где 

проводилась вакцинопрофилактика. В дальнейшем этот штамм был использован 

для создания вакцины второго поколения – Rotashield [275].  
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Вакцинный кандидат WC3 с генотипом G6P[5] относится к бычьим РВ и на 

первоначальных испытаниях способствовал формированию гетеротипического 

иммунитета, однако дальнейшие исследования не показали высокого уровня 

защиты [87]. Впоследствии, на базе этого штамма была создана вакцина RotaTeq®.  

Таким образом, в развитых странах вакцины первого поколения показали 

высокую эффективность в отношении защиты от тяжелых случаев гастроэнтерита 

с суммарной эффективностью 73 % (95 % CI=51-85). В то же время суммарная 

эффективность этих вакцин в развивающихся странах, где вакцины являются 

критичными для спасения жизней, составила всего 20 % (95 % CI=0-39) [252, 288].  

 

 

 

4.2 Современные вакцины 

 

 

 

В настоящее время вакцинопрофилактика ротавирусной инфекции внесена в 

национальные календари вакцинации 111 стран мира. По данным ВОЗ это 

позволило снизить смертность от РВГЭ с 528 тыс. в 2000 г. до 215 тыс. в 2013 г. В 

среднем снизив этот показатель у детей в возрасте до года на 40 % [327].  

Вакцины второго поколения основаны на использовании реассортантных 

штаммов, где за основу взят ротавирус животного, в геном которого включен один 

или несколько генов (VP7 и/или VP4) ротавируса человека. Также это может быть 

аттенуированный ротавирус человека. Впервые в 1998 году в США была 

лицензирована тетравалентная вакцина второго поколения Rotashield® (Wyeth, 

Нью-Джерси, США) [275]. Она представляла сбой реассортант ротавирусов 

человека и макаки-резуса. Rotashield была рекомендована к рутинной иммунизации 

детей в возрасте 2, 4 и 6 месяцев. В течение года она была введена около 

полумиллиону детей в США. Однако в 1999 году было показано, что эта вакцина 

ассоциирована с инвагинацией кишечника примерно в одном случае из 10 000, 

главным образом после первого введения. Вследствие этого Rotashield была 

отозвана с рынка производителем [75]. Тем не менее, вакцина показала высокую 
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эффективность во всех испытаниях, проведенных в развитых странах. Как и в 

случае с вакцинами первого поколения, Rotashield демонстрировала разную 

эффективность в развитых странах и странах с низким уровнем дохода [175]. 

RotaTeq® (RV5, Merck, США) – живая, оральная вакцина, пентавалентная, 

содержащая пять реассортантных штаммов ротавируса быка и ротавируса человека 

наиболее распространенных генотипов [88]. Для создания RotaTeq® использован 

штамм WC3 (G6P[5]) РВА быка и штаммы РВА человека: WI79-9, SC2-9, WI78-9, 

BrB-9 и WI79-4, соответственно G1, G2, G3, G4 и P[8] генотипов [88, 224]. Штамм 

SC2 был изолирован в 1981 году в США, штаммы WI79 и WI78 в 1983 году в США, 

BrB в 1984 году во Франции [224]. Три дозы этой вакцины рекомендованы для 

оральной иммунизации детей. Первая доза должна быть получена в возрасте 6-12 

недель, далее с интервалом 4-10 недель. Весь курс должен быть закончен к возрасту 

32 недели из-за роста риска инвагинации кишечника. Эффективность трех доз 

RotaTeq® в странах с низкой смертностью предотвращает 92 % случаев тяжелой 

ротавирусной диареи. В странах с высокой смертностью предотвращает 57 % 

тяжелых случаев РВГЭ [289]. 

Rotarix® (RV1, GlaxoSmithKline, Бельгия) рекомендована для рутинной 

вакцинации детей c 2006 года. Эта живая, оральная, моновалентная вакцина 

содержит аттенуированный ротавирус человека [314]. Вакцина Rotarix® получена 

на основе аттенуированного штамма 89-12 ротавируса человека с генотипом 

G1P[8], который был изолирован в США в 1988 году [324]. Rotarix® рекомендована 

к применению в двух дозах детям с 6-ти недельного возраста, с интервалом от 4-х 

недель. Полный курс должен быть закончен к возрасту 24 недели. В странах с 

низкой смертностью от РВГЭ, RV1 предотвращает 84 % случаев тяжелой 

ротавирусной диареи. В странах с высокой смертностью Rotarix® предотвращает 

63 % случаев тяжелой ротавирусной диареи [289]. Во время первого года после 

вакцинации, эффективность двух доз Rotarix® против госпитализации с острой 

ротавирусной инфекцией составила 85 %, и против более тяжелого ротавирусного 

гастроэнтерита, определенного по 20-ти бальной шкале Везикари эффективность 

составила 100 % [280]. В целом, иммунизация детей одним штаммом РВ 
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обеспечивает существенную защиту от инфекции другими серотипами [99]. 

Применение двух доз оральной аттенуированной вакцины RV1 (основанной на 

штамме RIX4414) демонстрируют высокую эффективность против ротавирусного 

гастроэнтерита, вызванного современными штаммами РВА глобальных генотипов 

(G1, G2, G3, G4, G9 и G12) [43, 99, 289]. Другими словами, RV1 индуцирует 

заметную защиту от тяжелого заболевания, вызванного ротавирусом различными 

G[P] генотипов, не включенных в вакцину [212, 307]. 

Помимо Rotarix® и RotaTeq®, широко применяемых во всем мире, 

существуют региональные вакцины, используемые локально в отдельных странах:  

● Rotavac – лицензирована в 2014 году для использования в Индии. 

Живая, аттенуированная моновалентная вакцина на основе штамма РВА с 

генотипом G9P[11], изолированного от ребенка в 1985 году [138]. Предотвращает 

57 % тяжелых случаев РВГЭ на территории Индии [289]; 

● Rotavin-M1, разработана на основе штамма G1P[8] ротавируса 

человека и лицензирована для использования во Вьетнаме с 2007 года [96]; 

● LLR (Lanzhou lamb rotavirus) – создана на основе ротавируса ягнят 

G10P[12], применяется в Китае с 2000 года [131]; 

● Rotasiil – лиофилизированная пентавалентная вакцина, на основе 

реассортантных штаммов РВА человека и быка. Содержит серотипы G1, G2, G3, 

G4 и G9. Первая термостабильная вакцина, которая может храниться при 

комнатной температуре, в отличие от остальных вакцин, для эффективности 

которых необходимо строгое соблюдение холодовой цепи. Лицензирована в Индии 

[240];  

● RV3-BB – живая ротавирусная вакцина на основе штамма G3P[6], 

идентифицированного в стуле детей с бессимптомной инфекцией [60]. 

Аттенуирована и адаптирована к кишечнику новорожденного естественным 

образом. Эффективно реплицируется, несмотря на наличие материнских антител и 

грудное вскармливание [72].  

Применение аттенуированных вакцин имеет ряд сложностей при их 

использовании: высокая стоимость производства, жесткие условия 
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транспортировки и хранения, реассортация с вирусами дикого типа, возможность 

реверсии в вирулентные штаммы и т.д. [13]. Кроме этого, такое осложнение, как 

инвагинация кишечника, по всей видимости, связано с репликацией пероральной 

вакцины в кишечнике. Парентеральные вакцины успешно используются для 

профилактики заболеваний, вызванных такими мукозальными патогенами, как 

полиовирус, вирус гепатита А и холерный вибрион. С целью снижения стоимости 

и повышения эффективности вакцинации против ротавирусной инфекции группы 

ученых ведут разработки современных рекомбинантных вакцин. Например, 

рекомбинантные вакцины на основе аденовирусного вектора и белков VP4 c VP7 и 

VP7 c NSP4 показали стимуляцию иммунитета у мышей, как при 

внутримышечном, так и интраназальном введении [137, 329].  

Вакцины на основе бактериальных векторов, например непатогенного штамма 

Lactococcus lactis, продемонстрировали эффективную стимуляцию иммунного 

ответа на ротавирусные белки VP7, VP4, VP8*, VP6 при их пероральном введении 

разным видам животных [116, 205, 218, 256]. 

ДНК-вакцины, кодирующие белки VP4, VP6, VP7, начали разрабатывать в 

середине 90-х годов прошлого века [79-81, 155-157, 331, 333]. Однако в последнее 

десятилетие новых данных, где были бы сообщены результаты разработок ДНК-

вакцин против РВИ, представлено не было.  

Один из перспективных подходов связан с получением нереплицирующихся 

вакцин на основе вирусоподобных частиц (ВПЧ) ротавируса. ВПЧ лишены 

генетического материала и не инфекционны. Белок VP2 путем самосборки 

образует пустые частицы; VP2 и VP6 - двухслойную частицу; совместная 

экспрессия VP2, VP6, VP7 и VP4 (или без него) приводит к образованию 

трехслойной частицы, напоминающей инфекционную. Эффективность таких 

вакцин зависит от композиции белков ВПЧ, способа введения, адъюванта и вида 

животных [33, 45, 58, 92, 115, 130, 139, 168, 255, 285, 298, 303]. Хотя потенциальная 

вакцина на основе ВПЧ позволяет снизить стоимость вакцинации, многочисленные 

разработки находятся на стадии изучения и доклинических исследований.  
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Высококонсервативный белок внутреннего капсида вириона VP6 является как 

антигенным протеином, так и иммуногеном [89, 167, 294, 295, 299]. Нативная 

конформация VP6 в экспрессированном и очищенном белке является олигомером, 

что позволяет предположить олигомеризацию как внутреннее свойство белка. 

Дальнейшая сборка тримерных молекул в морфологические структуры происходит 

самопроизвольно, для этого не требуются взаимодействия с другими вирусными 

белками или субвирусными структурами [118]. Самоорганизующийся VP6, 

индуцирующий иммунный ответ, все чаще рассматривается как потенциальный 

кандидат на вакцину против РВИ [29].  

Субъединичные рекомбинантные вакцины основаны на различных 

комбинациях белков ротавируса VP6, VP4 с другими протеинами и адъювантами 

[7, 83, 231]. По последним данным, наиболее успешной из рекомбинантных, 

является вакцина, полученная при экспрессии белка VP8* штамма ротавируса 

человека Wa (G1P[8]). Иммуногенность белка была повышена универсальным 

CD4(+)–Т-клеточным эпитопом столбнячного токсина P2. По результатам первой 

фазы клинических исследований парентеральной вакцины P2-VP8-P[8], 

адсорбированной на гидроксиде алюминия в качестве адъюванта, показана 

безопасность и иммуногенность у взрослых и детей разного возраста [124, 146]. 

Таким образом, живые вакцины против ротавирусной инфекции, широко 

применяемые в мире, хорошо зарекомендовали себя в развитых странах. Однако, 

сложности и риски, связанные с их применением, недостаточная эффективность в 

развивающихся странах, обуславливают необходимость разработки эффективной 

и безопасной рекомбинантной вакцины.  

 

 

 

4.3 Эффективность вакцин в развитых и развивающихся странах 

 

 

 

При применении вакцин Rotarix® и RotaTeq® не были зарегистрированы 

случаи инвагинации или другие побочные эффекты, при этом, оба препарата 
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показывали высокую эффективность (85-98 %) против развития тяжелых случаев 

ротавирусной инфекции [55, 98, 101, 250]. Стоит отметить, что эффективность 

вакцин в развивающихся странах составила от 51 до 64 % у детей в первый год 

жизни. Считается, что причин низкой эффективности вакцин в странах с низким 

уровнем дохода может быть несколько: 

● интерференция с живой полиовирусной вакциной; 

● более высокие титры материнских антител у младенцев; 

● грудное вскармливание (нейтрализация вируса материнским молоком, 

важно, если во время вакцинации в ЖКТ ребенка есть материнское молоко); 

● сопутствующие кишечные инфекции другими микробами; 

● недостаток витаминов и минеральных веществ, таких как цинк, 

витамин А и др. [252, 274]. 

Проблема разного уровня иммунного ответа при применении вакцин была 

обнаружена еще в Индии при введении ОПВ (оральной полиовирусной вакцины) 

[178]. В работе John и соавторы показано, что иммунный ответ на ОПВ у детей на 

северо-востоке Индии значительно ниже, чем у детей на западе. Исследования 

эффективности оральной вакцины против холеры также показали, что взрослым 

жителям Индонезии и Таиланда для достижения сходного иммунного ответа 

требуется доза вакцины в 10 раз превышающая дозу, полученную добровольцами 

в США [203]. Исходя из этих данных, Patel с соавторами выдвинули 

предположение, что для достижения необходимой защиты от ротавирусной 

инфекции необходимо увеличить количество доз [252]. В связи с этим, ВОЗ 

рекомендует трехкратное применение обеих вакцин (несмотря на то, что 

производителем Rotarix® рекомендовано две дозы) [327].  

Тем не менее, несмотря на более низкую эффективность в развивающихся 

странах, подавляющее число тяжелых гастроэнтеритов, вызванных ротавирусом 

человека, предотвратимо вакцинацией, что дало основание ВОЗ в 2009 году 

рекомендовать вакцинацию для глобального использования [327]. Стоит отметить 

наличие четкой связи между охватом вакциной населения, числом ротавирус-
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положительных образцов и госпитализаций с РВГЭ. Положительный эффект от 

вакцинопрофилактики РВА пропорционален охвату населения [113, 261, 300, 310].  

 

 

 

4.4 Вакцинопрофилактика ротавирусной инфекции в России 

 

 

 

В России зарегистрирована вакцина RotaTeq®, применение которой 

регламентировано по эпидемическим показаниям (Приказ Минздрава России от 

21.03.2014 №125н). Поскольку кишечные инфекции по затратам занимают третье 

место после острых респираторных инфекций и туберкулеза, а ротавирусную 

инфекцию хотя бы раз в жизни переносит каждый ребенок, необходим 

всесторонний анализ последствий, рисков, преимуществ и эффекта возможного 

введения вакцинации в национальный прививочный календарь Российской 

Федерации. Заболеваемость РВИ в России в 2016 году составляла 83,26 на 100 

тысяч населения, снизившись до 70,26 на 100 тысяч населения в 2019 году. 

Наиболее высокие показатели заболеваемости в России зарегистрированы среди 

детей в возрасте 1-2 года (1092,74 на 100 тыс.) и до года (878,77 на 100 тыс.). В 2016 

году охват вакцинацией против ротавирусной инфекции в Российской Федерации 

составил 1,97 % от целевой когорты (Государственный доклад "О состоянии 

санитарно-эпидемиологического благополучия населения в Российской Федерации 

в 2016 году"). По данным государственного доклада 2019 года, в России 

разработаны методики культивирования и инактивации ротавируса группы А 

человека, что послужит основой для создания высокоиммуногенной отечественной 

ротавирусной вакцины для детей (Государственный доклад "О состоянии 

санитарно-эпидемиологического благополучия населения в Российской Федерации 

в 2019 году"). 

По данным наблюдений, проводимых референс-центром по мониторингу за 

возбудителями ОКИ, в 11 субъектах Российской Федерации, совпадение 

выявленных генотипов ротавируса с включенными в пятивалентную вакцину 
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против ротавирусной инфекции штаммами, позволяет ожидать снижения уровня 

заболеваемости при внедрении массовой иммунизации детей раннего возраста 

против этой инфекции [26]. Однако в последние годы возросло количество 

штаммов с генотипом G9, который не входит в состав вакцины RotaTeq®, 

зарегистрированной в России. На данном этапе, охват вакцинацией против 

ротавирусной инфекции, проводимой по эпидемическим показаниям, не может 

оказать влияния на суммарные показатели заболеваемости в целом по стране. 

Экономическая оценка введения массовой вакцинации в нашей стране 

показала существенное сокращение затрат на терапию как в амбулаторных 

условиях, так и в условиях стационара [19, 26, 206]. Союз педиатров России также 

рекомендует проведение вакцинации против РВИ. В настоящее время в рамках 

региональных программ проводят проекты вакцинации детей против РВИ: Москва, 

Тверь, Тюмень, Красноярск, Краснодар, Смоленск и др. Так, в Тюменской области 

был показан нисходящий тренд в период сезонного подъема инфекции и показан 

высокий уровень безопасности и эффективности программы иммунизации 

вакциной RotaTeq® [21]. 

Фактором, свидетельствующим о необходимости всестороннего изучения 

штаммов, циркулирующих на территории России, является зарубежное 

производство существующих вакцин. Во-первых, массовая вакцинация потребует 

вложения значительных средств. Во-вторых, всесторонний анализ штаммов, 

циркулирующих на территории нашей страны, необходим для оценки возможных 

случаев низкой эффективности вакцинопрофилактики и создания отечественных 

вакцин на базе современных российских штаммов.  
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4.5 Последствия массовой вакцинации 

 

 

 

Массовая вакцинация против ротавирусной инфекции вакцинами RotaTeq® и 

Rotarix® проводится в 111 странах мира и количество стран, вводящих эти вакцины 

в национальный календарь прививок, продолжает расти [254].  

Известно, что генотиповое разнообразие РВА колеблется в зависимости от 

территориальных и временных параметров, тем не менее, механизмы, 

обуславливающие эти колебания, до сих пор до конца не понятны. Есть данные, 

свидетельствующие, что гомотипический и гетеротипический иммунитет играет 

важную роль как на индивидуальном, так и на популяционном уровнях [311]. 

Кроме этого, на генотиповой структуре РВА отражается ряд других факторов: 

миграция людей по всему миру, возникновение штаммов РВА с изменёнными 

генетическими и антигенными свойствами как результат точечных мутаций, 

реассортации сегментов генома, внутримолекулярной рекомбинации и 

межвидовой трансмиссии. Также могут играть роль обстоятельства, облегчающие 

трансмиссию РВА, потенциально являющихся причиной вспышек, например 

формирование детских коллективов [226].  

Относительное влияние массовой вакцинации, по сравнению с естественными 

факторами среды, на флуктуацию циркулирующих РВА сложно оценить. Однако 

необходимо принимать во внимание тот факт, что вакцинация детей проводится 

конкретными штаммами РВА, что приводит к однонаправленному давлению и 

потенциально способствует формированию штаммов максимально далеких от 

вакцинных [35]. Существует предположение, что под воздействием массовой 

вакцинации число случаев ОГЭ, вызванных РВВ и РВС, будет расти, главным 

образом за счет снижения доли инфекций, вызванных РВА. Несмотря на то, что 

моновалентная вакцина Rotarix® показала высокую эффективность при защите от 

тяжелых случаев гастроэнтерита, вызванных G2P[4], тем не менее, есть мнение, что 

по мере увеличения охвата вакцинацией, относительное число и 

распространенность этих штаммов будет расти. Этот вывод был сделан на основе 
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наблюдений в Бельгии, где после вакцинации отмечен рост числа случаев РВГЭ, 

вызванных ротавирусом с генотипом G2P[4]. На территории Австралии, где на 

протяжении двух сезонов 2007-2009 гг. применялась вакцина Rotarix®, было 

показано относительное увеличение штаммов с генотипом G2P[4], по сравнению 

со штатами, где применялась вакцина RotaTeq®, и в сравнении с предыдущими 

сезонами. Однако эта тенденция не наблюдалась в период 2009-2010 гг. Более того, 

в этот сезон, на территориях применения Rotarix®, относительная доля штаммов с 

генотипом G2P[4] была меньше (в сравнении с территориями, где применялась 

вакцина RotaTeq®). В Бразилии значительное увеличение относительной доли 

штаммов РВА с генотипом G2P[4] совпало с введением в 2006 году вакцины 

Rotarix®. Вспышки были отмечены во многих госпиталях, других лечебных 

учреждениях, пенитенциарных учреждениях. Кроме этого, были отмечены 

вспышки ОГЭ, вызванные РВА с генотипом G2P[4] в странах без введения 

вакцинной программы против ротавирусов. Все это позволяет сделать 

предположение, что увеличение доли РВА с генотипом G2P[4] в типовой структуре 

популяции ротавируса связаны с естественной флуктуацией циркулирующих 

генотипов, а не с введением вакцины [73]. 

После введения вакцинации в Австралии, появились данные о росте 

относительной пропорции штаммов G3P[8]. В штатах, где применялась вакцина 

RotaTeq®, доля G3P[8] составила 19,5 %, по сравнению со штатами, где 

применялась Rotarix® – 5,9 %. Эта динамика была отмечена в первые два сезона 

2007-2009 гг. введения вакцинации [188]. Тенденция сохранилась и в следующем 

сезоне 2009-2010 гг. в штатах с применением RotaTeq® – 12 % G3P[8], по 

сравнению со штатами, где применялась Rotarix® – 2 % G3P[8] [187]. Однако в 

следующем сезоне 2010-2011 гг. наблюдался сходный процент выявления G3P[8] 

(около 10 %) на всей территории, вне зависимости от применяемой вакцины [188].  

В США было показано, что штаммы генотипа G1P[8] доминировали в сезоны 

2005-2006 гг. и 2006-2007 гг. на уровне 51,2 и 78,7 %, соответственно. Штаммы с 

генотипом G3 циркулировали на уровне 1,5 % в этот же временной период. После 

введения вакцинации процент штаммов с генотипом G1P[8] упал до уровня 30,7 %, 
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а штаммы с генотипом G3P[8] стали преобладать и достигли уровня 36,3 % в сезон 

2007-2008 гг. [164]. Причины, по которым на территориях применения вакцины 

RotaTeq® наблюдалось увеличение штаммов с генотипом G3P[8], остаются не 

ясны. Возможно, это связано с низким гуморальным иммунным ответом к G3 

компоненту вакцины RotaTeq®. Это может быть связано с сайтами 

гликозилирования на VP7, которые присутствуют в современных штаммах и могут 

способствовать ограждению части эпитопов от нейтрализующих антител [198]. 

Следует отметить, что в ряде азиатских стран также наблюдалось увеличение доли 

штаммов генотипа G3P[8] (до 73 % в Японии) при отсутствии проведения 

вакцинации против РВА [183].  

Таким образом, в настоящее время в мире широко применяют две живые 

аттенуированные вакцины, эффективность которых выше в развитых странах. В 

Китае, Индии и Вьетнаме лицензированы местные вакцины, еще несколько 

препаратов проходят клинические испытания по всему миру, включая 

нереплицирующиеся вакцины. Применяемые на сегодняшний момент меры 

вакцинопрофилактики не защищают от инфицирования ротавирусом, но 

существенно снижают тяжесть течения болезни, позволив более чем на 40 % 

снизить смертность от РВГЭ по сравнению с до-вакцинным периодом. В условиях 

вакцинопрофилактики ротавирусы продолжают циркуляцию, формируют 

доминирующие типы и эпидемические варианты, которые перераспределяются во 

времени и пространстве.  

 

 

 

5 Филодинамические подходы к изучению вирусов 

 

 

 

Глобализация кардинально изменила скорость распространения патогенных 

микроорганизмов среди населения [82, 199]. Миграция, путешествия, торговля и 

другие мероприятия позволяют вводить новые для экосистем патогены с 

потенциально катастрофическими последствиями [149]. Последние годы были 
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отмечены глобальными эпидемиями лихорадок Эбола, денге и Зика, коронавируса, 

вызванные агентами, которые ранее ограничивались локальными вспышками [161, 

277, 284, 297]. Эпидемиологические стратегии были и остаются первой линией 

защиты для локализации и предотвращения вспышек и эпидемий.  

Термин «Филодинамика» был введен в 2004 году Grenfell с соавторами для 

описания «сочетания иммунодинамики, эпидемиологии и эволюционной 

биологии», необходимого для «выяснения того, как генетическое разнообразие, 

модулированное иммунитетом хозяина, трансмиссия патогена и динамика 

эпидемии определяют широкий спектр филогенетических патогенов, наблюдаемых 

в масштабах от отдельного хозяина до популяции» [145]. В основе этого сочетания 

лежит разработка новых математических моделей и статистических схем, 

необходимых для улучшения понимания динамики распространения 

инфекционных заболеваний. В частности, филодинамический анализ позволяет 

связать информацию о генетическом разнообразии с течением времени, 

пространственно-временное распространение вирусов и эволюцию 

фенотипических признаков.  

Недавние разработки в области филогенетических методов сделали 

возможным оценить экологическую историю патогена на основе 

филогенетического анализа. Реконструкция на базе метода коалесценции (от англ. 

«слияние») при подобранных параметрах скорости эволюции, может предоставить 

информацию о происхождении и времени изменений в популяции патогенного 

агента [318].  

Филогенетические методы также предоставляют такую информацию, как 

генотипические и фенотипические характеристики и лекарственная устойчивость. 

Хотя филогенетические подходы лимитированы в определенных областях, 

например, анализом данных только документировано инфицированной популяции, 

значительная часть этих ограничений может быть преодолена путем 

дополнительного использования данных эпиднадзора и мониторинга [153].  

Филогенетические методы принципиально отличаются от методов, 

основанных на теории коалесценции, хотя и в том, и в другом случае происходит 



40 
 

построение дерева. При анализе данных на основе коалесценции, дерево строится 

стохастически, т.е. случайно, путем многих итераций (повторений), в попытке 

быстрее найти оптимальное решение. При построении филогенетического дерева, 

используют эвристические методы, когда комбинации подбираются не случайно, а 

в соответствии с каким-то алгоритмом (например, максимального правдоподобия 

или объединения ближайших соседей). Филогенетический подход может быть 

использован для разных видов или для одного вида. Однако, результаты, 

полученные при филогенетическом анализе, нельзя экстраполировать на всю 

изучаемую популяцию. При применении теории коалесценции возможно 

использование дополнительных данных, например временные параметры, 

возрастную структуру, распределение полов, географическое распределение, что 

позволяет глубже изучать эволюцию исследуемых образцов.  

Оценка филодинамических параметров. Интеграция филогенетических 

методов с традиционными эпидемиологическими методами помогает установить 

взаимосвязь между данными эпидемиологического надзора и закономерностями 

изменений популяции патогена в динамике, такими, как генетическое 

разнообразие, избирательное давление, пространственно-временное 

распределение. Систематический анализ этих взаимосвязей, или филодинамика, 

предлагает уникальный взгляд на эпидемиологию инфекционных заболеваний, 

позволяя исследователям лучше понять влияние на эволюцию, например, 

пространственно-временную дисперсию (филогеографию) среди населения 

хозяина и передачу патогенного агента [191, 201, 265]. Последнее десятилетие 

характеризуется технологиями, позволяющими быстро получать молекулярные 

данные для идентифицируемых объектов с подробной релевантной информацией, 

что позволяет объединить филодинамику и эпидемиологию [266].  

Филогеография, являясь одной из составляющих филодинамики, позволяет 

связать филогенетическую информацию с пространственно-временным 

распространением патогена и проиллюстрировать эпидемические связи между 

патогенами с разных территорий на основе генетических данных, воссоздав пути 

их миграции [318]. 
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Распространение вирусов. Применение филодинамических моделей может 

обеспечить понимание эпидемических параметров, которые трудно оценить с 

помощью традиционных средств наблюдения. Например, оценка R04 по данным 

эпиднадзора требует тщательного контроля за изменением уровня отчетности и 

интенсивности наблюдения. Анализ демографической истории вирусной 

популяции из генетических данных может помочь избежать этих трудностей и 

обеспечить отдельный путь для расчёта R0 [316]. Такие подходы были 

использованы для оценки R0 вируса гепатита С и ВИЧ [264, 316]. Стоит отметить, 

что дифференциальную передачу между группами, будь то географическая, 

возрастная или группа риска, очень сложно оценить только по данным 

эпиднадзора. Филогеографические модели имеют возможность более прямого 

выявления этих скрытых схем передачи [317]. Однако, нерепрезентативная 

выборка может смещать выводы как по R0, так и модели миграции [56, 290]. 

В нашей стране ряд научно-исследовательских групп проводят 

филодинамические исследования патогенных агентов. В работе Лукашева с 

соавторами 2018 года приведены данные, полученные в ходе анализа вируса Конго-

крымской геморрагической лихорадки, являющегося причиной спорадической 

заболеваемости на юге России [211]. Расчеты показали высокую динамику 

передачи патогена на большие расстояния и активную реассортацию сегментов 

генома. Полученные данные могут быть использованы для прогнозирования 

распространения этого патогена в южной Европе. Анализ вируса гепатита С 

показал, что завоз одной из линий этого вируса (сублинии 3), был осуществлен в 

СССР в начале 80-х годов прошлого века [217]. На полученных данных будет 

базироваться дальнейший анализ истории социальных и географических групп 

передачи гепатита С, полученные сведения также необходимы для понимания 

глобальной эволюции этого вируса. 

 
4 Ro (Базовый показатель репродукции) - количество лиц, зараженных одним инфицированным лицом на 

протяжении всего заразного периода при условии контакта с полностью восприимчивой популяцией, как это 

бывает на ранних стадиях эпидемии.  
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Активные эволюционные процессы в популяции РВА можно оценить, 

основываясь на таком филодинамическом показателе, как скорость накопления 

мутаций. В публикации 2010 года было показано, что скорость накопления 

мутаций у одного из в то время редких генотипов ротавируса (G9) была выше, чем 

у других генотипов [225]. Авторы работы предположили, что это приведет к 

быстрой адаптации этого варианта и его распространению среди людей. В 

настоящее время, этот генотип является одним из наиболее распространенных в 

мире. В 2011 году ротавирусы с генотипом G9 впервые были обнаружены и 

описаны на территории Нижнего Новгорода [9].  

Таким образом, к настоящему времени получены достаточно полные, хотя и 

не исчерпывающие, сведения о разнообразии ротавирусов на основе бинарной и 

полногеномной классификаций, молекулярно-биологических свойствах 

ротавирионов, формировании иммунного ответа при ротавирусной инфекции, 

вакцинопрофилактике. Настоящая работа посвящена изучению генотипового 

разнообразия ротавируса А на территории Нижнего Новгорода в 2016-20 гг., 

полногеномной характеристике штаммов с генотипами G4P[8] и G2P[4], 

сравнительному анализу филогенетических свойств и антигенного состава в 

области конформационных и линейных эпитопов вакцинных и российских 

штаммов дикого типа ротавирусов вида Rotavirus А.  
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II МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

 

 

1 Исследуемый материал 

 

 

 

Образцы биоматериала 

В работе с целью выявления ротавирусов было исследовано 6100 образцов 

копроматериала детей в возрасте до 14 лет, госпитализированных в инфекционный 

стационар Нижнего Новгорода с диагнозом острая кишечная инфекция. 

Обследование детей проводилось с информированного согласия родителей.  

Образцы биоматериала, содержащие ротавирусы, использовали для изучения 

возбудителя: 

1. Методом РНК-ПААГ исследован 1661 ротавируссодержащий образец. 

2. Методом мультиплексной ОТ-ПЦР для определения G[P]-генотипа исследован 

1661 ротавируссодержащий образец. 

3. Ретроспективно исследовано 80 ротавируссодержащих образцов, выявленных в 

период 2013-15 гг.  

Последовательности нуклеиновых кислот: 

1. Методом секвенирования по Ф. Сенгеру определена нуклеотидная 

последовательность 124-х фрагментов кДНК гена VP7, 48-ми фрагментов кДНК 

гена VP4, 30-и фрагментов кДНК гена VP6 и 15-ти фрагментов кДНК гена NSP4. 

Всего 217 фрагментов кДНК, которые зарегистрированы в международной базе 

GenBank, регистрационные номера представлены в Приложении. 

2. Для сравнительного филогенетического анализа вакцинных штаммов РВА 

и российских ротавирусов дикого типа были исследованы 346 

последовательностей гена VP7, 480 последовательностей гена VP4, 262 

последовательности гена VP6 и 89 последовательностей гена NSP4, 

последовательности соответствующих генов штаммов РВА в составе вакцин 

Rotarix® и RotaTeq®, доступные в базе данных GenBank.  
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3. Методом NGS (Next-Generation Sequencing – секвенирование нового 

поколения) определены полные нуклеотидные последовательности генома двух 

штаммов РВА генотипов G2P[4] и G4P[8], которые депонированы в базе данных 

GenBank (регистрационные номера MN206117-MN206138). 

На основе полного генома данных штаммов РВА проведен 

филогеографический анализ. Для каждого сегмента генома была составлена 

отдельная выборка, включающая исследуемый образец и штаммы, доступные в 

базе данных GenBank. Для реконструкции географического распространения 

штамма с генотипом G4P[8] было исследовано более 18 тысяч 

последовательностей, с генотипом G2P[4] более 8 тысяч нуклеотидных 

последовательностей ротавирусов, изолированных по всему миру. Нуклеотидные 

последовательности, доступные в базе данных GenBank на январь 2019 года с 

известной датой выделения образца, местом (страной) изоляции, необходимой 

длиной последовательности (более 80 % открытой рамки считывания) были 

отобраны с использованием приложение Virus Variation [151].  

Аминокислотные последовательности и модели белков 

1. Для сравнительного анализа аминокислотного состава в области антигенных 

детерминант вакцинных штаммов РВА и российских ротавирусов дикого типа 

были исследованы 346 выведенных аминокислотных последовательностей VP7, 

480 последовательностей VP4, 262 последовательности  VP6 и 89 

последовательностей NSP4 и соответствующие аминокислотные 

последовательности белков в составе вакцин Rotarix® и RotaTeq®.  

2. Использованы структурные модели домена VP8* и белка VP7, доступные 

в PDB (Protein Data Bank) под номерами PDB 1KQR и PBD 3FMG, соответственно. 

Анализ антигенных сайтов трехмерной модели глобулярного домена VP8* белка 

VP4 и тримера VP7 был проведен с использованием программы Chimera [258].  
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2 Методы 
 
 
 

2.1 Подготовка биоматериала для исследования  
 
 
 

К 0,3-0,5 г полученного копро-образца, добавляли 3-5 мл стерильного 

физиологического раствора и интенсивно вортексировали. Затем 10 % суспензию 

центрифугировали в течение 3 минуты при 10 тыс. g. Супернатант использовали 

для экстракции нуклеиновых кислот для ОТ-ПЦР и проведения электрофореза в 

полиакриламидном геле (ПААГ). Работа проводилась в соответствии с СП 

1.3.2322-08 "Безопасность работы с микроорганизмами III-IV групп патогенности 

(опасности) и возбудителями паразитарных болезней". 

 

 

 

2.2 Выявление РНК ротавируса из образцов биоматериала 

 

 

 

Выделение РНК ротавируса из клинического материала осуществляли с 

использованием комплекта реагентов для выделения РНК/ДНК из клинического 

материала «РИБО-преп» (производство ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии 

Роспотребнадзора, Москва), согласно инструкции по применению.  

Обратную транскрипцию проводили с использованием комплекта реагентов 

для получения кДНК на матрице РНК «Реверта-L» (производство ФБУН ЦНИИ 

Эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва), согласно инструкции по применению.  

Обнаружение РНК ротавируса проводили с использованием набора 

реагентов для выявления и дифференциации РНК ротавирусов группы А (Rotavirus 

A), норовирусов 2 генотипа (Norovirus 2 генотип) и астровирусов (Astrovirus) в 

объектах окружающей среды и клиническом материале методом полимеразной 

цепной реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной детекцией 

«АмплиСенс® Rotavirus/Norovirus/Astrovirus-FL» (производство ФБУН ЦНИИ 

Эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва), согласно инструкции по применению. 
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Амплификацию и анализ результатов проводили на приборе Rotor-Gene Q 

(QIAGEN GmbH, Германия) в режиме реального времени. 

 

 

 

2.3 Электрофорез РНК ротавирусов в полиакриламидном геле (РНК-

ПААГ) 

 

 

 

Для электрофоретипирования днРНК ротавируса, экстракцию проводили из 

700 мкл фекальной суспензии. Добавляли 200 мкл буферного раствора, 

содержащего 0,03 М CH3COONa, 0,9 М NaCl, 0,012 M ЭДТА, 3 % ДСН, pH 5,0-5,2. 

Тщательно перемешивали, инкубировали 10 минут при 65°С, охлаждали при -20°С 

в течение 30 минут и центрифугировали 15 минут при 10 тыс. g. Далее, 800 мкл 

супернатанта переносили в чистые пробирки и добавляли 0,6 объема изопропанола 

и 0,1 объема ацетата натрия. Тщательно перемешивали и центрифугировали при 10 

тыс. g. Супернатант убирали, осадок промывали 96 % этанолом и 

центрифугировали 15 минут при 10 тыс. g. Удаляли супернатант и высушивали 

осадки 30 минут, при 37°С. Осадки растворяли в 50 мкл ТЕ-буфера и 

центрифугировали 1 минуту при 10 тыс. g. Супернатант, содержащий РНК 

ротавирусов, использовали для проведение электрофореза в ПААГ. Выделенную 

РНК хранили при температуре -20°С.  

Электрофорез РНК ротавирусов проводили в слое 3 % разделяющего и 10 % 

концентрирующего гелей с использованием системы буферных растворов Лэммли 

в течение 18 часов при 10 мА [195]. 

По окончании электрофореза, гель промывали дистиллированной водой и 

помещали на 40 минут в 0,19 % раствор нитрата серебра. После чего промывали 

водой от 3 до 5 раз. Затем гель погружали в восстанавливающий раствор (0,75 М 

NaOH, 0,3 % формальдегид) до появления окраски. Реакцию останавливали, 

погружая гель в 5 % раствор уксусной кислоты [154]. 



47 
 

В пробах, содержащих РНК РВА, наблюдали характерный профиль миграции 

сегментов генома, состоящий из 4-х групп. Анализ распределения сегментов и 

присваивание электрофоретипа проводили в соответствии со схемой, ранее 

разработанной в лаборатории молекулярной эпидемиологии вирусных инфекций 

[8].  

 

 

2.4  Генотипирование ротавирусов методом мультиплексной ПЦР  

 

 

 

Проведение полимеразной цепной реакции. Определение G и [P]-генотипов 

осуществляли методом мультиплексной ПЦР, с использованием праймеров, 

синтезированных ЗАО «Синтол» (Москва) (Таблица 4). Для G-генотипирования 

использовали общий прямой праймер (VP7F) и восемь обратных специфичных 

праймеров (G1R, G2R, G3R, G4R, G6R, G8R, G9R, G12R). Для определения [P]-

типа использовали общий прямой праймер (con3) и четыре обратных специфичных 

праймера (P[4], P[8], P[6], P[9]).  

Реакцию проводили в объеме 15 мкл с использованием реактивов 

производства ЗАО «Силекс» (Москва). Готовили реакционную смесь из расчета на 

одну пробирку: 7,8 мкл деионизованной воды, свободной от нуклеаз, 3 мкл ПЦР-

буфера, содержащего 15мМ Mg2+, 0,9 мкл смеси дНТФ, по 0,1 мкл прямого и 

обратного праймера, 0,1 мкл Taq-полимеразы (5 ед/мкл). К смеси добавляли 3 мкл 

кДНК. Пробирки инкубировали в амплификаторе «Терцик» (ДНК-Технология, 

Москва). Для определения генотипа VP7 амплификацию выполняли по программе: 

95°С – 1 мин, (95°С - 10 сек, 57°С – 10 сек, 72°С – 10 сек) – 42 цикла, 72°С – 5 мин. 

Для определения генотипа VP4 программа амплификации имела вид: 95°С – 1 мин, 

(95°С - 10 сек, 55°С – 10 сек, 72°С – 10 сек) – 42 цикла, 72°С – 5 мин. Для 

секвенирования фрагменты кДНК нарабатывали в объеме 30 мкл. 
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Таблица 4. Последовательности праймеров, использованных для определения G-

генотипа и P-генотипа РВА методом мультиплексной ПЦР 

 

Ген  Название 

праймера 

Последовательность 5’ – 3’ Регион посадки 

праймера (н.о.) 

Литература  

VP7 VP7F ATGTATGGTATTGAATATACCAC 51-71 169 

G1R TYTWGTYAAGGCAAATAATG 176-195 97 

G2R GTTAGAAATGATTCTCCACT 262-281 97 

G3R CYTTWATWGTACAWGATGATCCC 600-622 142 

G4R RTTTTGGTTCGATGGAAAATTC 427-448 97 

G6R CTAGTTCCTGTGTAGAATC 499-481 121 

G8R CGGTTCCGGATTAGACAC 273-256 121 

G9R TATAAAGTCCATCGCRCTAG 128-147 97 

G12R CCGATGGACGTAACGTTGTA 548-567 49 

VP4 Con3 TGGCTTCGCTCATTTATAGACA 11-32 134 

P[4]R CYATTATTAGAGGTTAAAGTCCG 472-494 134 

P[6]R TTGAATCCAACTAATCAACAAG 259-280 134 

P[8]R ATCTACTGGATYGACGTGYGG 337-357 134 

P[9]R TTAGTGCAACCAACTCTTGAT 187-207 134 

 

 

Детекция полученных результатов методом электрофореза в агарозном геле. 

Полученные в результате ПЦР фрагменты кДНК анализировали с использованием 

электрофореза в 1 % агарозном геле, с добавлением бромистого этидия. 

Электрофорез проводили в камере, заполненной трис-боратным буфером с pH 8.3, 

при напряжении 150-200 V в течении 15-20 минут.  

Для секвенирования полученных фрагментов кДНК проводили очистку с 

использованием набора «ФБиоГель» (произведено «Фрактал Био», Санкт-

Петербург), согласно рекомендациям производителя.  

 

 

 

2.5 Определение нуклеотидной последовательности кДНК 

 

 

 

Секвенирование по Ф. Сенгеру. Первичные нуклеотидные 

последовательности полученных фрагментов устанавливали в автоматическом 

режиме с использованием генетического анализатора Beckman Coulter CEQ8000 и 
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набора реагентов DTCS Quick Start Kit («Beckman Coulter», США), согласно 

рекомендациям производителя. Определение первичной структуры фрагмента 

кДНК генов VP7, VP4, VP6 и NSP4 осуществляли по двум цепям с прямым и 

обратным праймерами (Таблица 5). 

 

Таблица 5. Праймеры, использованные для амплификации фрагментов генов VP7, 

VP4, VP6 и NSP4 

 

Ген Название 

праймера 

Последовательность 5’ – 3’ Регион 

посадки 

праймера 

(н.о.) 

Литерат

ура 

VP7 VP7F GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCG 1-23 222 

 VP7R GGTCACATCATACAATTCTAATC 1040-

1062 

VP4 con3mod TGGCTTCGCTCATTTATAGACA 11-32 133 

con2 ATTTCGGACCATTTATAACC 868-887 

VP6 GEN_VP6F GGCTTTWAAACGAAGTCTTC 1-20 222 
 GEN_VP6R GGTCACATCCTCTCACT 1340-

1356 

NSP4 GEN_NSP4F GGCTTTTAAAAGTTCTGTTCC 1-21 

GEN_NSP4R GGWYACRYTAAGACCRTTCC 732-751 

 

 

Высокопроизводительное секвенирование. При подготовке библиотеки 

ДНК для секвенирования использовали набор Nextera XT Sample Preparation kit 

(Illumina, США), анализ проводили с использованием набора MiSeq reagent kit v2 

(Illumina, США) на 500 циклов. Выравнивания нуклеотидных последовательностей 

осуществляли в программе Burrows-Wheeler Aligner (BWA). Визуализацию и 

анализ полученных данных проводили с помощью программного обеспечения 

UGENE Unipro и MEGA5. 
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2.6 Филодинамический анализ на основе нуклеотидных 

последовательностей 

 

 

 

Филогенетический анализ. Обработку и выравнивание нуклеотидных 

последовательностей осуществляли с применением программного обеспечения 

MEGAX [193]. Расчёт гомологии нуклеотидных последовательностей проводили в 

программе UGENE [249]. Филогенетический анализ был проведен с 

использованием пакета программ BEAST v.1.10.4 [292]. В частности, процесс 

замещения нуклеотидов оценивали с помощью модели Хасегава-Кишино-Яно 

(HKY, Hasegawa-Kishino-Yano). Скорость эволюции измеряли на базе нестрогих 

(свободных) логнормальных часов. Для достижения значений эффективного 

размера выборки (ESS) более 200 длина цепи Маркова (MCMC, Markov chain Monte 

Carlo) составила 20-80 млн. шагов. Визуализация и обработка филогенетических 

деревьев проведена в программе FigTree v.1.4.3.  

Филогеографический анализ. Дискретный филогеографический анализ был 

проведен с использованием пакета программ BEAST v.1.10.4. Пространственная 

визуализация полученных результатов на карте осуществлялась в программах 

SPREAD v.1.0.6 и Google Earth. Визуализация филогенетических деревьев 

проведена в программе FigTree v.1.4.4. 

Расчет филодинамических характеристик и статистический анализ. 

Рассчет динамики демографических показателей выполнен с использованием 

модели SkyGrid [159]. Анализ выходных MCMC-файлов, а также визуализацию 

популяционной динамики осуществляли в программе Tracer v1.7.1 [272]. Рассчет 

байесовского фактора выполнен в программе SPREAD [59]. Статистическую 

значимость различий частоты обнаружения ротавирусов в разные сезоны и 

долевого распределения штаммов разных генотипов определяли с использованием 

критерия χ2 [4].  
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III РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 

 

 

1  Характеристика типовой структуры нижегородской популяции 

ротавируса 

 

 

 

Мониторинг циркуляции ротавирусов проводят в лаборатории молекулярной 

эпидемиологии вирусных инфекций Нижегородского НИИ эпидемиологии и 

микробиологии им. академика И.Н. Блохиной начиная с 1984 года. Настоящая 

работа является логическим продолжением многолетних наблюдений за 

популяцией РВА на одной территории без вакцинного давления.  

 

 

 

1.1 Спектр G[P]-типов РВА в Нижнем Новгороде в период 2016-2020 гг. 

 

 

 

В изучаемый период 2016-20 гг. с использованием метода ОТ-ПЦР и РНК-ПААГ с 

целью выявления РНК ротавируса, нами было исследовано 6100 копро-образцов, 

полученных от детей в возрасте до 14 лет, госпитализированных в инфекционный 

стационар Нижнего Новгорода с диагнозом острая кишечная инфекция. В среднем, 

ротавирусы были обнаружены в 27,2 % (21,6 - 31,5 % в зависимости от сезона) 

случаев (Таблица 6). В предыдущие годы, частота обнаружения РВА в образцах 

стула детей с острой кишечной инфекции в Нижнем Новгороде находилась на 

уровне 25 % [10]. В нашем исследовании в период 2016-2017 частота обнаружения 

ротавирусов составила 31,5 %, затем в сезон 2018-19 гг. произошло статистически 

значимое снижение этого показателя до 21,6 % (p<0,001). 
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Таблица 6. Обнаружение ротавирусов у детей, госпитализированных в Нижнем 

Новгороде в 2016-20 гг. 

 

Годы 

(сезоны) 

Обследовано 

(абс.) 

Обнаружено 

абс. % 

2016-17 1574 496 31,5 

2017-18 1558 476 30,6 

2018-19 1582 341 21,6 

2019-20 1386 348 25,1 

Всего 6100 1661 27,2 

 

Образцы, содержащие РНК РВА, были типированы методами 

мультиплексной ПЦР и секвенированием на предмет выявления 12-ти наиболее 

распространенных в мире генотипов: G1, G2, G3, G4, G6, G8, G9, G12, P[4], P[8], 

P[6], P[9]. Долевое распределение глобальных типов нижегородских РВА 

представлено в таблице 7. 

 

Таблица 7. Распределение типов РВА, идентифицированных в Нижнем Новгороде 

в 2016-20 гг. 

 

Сезон 

Число 

типирован

ных 

изолятов 

(абс.) 

G[P]-типы РВА (%) 

G1P[8] G2P[4] G3P[8] G4P[8] G9P[8] G12P[8] Другие 

2016-17 388 9,0 5,9 0 16,0 63,2 0,3 5,6 

2017-18 279 12,5 22,9 5,0 13,3 40,6 0 5,7 

2018-19 256 4,3 39,1 0,8 10,2 27,7 0 17,9 

2019-20 300 2,7 22,3 4,7 2,0 58,0 0 10,3 

2016-20 1223 7,1 22,5 2,6 10,4 47,4 0,1 9,9 

 

В таблице видно, что в период 2016-20 гг. были обнаружены шесть 

глобальных генотипов, на долю которых пришлось 90,1 %. Основную долю в 
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типовой структуре нижегородских РВА представили генотипы G9P[8] и  G2P[4]. 

РВА генотипов G4P[8] и  G1P[8] снизили активность циркуляции.  

Данные генотипового разнообразия РВА на территории Российской 

Федерации в изучаемый отрезок времени представлены мало. В Оренбургской 

области в сезоны 2013-2017 гг. выявлены генотипы G4P[8] (56,9 %), G9P[8] (12,9 

%), G2P[4], G1P[8], G3P[8], G3P[9] и G12P[8] (в сумме 30,2 %) [1, 6]. По данным 

референс-центра по мониторингу за возбудителями ОКИ (ФБУН «Центральный 

научно-исследовательский институт эпидемиологии» Роспотребназдора), в 11 

субъектах РФ (Московская, Томская, Нижегородская, Иркутская, Свердловская, 

Новосибирская, Оренбургская области, Камчатский и Хабаровский края, 

Республика Дагестан, Ненецкий автономный округ) в 2016 г. сохранялось 

превалирование ротавирусов группы А генотипа G4P[8] и отмечена тенденция к 

снижению частоты выявления G3P[8]-генотипа и увеличению доли G9P[8] [14]. В 

Москве в 2018-2019 гг. преобладающими были два генотипа - G9P[8] (39,0 %) и 

G4P[8] (29,3 %), также были обнаружены G2P[4], G1P[8], G3P[8], G12P[8], G3P[9] 

[172].  

Исходя из растущего числа сообщений, как из развитых, так и из 

развивающихся стран об обнаружении штаммов c генотипом G12 [268, 306], вполне 

возможно, что этот РВА вскоре будет доминировать на глобальном уровне. В 

Нижнем Новгороде РВА с генотипом G12P[8] был впервые обнаружен у ребенка в 

ноябре 2016 года и пока относится к редким вариантам на территории нашей 

страны. В 2016-17 гг. и 2017-18 гг. G12P[8] преобладал в типовой структуре ОКИ в 

Италии и Финляндии [166, 219]. Иногда появление в генотиповой структуре РВА 

штаммов G12 в комбинации с P[6] или P[8] связывают с вакцинацией RotaTeq®, 

как, например, на территории Бразилии, Австралии [147, 276]. 

Кроме глобальных генотипов, на территории Нижнего Новгорода в период 

2016-2020 гг. нами были определены минорные комбинации G и P генотипов РВА: 

G9P[4], G3P[9] (в период 2016-17 гг.); G9P[9] (в период 2017-18 гг.); G8P[8], G2P[8], 

G4P[4], G3P[9] (в период 2018-19 гг.); G4P[6], G8P[8], G2P[8], G3P[4] (в период 

2019-20 гг.).  
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Штаммы с редкими G[P]-типами в основном рассматриваются как зоонозы и 

в развивающихся странах могут быть частыми причинами инфекций у детей в 

связи с их контактами с животными. Как правило, это спорадические случаи, 

которые, однако, могут достичь эпидемиологической значимости в некоторых 

географических регионах, вероятно, вследствие реассортации РВА и накопления 

мутаций [220]. Генотипы необычных штаммов широко варьируют в разных 

регионах, и остается неясным будут ли такие штаммы распространяться в 

глобальном масштабе. Например, ротавирусы с генотипом G9P[8] пока 

представляют единственный пример того, как ранее редкая комбинация стала 

доминировать в мировом масштабе. В Нижнем Новгороде штаммы c генотипом G9 

впервые были обнаружены в 2011 г., а в 2016 г. стали доминирующими в 

генотиповой структуре РВА. Следует отметить, что штамм с генотипом G9 не 

входит в вакцины RotaTeq® и Rotarix®.  

Все больше сообщений появляется об обнаружении ротавирусов с генотипом 

G8 во многих странах мира: Таиланде, Японии, Вьетнаме, Турции, Австралии, 

Иране и других [67, 148, 160, 182, 190, 276]. В ноябре 2018 года нами был 

обнаружен штамм с генотипом G8P[8] с коротким профилем миграции геномной 

РНК в ПААГ, что является признаком DS-1 подобных штаммов. В сезон 2019-20 

гг. было выявлено 7 таких штаммов с генотипом G8P[8]. Впервые DS-1-подобный 

G8P[8] штамм был изолирован от ребенка с острой диареей в Таиланде в 2013 году 

[296, 332]. DS-1-подобный ротавирус G8P[8] также был изолирован в 2017 году на 

территории Японии [179]. В Чили ротавирусы G8P[8], близкие азиатским штаммам, 

в 2016-18 гг. заняли доминирующее положение [208].  

Таким образом, типовая структура популяции ротавируса на территории 

Нижнего Новгорода в 2016-20 гг. при отсутствии массовой вакцинации включала 

глобально распространенные генотипы: G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8], 

G12P[8] и штаммы с необычными комбинациями G- и [P]- генотипов: G9P[4], 

G3P[9], G9P[9], G8P[8], G2P[8], G4P[4], G3P[4], G4P[6]. Ротавирусы с генотипом 

G6 в исследуемый период не были выявлены. Зафиксировано снижение частоты 
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обнаружения РВА с 31,5 % в 2016-17 гг. до 21,6 % в 2018-19 гг., на фоне снижения 

частоты обнаружения ротавирусов с генотипом G9 и ростом доли РВА G2P[4].  

 

 

 

1.2 Характеристика штаммов с генотипом G2P[4], изолированных на 

территории Нижнего Новгорода в 2018-19 гг. 

 

 

 

Ротавирусы с генотипом G2P[4] как правило, имеют «короткий» профиль 

миграции сегментов генома в ПААГ и относятся ко второй геногруппе РВА. 

Снижение частоты обнаружения ротавирусов (Таблица 5) и статистически 

значимое (p<0,001) увеличение доли штаммов с генотипом G2P[4] в период 2018-

19 гг., послужили основанием для молекулярно-генетического исследования этих 

изолятов.  

Генотип G2P[4], как правило, входит в типовую структуру популяции РВА, но 

редко доминирует. Анализ генотиповой структуры РВА, проведенный в Австралии 

в 2017 году на фоне массовой вакцинации против ротавирусной инфекции, показал, 

что средняя доля РВА с генотипом G2P[4] составила 39 %, а в отдельных регионах 

страны доходила до 99 % всех типированных штаммов [Roczo-Farkas et al., 2019]. 

В последние годы увеличение активности циркуляции штаммов с генотипом 

G2P[4] отмечается по всему миру, в том числе в Швеции, Японии, Китае, Венесуэле 

и Бразилии [36, 38, 106, 111, 184, 209, 315, 320]. 

Несмотря на то, что DS-1-подобные штаммы практически всегда 

представлены в типовой структуре РВА, на территории России их вклад обычно 

составляет 2-8 % [26, 206]. В нашей работе было показано, что на территории 

Нижнего Новгорода в период 2017-18 гг. доля штаммов с генотипом G2P[4] 

увеличилась до 22,9 %, а в следующий сезон составила 39,1 %. 

В период 2018-19 гг. было выявлено 100 образцов с «коротким» профилем 

сегментов РНК в ПААГ и генотипом G2P[4], установленным в ходе 
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мультиплексной ПЦР. Было выявлено пять ЭФ-типов РНК ротавирусов, 

циркулировавших в 2018-19 гг. (Рисунок 4).  

 

 

Рисунок 4. Профили миграции геномных сегментов днРНК ротавирусов, 

изолированных на территории Нижнего Новгорода в 2018-19 гг. 1 - 5 – варианты 

ЭФ-типов РНК; В крайней левой лунке - Wa-подобный вариант представлен 

генотипом G9P[8] 

 

Для филогенетического анализа ротавирусов с генотипом G2P[4] по генам VP7 

и VP4 были секвенированы десять образцов РВА, профили миграции РНК которых 

представлены на рисунке 4. С помощью on-line инструмента BLAST в выборку 

были добавлены последовательности ротавирусов, доступных в международной 

базе GenBank и максимально гомологичные исследуемым. Кроме этого, в анализ 

были взяты нуклеотидные последовательности с генотипом G2P[4] штаммов, 

изолированных на территории Нижнего Новгорода в 2016-2018 гг. 



57 
 

В настоящее время принято выделять следующие аллели генотипа G2: I, II, III 

и IV; при этом четвертую линию подразделяют на три сублинии (IVa-1- IVa-3) 

[135]. Изоляты с генотипом G2P[4], выделенные на территории Нижнего 

Новгорода в 2018-19 гг., несли аллели G2-IVa-1 и G2-IVa-3 гена VP7. Сублиния G2-

IVa-3 на филогенетическом дереве разделилась на два достоверных подкластера (a-

3-a и a-3-b) с уровнем апостериорной вероятности узлов равной 1 (Рисунок 5). Оба 

подкластера включали нижегородские штаммы, выявленные в 2018-19 гг., а также 

РВА циркулировавшие на территории Нижнего Новгорода ранее (2016-18 гг.). 

Уровень гомологии нуклеотидных последовательностей внутри подкластеров a-3-

a и a-3-b составил более 99 %, гомология между подкластерами была в пределах 

96-97 %. Аллель G2-IVa-1 обнаружен у одного нижегородского штамма, 

изолированного в 2019 году, который был филогенетически близок ротавирусам, 

выявленным в 2016-2018 гг., в период низкой активности циркуляции РВА с 

генотипом G2P[4]. Уровень гомологии между аллелью IVa-1 и аллелью IVa-3 

варьировал в пределах 95-96 %. 

У РВА с генотипом P[4] гена VP4 принято выделять четыре аллеля: P[4]-I, 

P[4]-II, P[4]-III, P[4]-IV, при этом четвертая линия делится на две сублинии (P[4]-

IVa и P[4]-IVb) [135]. На территории Нижнего Новгорода были выделены 

ротавирусы, принадлежащие сублиниям P[4]-IVa и P[4]-IVb.  

Анализ нуклеотидных последовательностей гена VP4 G2P[4] РВА, 

выявленных в период активной циркуляции в 2018-19 гг., позволил установить, что 

нижегородские ротавирусы несли аллели P[4]-IVa и P[4]-IVb (Рисунок 6). Уровень 

гомологии нуклеотидных последовательностей составил 97-98 % внутри кластеров 

IVa и IVb и 96 % между ними.  

По гену VP7 и по гену VP4 нижегородские штаммы G2P[4], изолированные в 

2018-19 гг., кластеризовались с ротавирусами, выделенными в 2011-16 гг. в 

Сингапуре, Японии, Турции, Индии и странах Европы, а на территории России – в 

Новосибирске и Омске. Кроме этого, в описанные кластеры входят РВА, 

изолированные на территории Нижнего Новгорода в 2016-18 гг. 
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Рисунок 5. Филогенетическое дерево, сконструированное на основе нуклеотидных 

последовательностей гена VP7 с генотипом G2 РВА, изолированных на территории 

Нижнего Новгорода в 2018-19 гг.   
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Рисунок 6. Филогенетическое дерево, сконструированное на основе нуклеотидных 

последовательностей гена VP4 с генотипом P[4] РВА, изолированных на 

территории Нижнего Новгорода в 2018-19 гг.  
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В ходе филогенетического анализа показано, что G2P[4] ротавирусы, 

изолированные в Нижнем Новгороде в 2018-19 гг. в период активизации их 

циркуляции, несут два аллеля гена VP7 (G2-IVa-1 и G2-IVa-3) и два аллеля гена 

VP4 (P[4]-IVa и P[4]-IVb), которые были обнаружены в трех комбинациях (Таблица 

8).  

 

Таблица 8. Штаммы с генотипом G2P[4], изолированные на территории Нижнего 

Новгорода в 2018-19 гг.  

 

№ п/п ЭФ-тип № 

пробы 
VP7 аллель VP4 аллель 

1.  1 2170/18 G2-IVa-3a P4-IV-a 

2.  1 2131/18 G2-IVa-3a P4-IV-a 

3.  2 2134/18 G2-IVa-3b P4-IV-b 

4.  3 3047/18 G2-IVa-3a P4-IV-a 

5.  2 3051/18 G2-IVa-3b P4-IV-b 

6.  2 53/19 G2-IVa-3b P4-IV-b 

7.  2 73/19 G2-IVa-3b P4-IV-b 

8.  2 75/19 G2-IVa-3b P4-IV-b 

9.  4 167/19 G2-IVa-1 P4-IV-a 

10.  5 208/19 G2-IVa-3a P4-IV-a 

 

Таким образом, в ходе изучения ротавирусов с генотипом G2P[4], 

изолированных в Нижнем Новгороде в период активизации их циркуляции (2018-

19 гг., частота обнаружения 39,1 %), была установлена их принадлежность к двум 

линиям по гену VP7 и двум линиям по гену VP4. Линии, которым принадлежат 

нижегородские изоляты, убиквитарны и встречаются по всему миру, в том числе и 

в России. Родство изучаемых штаммов 2018-19 гг. с РВА, изолированными на 

территории Нижнего Новгорода ранее, позволяет говорить о возможных 

естественных причинах роста доли штаммов с генотипом G2P[4] в типовой 

структуре ротавируса.  
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1.3 Выявление и характеристика Wa- и DS-1-подобных реассортантов 

ротавируса  

 

 

 

Ранее, в 2013-14 гг. в рамках данной работы была установлена циркуляция 

штаммов с генотипом G1P[8] и коротким профилем РНК-ПААГ. В указанный 

период в 48 образцах (15,5 %) были идентифицированы РВА генотипа G1P[8]. 

Следует отметить, что РВА генотипа G1P[8] являются типичными Wa-подобными 

штаммами с «длинным» электрофоретипом РНК. Среди выявленных РВА генотипа 

G1P[8] в 40 случаях наблюдался «длинный» Wa-подобный профиль РНК, у 8 

изолятов – «короткий», характерный для DS-1-подобных штаммов. На рисунке 7 

представлен полиакриламидный гель, отображающий профили миграции 

сегментов РНК анализируемых штаммов ротавирусов. 

 
 

Рисунок 7. Профили миграции геномных сегментов днРНК РВА, 

изолированных на территории Нижнего Новгорода в сезон 2013-2014 гг. Образцы 

1 и 2 – типичные Wa-подобные штаммы G4P[8] и G1P[8] генотипов, 

соответственно. Образцы 3 и 4 – типичные G2P[4] DS-1-подобные штаммы. Под 

номерами 5 и 6 представлены G1P[8] DS-1-подобные реассортантные штаммы, 

идентифицированные в данной работе.  
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Четыре клинических изолята РВА G1P[8] с «коротким» электрофоретипом 

РНК были секвенированы по четырем генам (VP7, VP4, VP6 и NSP4). Генотиповой 

анализ показал их принадлежность к генотипу G1-P[8]-I2-E2. Наличие в составе 

генома последовательностей РВА двух геногрупп свидетельствует о 

реассортантном происхождении обнаруженных штаммов, которые являются 

двойными межгеногрупповыми реассортантами. 

На основе частичных нуклеотидных последовательностей генов VP7, VP4, 

VP6 и NSP4 реассортантных ротавирусов вида А построены Байесовы 

MCC5филогенетические деревья (Рисунок 8). 

По гену VP7 три из проанализированных образцов с генотипом G1-P[8]-I2-E2 

несли аллель G1-1, а один принадлежал линии G1-2 DS-1-подобным ротавирусам 

генотипа G1P[8]. Реассортанты, изолированные на территории Японии, 

принадлежат линии G1-1, тогда как РВА, изолированные на территории Таиланда, 

несут аллель G1-2.  

По гену VP4 все реассортантные G1P[8] штаммы РВА, изолированные на 

территории Нижнего Новгорода, принадлежат линии P[8]-3, аналогично с 

реассортантными штаммами, изолированными в Японии, Таиланде и Австралии.  

По гену VP6, нуклеотидные последовательности нижегородских образцов 

кластеризовались в группу с реассортантными РВА, изолированными в других 

странах (Таиланд, Япония и Австралия). 

По гену NSP4 российские, тайские и японские штаммы РВА с генотипом 

G1P[8] кластеризовались отдельно от G3P[8] DS-1-подобных ротавирусов, которые 

были обнаружены в Австралии и Таиланде. 

В нашем исследовании в популяции ротавирусов показано наличие 

реассортантных вариантов G1P[8] с DS-1-подобным профилем РНК-ПААГ на фоне 

снижения циркуляции типичных G1P[8] РВА.  

 
5 MCC (Maximum clade credibility) tree – дерево с наибольшей надежностью топологии кладов  
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Рисунок 8. Байесовы MCC филогенетические деревья, построенные на основе частичных нуклеотидных 

последовательностей генов VP7, VP4, VP6 и NSP4 реассортантных ротавирусов вида А 
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Доля реассортантов между Wa- и DS-1-подобными штаммами на территории 

Нижнего Новгорода в 2013-14 гг. составила 2,6 %. Тогда как в Таиланде «короткие» 

G1P[8] штаммы также встречались в единичных вариантах. Однако на территории 

Японии подобные варианты широко распространились и в сезон 2012-2013 

преобладали в популяции РВА (46,7 %), а также являлись доминирующими при 

вспышечной заболеваемости ротавирусным гастроэнтеритом в ряде регионов 

[330]. В Австралии в 2013 году реассортантный штамм G3P[8]-I2-R2-C2-M2-A2-

N2-T2-E2-H2 стал доминирующим среди детей с тяжелым течением РВИ [91]. 

Исследования реассортантных штаммов, подтверждают динамичный характер 

ротавирусной популяции и иллюстрируют потенциал для возникновения новых 

геновариантов РВА, способных к быстрому распространению. Возможно, 

межгрупповая реассортация дает РВА возможность преодолеть иммунологический 

прессинг и сохранить G1P[8] генотип в мировой популяции ротавируса, поскольку 

G1P[8] штаммы, обладающие DS-1-подобными белками, могут обладать 

селективным преимуществом.  

Поиск межгеногрупповых реассортантов был продолжен, и в 2015-16 гг. 

были выявлены AU-1-подобные штаммы G3P[9] и G6P[9], которые несут в составе 

ген VP6 I2 и NSP4 ген E3 генотипа, т.е. также являются реассортантами между AU-

1- и DS-1-подобными РВА. В период 2016-20 гг. методами РНК-ПААГ и 

мультиплексного ПЦР-типирования в нижегородской популяции ротавирусов 

идентифицированы и другие межгрупповые реассортанты. Следует отметить, что 

увеличение доли реассортантов между первой и второй геногруппами и их 

разннобразие коррелировало с активизацией циркуляции ротавирусов с генотипом 

G2P[4]. В эпидемический сезон 2016-17 гг. выявлено четыре изолята с генотипом 

G9P[4] и коротким профилем РНК в ПААГ (Таблица 9). В 2017-18 гг. выявлено 

пять вариантов реассортантных штаммов, что составило 5,4 % от типированных 

штаммов нижегородских РВА. В следующий сезон доля реассортантных вариантов 

начала расти и составила 10,9 %, а в сезон 2019-20 гг. их доля выросла до 12,7 %. 
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Наиболее часто встречающиеся РВА человека являются представителями 

Wa–подобной («длинный» электрофоретип РНК) и DS-1–подобной («короткий» 

электрофоретип РНК) геногрупп. 

 

Таблица 9. Межгрупповые реассортанты, выявленные в Нижнем Новгороде в 2016-

20 гг. 

 

Сезон 

Типирова

нные РВА 

абс (n) 

Реассортантные 

штаммы Установленные генотипы 

абс (n) % 

2016-17 376 4 1,1 G9P[4]к* 

2017-18 279 15 5,4 
G9P[8]к, G3P[8]к, GxP[8]к, 

G1P[x]к, G2P[x]к 

2018-19 256 28 10,9 

G2P[8]к, G4P[4]к, G1P[8]к, 

G4P[8]к, G9P[8]к, GxP[8]к, 

G9P[x]к 

2019-20 300 38 12,7 
G1P[8]к, G9P[8]к, G3P[8]к, 

G3P[4]к, G9P[4], G2P[8]к  

*к – обозначение варианта с коротким профилем РНК в ПААГ. 

 

Для прототипных штаммов этих геногрупп определены генотипы всех 11 

сегментов днРНК: GХ-P[Х]-I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1 для Wa-подобных 

штаммов и G2-P[4]-I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2 для DS-1-подобных штаммов 

[226]. AU-1-подобные штаммы относятся к третьей геногруппе и получили 

значительно меньшее распространение: G3-P[9]-I3-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3. 

Межгрупповые реассортанты РВА обнаруживаются сравнительно редко, 

считается, что такие варианты менее конкурентоспособны [229]. Однако в 2011-

2013 годах реассортанты Wa- и DS-1-подобных штаммов были обнаружены в 

Японии, Таиланде и Австралии [91, 189, 194, 330]. В Японии была показана 

циркуляция G1P[8] DS-1-подобных РВА. В Австралии были обнаружены G3P[8] 

РВА в сочетании с остальными генами, относящимися ко второй геногруппе. В 

Таиланде циркулировали как G1P[8], так и G3P[8] реассортанты. 

В последние годы выполнено большое количество исследований, 

посвященных анализу ротавирусной популяции на основе полного генома. Эти 
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исследования позволили установить уникальное генетическое разнообразие РВА, 

а также важную роль процесса реассортации в формировании нового фенотипа. 

Ранее предполагалось, что межгрупповые реассортанты менее жизнеспособны 

[229]. На культуре клеток реассортантные штаммы (между Wa- и DS-1 

геногруппами) проигрывали родительским вариантам при нескольких 

перевиваниях на культуре клеток [321]. Однако после 2008 года в международной 

базе данных статей PubMed резко возросло количество сообщений, посвященных 

межгеногрупповым реассортантам. Всего на тему межгеногрупповых 

реассортантов между первой и второй геногруппой с 1982 по 2020 год 

опубликовано 58 работ. При этом 47 из них опубликовано после 2008 года. Это 

может свидетельстовать о более детальном изучении циркулирующих штаммов с 

использованием современных подходов к анализу генома.  

Таким образом, на примере нижегородской популяции ротавируса впервые 

установлена циркуляция на территории России межгрупповых реассортантных 

штаммов. В сезон 2018-19 гг., когда была отмечена активизация циркуляции 

штаммов с генотипом G2P[4], доля межгеногрупповых реассортантов в типовой 

структуре РВА составила 10,9 % и увеличилась до 12,7 % в сезон 2019-20 гг.  

 

 

 

1.4 Филодинамическая характеристика штаммов ротавируса с генотипами 

G4P[8] и G2P[4] на основе полного генома 

 

 

 

До недавнего времени классификация ротавирусов базировалась на 

молекулярных свойствах белков наружного капсида VP7 и VP4. Поскольку 

реассортация играет ключевую роль в формировании разнообразия популяции 

РВА, классификация, основанная на определении генотипа всех сегментов генома 

необходима для изучения эпидемиологии и эволюции ротавирусов [223]. 

Подавляющее большинство РВА, инфицирующих человека, относятся к первой 

(Wa-подобные) и второй (DS-1-подобные) геногруппам. Согласно полногеномной 
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классификации, констелляцию генов первой геногруппы схематично можно 

описать как Gx-P[8]-I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1, а второй геногруппы как G2-

P[4]-I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2 [222]. К настоящему времени ряд 

исследований посвящен анализу полного генома штаммов РВА, изолированных от 

человека и животных [48, 132, 222, 242, 302]. Однако полногеномная 

характеристика штаммов ротавирусов, циркулирующих на территории России, не 

представлена в литературе.  

Ротавирус с генотипом G4P[8] является одним из преобладающих, 

генетически стабильным эпидемическим вариантом на территории России [2, 6, 

206, 340]. В Нижнем Новгороде РВА с генотипом G4P[8] доминировали в период 

2005-2015 гг. Неотъемая чачть типовой структуры ротавируса – штаммы с 

генотипом G2P[4]. В 1985-86 гг. в Н. Новгороде был отмечен рост количества 

ротавирусов с коротким профилем миграции сегментов РНК в ПААГ [16]. 

Следующий период активизации циркуляции DS-1-подобных штаммов с 

генотипом G2P[4] был отмечен только в 2018-19 гг.  

В совместной работе с сотрудниками лаборатории метагеномики и 

молекулярной индикации патогенов Алексеевой А.Е. и Бруснигиной Н.Ф., были 

получены последовательности полного генома российских штаммов ротавируса А 

с генотипами G2P[4] и G4P[8].  

В ходе типирования полученных нуклеотидных последовательностей генов, с 

использованием он-лайн инструмента RotaC было установлено, что изученные 

штаммы несут констелляции генов: G4-P[8]-I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-T1 и G2-

P[4]-I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-T2, соответственно. Таким образом, изученные 

штаммы несут типичные для Wa-подобных (G4P[8]) и для DS-1-подобных (G2P[4]) 

штаммов РВА констелляции генов.  

В настоящее время опубликованы несколько научных работ, посвященных 

классификации линий и сублиний для генов РВА. Чаще всего аллели выделяют для 

генов VP4 и VP7. Мы использовали классификацию Doan и др. и Giammanco и др. 

для идентификации линий штамма G2P[4] [108, 109, 135]. Для определения аллелей 

нижегородского штамма G4P[8], была использована классификация Bok et al. и 
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Pradhan et al. [64, 263]. В ходе исследования были идентифицированы 

констелляции аллелей генов: G4-1С/P[8]-3.6/I1-4/R1-A2/C1-A1/M1-A1/A1-B/N1-

A/T1-A2/E1-1/H1-A и G2-IVa-3/P[4]-IVb/I2-VII/R2-VII/C2-VIII/M2-V/A2-II/N2-

II/T2-IV/E2-XII/H2-III. Ротавирусы, несущие в своем составе установленные 

аллели, встречаются повсеместно.  

Филогеография и филодинамика вирусов − относительно новые направления, 

которые позволяют получить дополнительные сведения об эволюции патогена, 

связать анализируемую генетическую информацию с возможным географическим 

происхождением штамма. Низкая инфекционная доза, высокая контагиозность и 

алиментарный механизм передачи ротавируса способствует его легкой 

трансмиссии между странами и континентами. Поскольку ротавирусы обладают 

сегментированным геномом, исследование было проведено на основе отдельных 

выборок для всех 11 сегментов штаммов G2P[4] и G4P[8].  

Для филогеографического анализа были использованы доступные в GenBank 

полные нуклеотидные последовательности сегментов генома РВА. Выборка была 

составлена с помощью базы данных «Virus Variation» [151]. Количество 

проанализированных последовательностей для каждого сегмента приведено в 

таблице 10.  

 

Таблица 10. Количество нуклеотидных последовательностей, взятых для 

филогеографического анализа в международной базе данных GenBank 

 

Ген 

 

 Штамм 

VP7 

G 

VP4 

P 

VP6 

I 

VP1 

R 

VP2 

C 

VP3 

M 

NSP1 

A 

NSP2 

N 

NSP3 

T 

NSP4 

E 

NSP5/6 

H 

DS-1 598 338 1150 901 850 863 395 924 775 823 738 

Wa 257 1743 2126 1576 1612 1610 1703 2022 1863 1785 2045 

Всего 855 2081 3276 2477 2462 2473 2098 2946 2638 2608 2783 

 

На первом этапе, для составления подвыборки для Байесовского анализа, были 

построены филогенетические деревья методом объединения ближайших соседей 

(Neibor-Joining). На основе полученного филогенетического дерева отбирали 70-
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100 последовательностей, изолированных в разные годы и разных географических 

регионах. Полученные подвыборки были использованы для расчёта 

филодинамических характеристик в пакете программ BEAST.  

Скорость мутаций мало отличалась между штаммами и между сегментами генома 

и составила 4.5E-4 – 2.8E-3 нуклеотидов/на сайт/в год для штамма G4P[8] и 7.51E-

4 - 1.81E-3 нуклеотидов/на сайт/в год для РВА с генотипом G2P[4] (Таблица 11). 

Эти данные аналогичны расчетам, полученным в других исследованиях [31, 110, 

132, 238, 337]. Следует отметить, что по генам VP6, VP3 и NSP2 скорость мутаций 

штамма G2P[4] в два раза выше, чем у штаммов G4P[8]. 

В нашей работе мы реконструировали пространственно-временное 

происхождение исследуемых образцов на основе отдельных выборок 

нуклеотидных последовательностей для каждого сегмента. Для того чтобы 

подтвердить связь между избранными локациями, с помощью программного 

обеспечения SPREAD был рассчитан фактор Байеса (BF) при значении которого >3 

можно говорить о достоверной эпидемической связи между штаммами. 

Коэффициент 3-20 свидетельствует о положительной поддержке, 20-150 

показывает сильную эпидемиологическую связь и >150 –преобладающую 

поддержку. 
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Таблица 11. Определение аллелей внутри генотипа и скорости накопления мутаций для каждого сегмента генома на 

основе Байесовской филогенетической реконструкции в пакете программ BEAST 

Ген  VP7 

G 

VP4 

P 

VP6 

I 

VP1 

R 

VP2 

C 

VP3 

M 

NSP1 

A 

NSP2 

N 

NSP3 

T 

NSP4 

E 

NSP5/6 

H 

G4P[8] 

(2079/17) 
G4-1С P[8]-3.6 I1-4 R1-A2 C1-A1 M1-A1 A1-B N1-A T1-A2 E1-1 H1-A 

Нуклеотидных 

замен/на 

сайт/в год 

 [95%HPD] 

1.92E-3 

[1.08E-3 – 

2.96E-3] 

5.07E-4 

[3.33E-4 - 

6.87E-4] 

7.13E-4 

[5.58E-4 – 

8.78E-4] 

1.48E-3 

[1.04E-3 – 

2.06E-3] 

7.80E-4 

[4.91E-4-

1.12E-3] 

7.42E-4 

[5.56E-4 – 

9.39E-4] 

2.80E-3 

[1.59E-3-

4.05E-3] 

9.68E-4 

[5.21E-4-

1.44E-3] 

1.21E-3 

[7.25E-4 – 

1.76E-3] 

8.01E-4 

[5.39E-4 – 

1.08E-3] 

4.50E-4 

[2.41E-4 – 

6.73E-4] 

G2P[4] 

(557/17) 

G2-IVa-

3 
P[4]-IVb I2-VII R2-VII C2-VIII M2-V A2-II N2-II T2-IV E2-XII H2-III 

Нуклеотидных 

замен/на 

сайт/в год 

[95%HPD] 

1.14E-3 

[5.26E-4 – 

1.89E-3] 

9.74E-4 

[7.16E-4 – 

1.226E-3] 

1.46E-3 

[8.66E-4 – 

1.44E-3] 

8.75E-4 

[6.59E-4 – 

1.12E-3] 

7.51E-4 

[5.30E-4 – 

1.02E-3] 

1.09E-3 

[7.99E-4 – 

1.41E-3] 

1.81E-3 

[1.23E-3 – 

2.53E-3] 

1.34E-3 

[9.82E-4 – 

1.77E-3] 

1.43E-3 

[8.75E-4 – 

1.43E-3] 

9.66E-4 

[6.70E-4 – 

1.29E-3] 

1.07E-3 

[5.84E-4 – 

1.74E-3] 
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В настоящем исследовании удалось установить достоверные эпидемические 

связи (при BF>3) для всех 11 сегментов исследованных штаммов (Таблица 12, 

Рисунок 9).  

В состав штамма с генотипом G4P[8] входят гены с широкой географией 

наиболее вероятного происхождения каждого гена: Россия, Китай, Таиланд, 

Бельгия, Венгрия, Италия, Япония. Возраст ближайшего общего предка 

различается в зависимости от исследуемого сегмента и варьирует в пределах 2001-

2012 гг. Ближайший общий предок для штамма с генотипом G2P[4] циркулировал 

на территориях Индии, Малави, Бангладеш, Италии и Австралии. Возраст общего 

предка в зависимости от гена варьировал от 2006 до 2013 года. Филогенетические 

деревья, сконструированные на основе нуклеотидных последовательностей 

исследуемых штаммов и штаммов, доступных в международной базе GenBank, 

представлены в дополнительных материалах. 

Ранее, на примере последовательностей гена VP7 генотипов G1, G2, G3, G4 и 

G9, изолированных в Японии, был составлен прогноз скорости распространения 

штаммов РВА [132]. Анализ был выполнен с помощью Байесовского подхода на 

основе расчета возраста ближайшего общего предка (tMRCA). Было установлено, 

что генерация эпидемически значимых штаммов занимает 1-3 года. Для того чтобы 

штамм стал эпидемически значимым в пределах всей страны, требуется 2-6 лет (на 

примере Японии) [132]. Поскольку в описанном исследовании расчёт был 

выполнен на основе одного сегмента генома, можно предположить, что 

исследование на основе полной констелляции генов в несколько раз усложнит 

анализ. Так, на примере наших выборок, показано, что сегменты генома имеют 

полифилетическое происхождение. Ближайший общий предок, в зависимости от 

рассматриваемого гена, датировался 2001-2012 гг. для штамма G4P[8] и 2006-2013 

гг. для штамма G2P[4]. Однако для того, чтобы говорить о формировании 

устойчивого варианта на основе полного генома, скорости формирования 

эпидемического варианта и его распространения потребуются дополнительные 

исследования.  
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Таблица 12. Апостериорная вероятность происхождения для каждого сегмента генома российских штаммов с генотипами 

G2P[4] и G4P[8]. Байесовский фактор (BF) и время циркуляции ближайшего общего предка (tMRCA) 

 

Ген 

 

 G4P[8]  G2P[4] 

 Регион-источник  BF tMRCA 

[95%HPD] 

 
Регион-источник 

BF tMRCA 

 [95%HPD] 

VP7 G 
 Россия (Нижний 

Новгород) 
175 

2012 

[2011-2014] 

 Индия 
4 

2013 

[2012-2015] 

VP4 P 
 Россия 

(Новосибирск) 
274 

2008 

[2005-2009] 

 Индия 
54 

2010 

[2009-2012] 

VP6 I 
 Россия (Омск) 

302 
2007 

[2006-2008] 

 Индия  
222 

2008 

[2007-2009] 

VP1 R 
 Китай 

959 
2001 

[1995-2008] 

 Австралия 
167 

2006 

[2004-2008] 

VP2 C 
 Венгрия   

93 
2008 

[2007-2010] 

 Малави  
585 

2006 

[2005-2008] 

VP3 M 
 Таиланд 

115 
2009 

[2008-2010] 

 Бангладеш  
81 

2008 

[2006-2009] 

NSP1 A 
 Бельгия 

576 
2007 

[2005-2008] 

 Индия 
57 

2011 

[2010-2012] 

NSP2 N 
 Венгрия 

493 
2010 

[2008-2011] 

 Малави 
149 

2006 

[2004-2008] 

NSP3 T 
 Венгрия 

315 
2009 

[2007-2011] 

 Малави 
3834 

2010 

[2008-2011] 

NSP4 E 
 Италия 

11 
2010 

[2009-2012] 

 Индия 
52 

2010 

[2007-2011] 

NSP5 H 
 Япония 

4 
2006 

[2002-2009] 

 Италия 
15 

2013 

[2011-2015] 
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А     

Б  

 

Рисунок 9. Географическая констелляция генов G4P[8] (A) и G2P[4] (Б) штаммов 

РВА, изолированных на территории России. 
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Таким образом, увеличивающаяся доступность детально аннотированных 

последовательностей генома предоставляет возможность исследовать 

эпидемиологические особенности патогена в свете эволюционной истории. В 

нашем исследовании Байесовский филогеографический подход был использован 

для установления пространственно-временных паттернов для каждого сегмента 

ротавирусов с генотипами G2P[4] и G4P[8], изолированных на территории России 

в 2017 году. В ходе анализа показана аллельная принадлежность для каждого 

сегмента генома изученных штаммов: G4-1С/P[8]-3.6/I1-4/R1-A2/C1-A1/M1-

A1/A1-B/N1-A/T1-A2/E1-1/H1-A и G2-IV-3а/P[4]-IVb/I2-VII/R2-VII/C2-VIII/M2-

V/A2-II/N2-II/T2-IV/E2-XII/H2-III. В ходе анализа была установлена скорость 

мутаций отдельно для каждого сегмента генома, которая составила: 4.5E-4 – 2.8E-

3 нуклеотидов/на сайт/в год для штамма G4P[8] и 7.51E-4 - 1.81E-3 нуклеотидов/на 

сайт/в год для РВА с генотипом G2P[4]. Рассчитана достоверная эпидемическая 

связь со штаммами из других регионов, позволяющая говорить о 

полифилетическом происхождении сегментов генома. В ходе работы установлено, 

что для штамма с генотипом G4P[8] наиболее вероятные географические локации 

ближайшего общего предка были: Россия (VP7, VP4, VP6), Китай (VP1), Таиланд 

(VP3), Бельгия (NSP1), Венгрия (VP2, NSP2, NSP3), Италия (NSP4) и Япония 

(NSP5). Для штамма с генотипом G2P[4]: Индия (VP7, VP4, VP6, NSP1, NSP4), 

Малави (VP2, NSP2, NSP3), Австралия (VP1), Италия (NSP5) и Бангладеш (VP3). 

Ближайший общий предок штамма с генотипом G4P[8] циркулировал в 2001-2012 

гг в зависимости от анализируемого гена. Для штамма с генотипом G2P[4] 

ближайший общий предок датируется в диапазоне 2006-2013 гг. 

Активная миграция населения и высокая контагиозность способствуют 

глобальной экспансии ротавируса вида А. Прогнозирование развития 

эпидемического процесса сильно осложнено возможным вакцинным давлением, а 

также естественной флуктуацией генотипового разнообразия РВА. 

Филогеографический подход к изучению и распространению ротавирусной 

инфекции может способствовать выявлению географических областей, где 

локализуются пулы будущих эпидемических вариантов и в целом понять динамику 
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трансмиссии РВА. По всей видимости, гетерогенность региональных популяций 

ротавируса будет нарастать в дальнейшем, создавая условия для генерации новых 

реассортантных форм патогена. Полученные данные необходимо принимать во 

внимание при оценке вакцинного прессинга на популяцию РВА. 

 

 

 

2 Филогенетические взаимоотношения вакцинных штаммов и 

ротавирусов глобальных генотипов, циркулирующих на территории 

России  

 

 

 

Ротавирусная популяция отличается сложностью генотиповой и антигенной 

структурой. Ряд исследований показывает, что штаммы РВА, несущие разные 

аллели генов, могут обладать разными антигенными свойствами, тем самым 

потенциально позволяя вирусу избегать иммунного ответа [42, 50, 51, 163, 176]. 

Поскольку вакцинные штаммы Rotarix® и RotaTeq® были изолированы более 30 

лет назад, аллели генов современных РВА могут отличаться от вакцинных. В связи 

с этим, научно-практический интерес представлял филогенетический анализ 

вакцинных и диких штаммов ротавируса на основе нуклеотидных 

последовательностей генов, кодирующих протективные антигены.  

Рядом авторов предложено выделение линий внутри наиболее 

распространенных генотипов VP7, VP4, VP6 и NSP4, однако к настоящему времени 

устоявшейся классификации аллелей не существует. Обычно выделение линий 

базируется на основе кластеризации достоверных паттернов при анализе 

дендрограммы, сконструированной на основе нуклеотидных последовательностей. 

Филогенетическое дерево строят с использованием методов максимального 

правдоподобия или объединения ближайших соседей и выделяют аллели, если 

поддержка бутстрапа будет в рамках 70-100 %. При этом, уровень нуклеотидных 

различий не является ориентиром и может варьировать между аллелями внутри 

одного генотипа. В нашей работе мы придерживались разделению рассмотренных 



76 
 

генотипов на линии, предложенному в той или иной работе, ссылки, на которые 

приведены в соответствующем разделе.   

 

 

 

2.1 Филогенетический анализ на основе нуклеотидных 

последовательностей гена белка наружного капсида VP7  

 

 

 

Ген VP7 размером 1062 п.н. кодирует гликопротеин (G- glycoprotein) 

наружного капсида вириона. В настоящее время на основе нуклеотидной 

последовательности гена VP7 выделено 36 G-типов ротавируса вида А, которые 

были изолированы у человека и животных. При этом глобальными, т.е. наиболее 

распространенными в человеческой популяции, являются шесть генотипов: G1, G2, 

G3, G4, G9 и G12. G-генотипы выделяют, когда уровень различий нуклеотидной 

последовательности превысит 20 %. Как было сказано выше, пентавалентная 

вакцина RotaTeq® включает в себя штаммы с генотипами G1, G2, G3 и G4 гена 

VP7. Моновалентная вакцина Rotarix® включает штамм с генотипом G1 гена VP7. 

Для сравнительного филогенетического анализа современных дикого типа и 

вакцинных штаммов РВА были проанализированы 124 последовательности гена 

VP7 ротавирусов, изолированных в Нижнем Новгороде. Перечень штаммов 

приведен в приложении (Таблица А1). Кроме этого, в анализ взята выборка 346 

последовательностей российских РВА, доступных в базе данный GenBank.  

G1. В представленной работе для генотипа G1 мы придерживались разделения 

линий, предложенного Phan с соавторами [259]. Согласно этой классификации 

достоверно можно выделить 11 линий, 9 из которых встречаются у человека. G1-

компонент вакцины RotaTeq® так же, как и референтный штамм Wa, принадлежит 

линии G1-3. Вакцинный штамм RIX4414 в составе вакцины Rotarix® несет аллель 

G1-2a. Нижегородские РВА генотипа G1 несут аллели гена VP7 G1-1 и G1-2c 

(Рисунок 10). Ротавирусы с генотипом G1, изолированные на территории России 
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(Омск, Нижний Новгород, Новосибирск, Москва), также относятся к линиям G1-1 

и G1-2c.  

G2. Внутри генотипа G2 Giammanco G.M. с соавторами выделили 4 

филогенетические линии: G2-I – G2-IV, при этом линию G2-IV делят еще на 3 

сублинии (G2-IVa-1 – G2-IVa-3) [135]. Референтный штамм DS-1 и вакцинный 

штамм RotaTeq® SC2 (G2) несут гены VP7 линии I и II, соответственно. 

Нижегородские ротавирусы с генотипом G2 несут два аллеля: G2-IVа-1 и G2-IVа-

3. Другие российские изоляты, выделенные в период 2008-19 гг., принадлежат 

линиям G2-IVа-1 и G2-IVа-3. К этим двум вариантам РВА относятся большинство 

G2 изолятов, выделенных по всему миру [32, 111, 263, 304, 328]. Интересно 

отметить, что одна идентифицированная последовательность РВА, изолированного 

от ребенка в 2004 году в Новосибирске, являлась аллелью G2-II, так же, как штамм 

в составе вакцины RotaTeq®. 

G3. Wang Y.H. и соавторы выделяют три линии внутри генотипа G3: G3-1 – 

G3-3, третью линию дополнительно подразделяют на пять сублиний (G3-3а – G3-

3е) [319]. Варианты РВА с генотипом G3 на территории Нижнего Новгорода 

встречались в комбинации с генотипами P[8] и P[9]. Большинство современных 

штаммов G3 генотипа, идентифицированных у людей, относится к линии G3-3. 

Штамм G3 в составе вакцины RotaTeq® (WI78-9) несет аллель G3-3d. 

Нижегородские образцы G3P[9] имеют аллель G3-3e, так же, как и штаммы G3P[9], 

изолированные ранее в Китае и Таиланде. Нижегородские штаммы G3P[8] несут 

аллель G3-3a. Российские штаммы с генотипом G3, доступные в базе данных 

GenBank, изолированные в период 2010-2018 гг. на территориях Новосибирска, 

Омска, Красноярска, Москвы, Владивостока, так же как и нижегородские штаммы, 

относятся к линиям G3-3a и G3-3е.  

В 2017-20 гг. нами были изолированы штаммы с генотипом G3P[8], с аллелью 

G3-1. Ротавирусы этой линии, как правило, распространены среди животных [319]. 
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Рисунок 10. Байесово MCC филогенетическое дерево, построенное на основе 

нуклеотидных последовательностей гена VP7 генотипов G1, G2, G3, G4, G6 и G9 

российских РВА и вакцинных штаммов RotaTeq® и Rotarix®.   



79 
 

G4. Еще одним глобальным генотипом VP7, входящим в пентавалентную 

вакцину RotaTeq®, является G4. Bok с соавторами, предложили деление генотипа 

G4 на две линии (G4-1 и G4-2), подразделив первую линию на четыре сублинии 

(G4-1a – G4-1e) [64]. Вакцинный штамм (BrB) с генотипом G4 несет аллель G4-1a. 

Нижегородские РВА с генотипом G4 имеют высокий уровень гомологии 

нуклеотидных последовательностей. Изолированные нами G4 штаммы относятся к 

сублинии G4-1с. Стоит отметить, что период доминирования (доля в структуре 

вирусной популяции составляет более 30 %) штаммов ротавирусов с генотипом 

G4P[8] в Нижнем Новгороде составил 11 сезонов [23]. На территории Западной 

Сибири (Новосибирск и Омск, 2007-12 гг.) были изолированы ротавирусы, 

относящиеся к линии G4-2. 

G9. В последнее десятилетие генотип G9 стал пятым широко 

распространённым генотипом среди людей, инфицированных РВА. Для РВА G9 

генотипа установлено существование шести филогенетических линий [260]. 

Ротавирусы с генотипом G9 не включены в вакцины RotaTeq® и Rotarix®. Штамм 

в составе вакцины Rotavac (применяемой в Индии), несет аллель G9-II. Линия G9-

III, к которой относятся и нижегородские ротавирусы, включает подавляющее 

большинство современных штаммов, выявленных у людей. РВА линии G9-III были 

выявлены в комбинациях: G9P[4], G9P[6] и G9P[8] [225]. В Нижнем Новгороде 

ротавирусы G9 генотипа доминировали в период 2014-2016 гг. [23] и в дальнейшем 

преобладали до 2018 года. Нуклеотидные последовательности гена VP7 

ротавирусов, изолированных на территории России (Москва, Новосибирск, Омск), 

также принадлежат линии G9-III. Помимо РВА, относящихся к третьей линии, на 

территории нашей страны циркулируют штаммы, несущие аллель G9-IVe, которые 

были изолированы в Смоленске и Москве в 2012-13 гг., а также в Новосибирске и 

Нижнем Новгороде в 2016-20 гг. 

G6. Отдельно стоит сказать про генотип G6, который был обнаружен на 

территории Нижнего Новгорода в 2015 и в 2016 годах. Других ротавирусов с 

генотипом G6, выявленных на территории России, в международной базе GenBank 

не представлено. Для РВА G6 генотипа установлено существование шести 
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филогенетических линий [46, 74, 234].В составе вакцины RotaTeq® присутствует 

штамм WC3 с генотипом G6P[8]. Штаммы РВА с генотипом G6 не характерны для 

человека и чаще встречаются у крупного рогатого скота в сочетании с P[1], P[5] и 

P[11] [Badaracco et al., 2013; Cashman et al., 2010; Monini et al., 2008]. РВА с 

генотипом G6, изолированные от детей в Нижнем Новгороде несут аллель G6-I, в 

отличие от вакцинного штамма штамма WC3 в составе RotaTeq®, принадлежащего 

линии G6-IV.  

В ноябре 2016 года у ребенка с симптоматической РВИ был обнаружен РВА 

генотипа G12P[8]. Для генотипа G12 показано существование 4-х 

филогенетических линий [269]. На филогенетическом дереве нижегородский 

изолят РВА относится к линии G12-III, наиболее распространенной в настоящее 

время в мире, и формирует отдельный достоверный кластер с ротавирусами из 

Таиланда и Пакистана, идентифицированными в 2010-2012 гг. 

Таким образом, российские РВА несут 12 аллелей гена VP7 восьми генотипов: 

G1-1 и G1-2c; G2-IVa-1 и G2-IVa-3; G3-3а, G3-3e и G3-1; G4-1c; G9-III, G9-IVe; 

G12-3; G6-I; G8, что отличает их от вакцинных аллелей гена VP7: G1-2a (Rotarix®), 

G1-3, G2-II, G3-3d, G4-1a, G6-IV (RotaTeq®). Разнообразие аллелей гена VP7 и их 

отличие от вакцинных не исключает возможность формирования новых 

антигенных вариантов ротавируса.  

 

 

2.2 Филогенетический анализ на основе нуклеотидных 

последовательностей гена белка наружного капсида VP4 

 

 

 

Ген VP4 размером 2362 п.н. кодирует протеазочувствительный ([P]-генотип) 

белок наружного капсида вириона. В настоящее время выделен 51 [P]-тип гена VP4 

ротавируса вида А, изолированного у человека и животных. У РВА человека 

наиболее распространенными являются генотипы P[8], P[4] и P[6] [65, 158, 202]. 

Генотипы гена VP4 отличают друг от друга при превышении уровня различий 

нуклеотидных последовательностей в 20 %. Ген VP4 кодирует два белковых 
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домена: VP8* и VP5*. Участок VP5* является консервативным регионом, поэтому 

для филогенетического анализа диких штаммов используют нуклеотидную 

последовательность вариабельного участка VP8* [185]. 

Согласно классификации, предложенной Arista с соавторами в 2006 году и 

Cunliffe с соавторами в 2001 году, на основе участка VP8* гена VP4 принято 

выделять 4 линии генотипа P[8] (P[8]-1 – P[8]-4) [42, 94]. В состав вакцины Rotarix® 

входит штамм ротавируса, несущий вариант P[8]-1. В вакцине RotaTeq® 

содержится ротавирус линии P[8]-2 [335]. 

В данной работе проанализированы нуклеотидные последовательности гена 

VP4, которые принадлежат ротавирусам, выделенным на территории Нижнего 

Новгорода в период с 2008 по 2020 годы (Рисунок 11). В выборку вошли 48 

последовательностей, которые относились к генотипам P[8] (29 

последовательностей) и P[4] (19 последовательностей). Перечень штаммов 

приведен в приложении (Таблица А2). Кроме этого, в выборку вошли 480 

последовательностей гена VP4 российских ротавирусов, доступных в 

международной базе GenBank.  

P[8]. До 2004 года, на территории России активно циркулировали ротавирусы 

линии P[8]-1, после чего РВА этого аллеля выявлены не были. К настоящему 

времени, основываясь на наших исследованиях и литературных данных, линия 

P[8]-2 не была обнаружена как в Нижнем Новгороде, так и в других регионах 

России [244]. Все современные ротавирусы P[8]-генотипа, изолированные на 

территории Нижнего Новгорода, принадлежат линии P[8]-3. Согласно 

классификации, предложенной da Silva с соавторами, подразделившими линию 

P[8]-3 на шесть сублиний [95], современные нижегородские штаммы несут аллели 

P[8]-3.1 и P[8]-3.6 (Рисунок 11).  

Линия P[8]-4 до настоящего времени не идентифицирована на территории 

Нижнего Новгорода. Однако по литературным данным, этот вариант гена VP4 

обнаруживался на территории Новосибирска в 2007-2011 гг. в комбинации с 

разными генотипами (G9, G4, G2, G1) гена VP7 [336]. На территории Европейской 

части России аллель P[8]-4 до настоящего времени не был обнаружен.   
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Рисунок 11. Байесово MCC филогенетическое дерево, построенное на основе 

частичных нуклеотидных последовательностей гена VP4 (домен VP8*) генотипов 

P[4] и P[8] РВА российских и вакцинных штаммов Rotarix® и RotaTeq®.  
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P[4]. В вакцину RotaTeq® входит компонент VP7 штамма SC2 с генотипом G2. 

Однако VP4 с генотипом P[4] не представлен в вакцинах Rotarix® и RotaTeq®, что, 

теоретически, может ослабить нейтрализацию вирусной частицы антителами. 

В настоящее время предложена классификация, позволяющая выделить 

четыре варианта внутри генотипа P[4] [135]. Филогенетический анализ на основе 

нуклеотидных последовательностей РВА, изолированных в Нижнем Новгороде, 

показал, что «дикие» штаммы с генотипом P[4] несут два аллеля: P[4]-IVa и P[4]-

IVb.  

Третьим наиболее распространенным генотипом VP4 в мире является P[6]. 

РВА этого генотипа были обнаружены на территории России в Новосибирске, 

Омске и Смоленске [11]. В Нижнем Новгороде циркуляция ротавируса с генотипом 

P[6] была установлена в рамках данной работы в период 2019-20 гг.  

На территории Нижнего Новгорода ротавирусы с генотипом P[9] гена VP4 в 

минорном количестве выявляются практически каждый эпидемический год. На 

территории России эти штаммы циркулируют в комбинациях с G3, G6, G1 и G4.  

Таким образом, российские ротавирусы несут шесть аллелей гена VP4 четырех 

генотипов: P[8]-3, P[8]-4, P[4]-IVa, P[4]-IVb, P[6], P[9], в отличие от вакцинных 

штаммов имеющих аллели P[8]-1 (Rotarix®) и P[8]-2 (RotaTeq®).  

 

 

 

2.3 Филодинамическая характеристика ротавируса А на основе гена белка 

внутреннего капсида VP6 

 

 

 

Филодинамический анализ позволяет рассчитать скорость эволюционных 

процессов, происходящих в вирусной популяции, оценить накопление мутаций и 

генетическое разнообразие с течением времени. Поскольку в настоящее время VP6 

рассматривается как один из основных протеинов при формировании 

протективного иммунитета (Глава I, раздел 3), научно-практический интерес 
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представляло оценить филодинамические характеристики российской популяции 

РВА на основе этого белка.  

Филогенетический анализ. Ген VP6 имеет размер 1,6 т.п.н., кодирует 

групповой и субгрупповой антигены. На основе анализа нуклеотидной 

последовательности различия, превышающие 19 %, позволяют говорить о разных 

генотипах VP6 ротавируса вида А. К настоящему времени известно 26 генотипов 

VP6 РВА (I1 – I26), изолированных от человека и животных. Несмотря на 

генотиповое многообразие ротавирусов, эпидемически значимые варианты 

относятся к двум генотипам VP6: Wa-подобные ротавирусы (1 геногруппа) и DS-

1-подобные ротавирусы (2 геногруппа), имеющие разное происхождение. Первая 

геногруппа берет свое начало от ротавируса свиней, а вторая от РВА крупного 

рогатого скота [18, 222]. В составе вакцины Rotarix®, основанной на Wa-подобном 

штамме 89-12 ротавируса человека, VP6 относится к первой геногруппе (генотип 

I1). В составе RotaTeq®, основанной на DS-1-подобном штамме WC3 бычьего 

ротавируса, VP6 всех пяти штаммов, входящих в состав вакцины, относится ко 

второй геногруппе (генотип I2). 

Для изучения разнообразия аллелей гена VP6 российских ротавирусов, были 

проанализированы нуклеотидные последовательности, доступные в базе данных 

GenBank. В выборку вошли нуклеотидные последовательности гена VP6 

вакцинных штаммов (RotaTeq® и Rotarix®), а также 262 последовательности гена 

VP6, доступные в базе данных GenBank ротавирусов, изолированных после 2010 

года на территории России в городах: Нижний Новгород (30), Новосибирск (203), 

Омск (29), Смоленск (4), Ханты-Мансийск (3). В исследуемой выборке 206 

последовательностей гена VP6 принадлежали генотипу I1 и 56 генотипу I2.  

Для оценки кластеризации российских штаммов и их взаимоотношений со 

штаммами в составе вакцин RotaTeq® и Rotarix®, на основе общей выборки, 

включавшей генотипы I1 и I2, было сконструировано филогенетическое дерево, 

представленное на рисунке 12. Вакцинный штамм Rotarix® кластеризуется 

отдельно от российских ротавирусов дикого типа. Апостериорная вероятность узла 

с ближайшими российскими вариантами, вошедшими в малочисленную группу I1-
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2, составила 0,42, что не позволяет достоверно говорить о родстве этих штаммов. 

Аллель I1-1 объединяет большинство российских штаммов, изолированных в 

разных регионах, в том числе, в Нижнем Новгороде в 2010-18 гг. К линии I1-2 

принадлежат штаммы с генотипами G4P[8] и G1P[8], изолированные в 

Новосибирске 2010 гг. В группу I1-3 вошли ротавирусы с генотипом G4P[6], 

выделенные в Новосибирске в 2010-12 гг.  

Ротавирусы второй геногруппы на филогенетическом дереве представлены 

тремя кластерами с апостериорной вероятностью 0,99: I2-1 – I2-3. Вакцинные 

штаммы в составе RotaTeq® относятся к сублинии I2-2, так же, как и два 

новосибирских изолята, выделенных в 2010 году. Большинство российских РВА 

второй геногруппы по гену VP6 принадлежат аллелю I2-1. Сублиния I2-3 

представлена штаммами с генотипом G3P[9], изолированными в Нижнем 

Новгороде, Омске и Новосибирске в 2010-16 гг.  

Таким образом, филогенетический анализ, проведенный на основе выборки 

штаммов, изолированных на территории России, позволил достоверно выделить 

три линии внутри генотипа I1 (I1-1 – I1-3) и три линии внутри генотипа I2 (I2-1 – 

I2-3). Большинство российских штаммов I1 генотипа принадлежат линии I1-1. 

Штамм в составе вакцины Rotarix® вошел в кластер I1-2 с последовательностями, 

изолированными в 2010 году в Новосибирске, и не получившими широкого 

распространения. Вакцинные штаммы RotaTeq® сформировали отдельный кластер 

I2-2, в который также попали два изолята из Новосибирска, датированные 2010 

годом. Остальные РВА генотипа I2 несут аллели I2-1 и I2-3. 

Скорость накопления мутаций и tMRCA – это филодинамические 

характеристики, которые были рассчитаны с помощью Байесовского анализа. 

Наблюдение за этими параметрами позволит установить возможные изменения в 

вирусной популяции. Например, установленный высокая скорость накопления 

мутаций генотипа G9 (ген VP7) в 2010 году, тогда еще редкого генотипа, позволил 

спрогнозировать его высокое распространение по всему миру [225]. 
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Рисунок 12. Байесово MCC филогенетическое дерево, построенное на основе 

нуклеотидных последовательностей гена VP6 российских РВА дикого типа и 

вакцинных штаммов Rotarix® и RotaTeq®.   
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Скорость накопления мутаций у российских штаммов с генотипом I1 был немного 

ниже, чем у генотипа I2: 7,732E-4 и 1,008Е-3, соответственно (таблица 13). Для 

каждой линии внутри генотипа уровень мутаций варьировал слабо. Что говорит о 

стабильности внутри аллелей у гена VP6.  

Время циркуляции ближайшего общего предка (tMRCA - the most recent 

common ancestor) датируется 1983 годом для кластера I1-1, включающего 

большинство российских РВА генотипа I1, 1973 годом для кластера I1-2 (которому 

принадлежит штамм в составе вакцины Rotarix®) и 1951 – для штаммов с аллелем 

I1-3 гена VP6. Линия I2-1, которая включает большинство российских РВА второй 

геногруппы, имеет tMRCA в 1992 году. Линия I2-2, включающая вакцинный штамм 

RotaTeq®, имеет общего предка в 1967 году. Аллель I2-3 имеет ближайшего 

общего предка, который датируется 1910 годом (Таблица 13). 

 

Таблица 13 

Скорость накопления мутаций и время циркуляции ближайшего общего предка, 

рассчитанные на основе Байесовской филогенетической реконструкции  

 

 

Генотип 

(Сублиния) 

 

Скорость 

накопления 

мутаций в кластере 

сублиний (замен/на 

сайт/в год) 

tMRCA кластера 

(95% HPD) 

I1 

I1-1 

I1-2 

I1-3 

7,732E-4 

1,098E-3 

9,172E-4 

1,002E-3 

 

1983 (1966-1993) 

1973 (1952-1988) 

1951 (1899-1985) 

I2 

I2-1 

I2-2 

I2-3 

1,008Е-3 

1,197E-3 

1,058E-3 

1,761E-3 

 

1992 (1974-2003) 

1967 (1915-1994) 

1910 (1795-1981) 
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Эффективный размер популяции – это абстрактная величина, которая 

позволяет измерить размер популяции на основе генетического разнообразия в 

рамках идеализированной модели и реконструировать прошлую популяционную 

динамику [136]. Этот параметр позволяет измерить генетическое разнообразие и 

его колебание во времени на основе исследуемых геномных данных. Анализ 

эффективного размера популяции может быть использован для того, чтобы 

ретроспективно установить дату начала эпидемии, а также отследить 

эффективность действий служб и принятых мер по противодействию 

распространения инфекции [122, 271].  

Графики демографической истории, реконструированные на основе 

нуклеотидных последовательностей гена VP6 российских ротавирусов с 

использованием модели SkyGrid и Байесовского анализа, не позволяют выявить 

различия между штаммами, принадлежащими первой и второй геногруппам 

(Рисунок 13). Обе популяции характеризуются долговременными стабильными 

показателями. Ротавирусы с генотипом I1 имели тенденцию к небольшому росту 

эффективного размера популяции, а затем, на уровне 2000 года, произошло 

снижение этого показателя. РВА с генотипом I2 аналогично показали небольшое 

снижение эффективного размера популяции после 2000 года. 

Снижение эффективного размера популяции РВА после 2000х годов 

свидетельствует о снижении генетического разнообразия гена VP6. Эти данные 

подтверждаются филогенетическим анализом – большинство российских 

ротавирусов дикого типа, изолированные в период 2010-18 гг., несут аллели I1-1 и 

I2-1. В кластеры I1-2 и I2-2 вошли вакцинные штаммы Rotarix® и RotaTeq®, 

соответственно. Сублиниям I1-3 и I2-3 принадлежали немногочисленные изоляты, 

не получившие широкого распространения. В условиях низкого охвата 

вакцинацией, снижение эффективного размера популяции может быть, в том числе, 

связано с цикличностью эпидемического процесса, определяемого естественным 

снижением активности циркуляции ротавирусов доминирующего типа под 

воздействием возрастающего коллективного иммунитета, что было ранее показано 

на примере нижегородской популяции РВА [17]. 
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Рисунок 13. Реконструкция демографической истории гена VP6 с генотипами 

I1 и I2 на основе нуклеотидных последовательностей ротавирусов, 

циркулирующих в России. По оси y показан эффективный размер популяции 

вируса (Ne), представляющий количество геномов, эффективно способствующих 

возникновению новых инфекций. По оси х – календарные годы. Линия в центре 

отображает медианные значения в рамках 95 % интервала заданной плотности.  
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Таким образом, на территории России установлена циркуляция РВА с 

генотипами I1 и I2 гена VP6. Внутри каждого генотипа достоверно выделено по 

три линии. С вакцинными штаммами RotaTeq® и Rotarix® (относятся к линиям I2-

2 и I1-2, соответственно) кластеризовались единичные российские изоляты, 

выделенные в Новосибирске в 2010 году и не получившие широкого 

распространения. Филогенетическое разнообразие и филодинамические 

характеристики российской популяции РВА позволяют сделать вывод о 

долговременной стабильности и консервативности гена VP6 генотипов I1 и I2.  

 

 

 

2.4 Филогенетический анализ на основе нуклеотидных 

последовательностей гена неструктурного белка NSP4 

 

 

 

Ген NSP4 имеет размер 751 п.н. и кодирует протеин с множеством функций, 

таких как: энтеротоксин, виропорин, рецептор для однокапсидных частиц 

выполняющий функции транслокатора, является антигеном. Уровень различий 

нуклеотидных последовательностей, превышающий 15 %, говорит о разных 

генотипах гена NSP4. К настоящему времени установлено 27 генотипов NSP4 

ротавируса А, изолированных от человека и животных [278]. 

Для изучения разнообразия аллелей гена NSP4 современных российских 

штаммов РВА и их взаимоотношений с вакцинными штаммами, была изучена 

выборка, в которую вошли 89 нуклеотидных последовательностей российских 

РВА, из которых 45 были изолированы на территории Нижнего Новгорода в период 

1992-2016 гг. Перечень нижегородских штаммов приведен в Приложении (Таблица 

4А).  

На территории Нижнего Новгорода изолированы ротавирусы с генотипами E1, 

E2 и E3 (Рисунок 14). На филогенетическом дереве, реконструированном с 

использованием Байесовского анализа, внутри генотипа E1 можно выделить три 

аллеля (E1-1 – E1-3) с достоверностью 0,99. Вакцинный штамм Rotarix по гену 
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NSP4 относится к сублинии E1-1, при этом не кластеризуется со штаммами дикого 

типа, изолированными на территории России. Аллель E2-2 несут как 

нижегородские штаммы, так и ротавирусы, изолированные на территории Омска и 

Новосибирска. Аллель E1-3 несут штаммы с генотипом G4P[9], изолированные в 

Нижнем Новгороде, а также на территориях Ганы, Чешской республики, Китая, как 

от людей, так и от свиней. По гену NSP4 с генотипом E2 филогенетический анализ 

позволил установить гетерогенность нуклеотидных последовательностей. 

Достоверно можно говорит о четырех сублиниях гена NSP4 ротавирусов, 

выявленных как на территории Нижнего Новгорода, так и в других регионах 

России (E2-1 – E2-4). Штаммы, входящие в состав вакцины RotaTeq®, образовали 

отдельный достоверный кластер E2-5. 

На территории Нижнего Новгорода нами были выявлены три изолята с 

генотипом E3 гена NSP4. Эти штаммы имели генотипы G3P[9] и G6P[9]. В 

международной базе GenBank не представлены нуклеотидные последовательности 

с генотипом E3 гена NSP4 ротавирусов, изолированных в других регионах России.  

Таким образом, филогенетический анализ показал, что российские штаммы 

ротавируса А несут аллели генов VP4 и VP7, отличные от аллелей в составе вакцин 

RotaTeq® и Rotarix®. Вместе с вакцинными линиями гена VP6 кластеризуются 

только единичные изоляты, выделенные в Новосибирске в 2010 году и не 

получившие дальнейшего распространения. Анализ гена NSP4 позволил 

установить, что российские штаммы несут восемь вариантов гена NSP4: E1-1, E1-

2, E1-3, E2-1, E2-2, E2-3, E2-4, E3. Штаммы в составе вакцины RotaTeq® 

образовали отдельный кластер E2-5, в который не вошли российские изоляты, 

представленные в базе данных GenBank. Штамм вакцины Rotarix® несет аллель 

E1-1, который, однако, кластеризуется отдельно от российских вариантов дикого 

типа, принадлежащих этой же линии. 
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Рисунок 14. Байесово MCC филогенетическое дерево, построенное на основе 

нуклеотидных последовательностей гена NSP4 российских РВА дикого типа и 

вакцинных штаммов Rotarix® и RotaTeq®.   
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3 Анализ антигенных эпитопов вакцинных и российских штаммов РВА 

дикого типа 

 

 

 

В настоящей работе проведен сравнительный анализ аминокислотных 

последовательностей в области нейтрализующих конформационных антигенных 

эпитопов белков VP7, VP4 и VP6 и линейных эпитопов белков VP7, VP6 и NSP4 

российских штаммов дикого типа и штаммов в составе вакцин RotaTeq® и 

Rotarix®. Для анализа были использованы выведенные аминокислотные 

последовательности, полученные с помощью программного обеспечения MEGAX 

[193].  

 

 

 

3.1 Сравнительный анализ нейтрализующих антигенных эпитопов  

 

 

 

Антигенные композиции существующих и кандидатных ротавирусных вакцин 

обычно базируются на двух поверхностных протеинах (VP7 и VP4). В настоящее 

время получены данные, свидетельствующие о том, что ротавирусы, относящиеся 

к разным субгенотиповым линиям, способны индуцировать разный 

серологический ответ [42, 163, 176]. В связи с тем, что вакцинные штаммы обеих 

лицензированных вакцин были изолированы более 30 лет назад, иммунный ответ, 

сформированный в результате вакцинации, может быть недостаточно эффективен 

в отношении двух поверхностных белков капсида «диких» вариантов РВА. 

Накопление мутаций в геноме у современных ротавирусов может дать начало 

антигенным изменениям, которые способны подорвать эффективность вакцинации 

в долгосрочной перспективе. В данном разделе проведен сравнительный анализ 

аминокислотных последовательностей в сайтах антигенной нейтрализации двух 

поверхностных белков VP4 и VP7. Местоположение рассмотренных эпитопов 

было определено ранее в ряде работ [39, 112, 186, 229].  
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3.1.1 Нейтрализующие антигенные эпитопы белка VP7 

 

 

 

На белке VP7 установлено три нейтрализующих антигенных эпитопа: 7-1a, 7-

1b и 7-2 (Рисунок 3). Мы провели сравнительный анализ аминокислотного состава 

в этих регионах у вакцинных и штаммов РВА дикого типа с генотипами G1, G2, 

G3, G4 и G9, изолированных на территории России. Для анализа эпитопов 

антигенной нейтрализации была исследована выборка из 470 штаммов (124 РВА, 

изолированных в Нижнем Новгороде, и 346 РВА, изолированных в других 

регионах России), описанная в разделе 2.1.  

G1. Анализ аминокислотной последовательности VP7 ротавирусов с 

генотипом G1 показал, что из 29 аминокислот, составляющих нейтрализующие 

эпитопы, две различаются у вакцин RotaTeq® и Rotarix®: E97D и N147S в регионах 

7-1а и 7-2, соответственно. Российские ротавирусы с генотипом G1 в этих двух 

позициях аналогично с вакцинным штаммом Rotarix® несут аминокислоты 97E и 

147N (Рисунок 15А). Визуализация замен в эпитопах антигенной нейтрализации 

между дикими и вакцинными штаммами приведена на рисунке 15Б. 

При анализе аминокислотной последовательности антигенных регионов 

установлены единичные или случайные мутации, т.е. мутации, которые 

встречались у одного или нескольких штаммов из выборки и не коррелировали с 

принадлежностью к отдельной филогенетической линии. Единичные мутации 

(отмечены знаком ○) были показаны в позициях: 99, 100, 291(7-1а); 212, 213, 238 

(7-1b); 147, 148 (7-2) (Рисунок 15).  

На рисунке 15А розовым цветом выделены ячейки, соответствующие 

ключевым аминокислотным остаткам для связывания антител. Аминокислотные 

остатки в позициях 94N, 123S и 217M у вакцинных и российских вариантов дикого 

типа различались согласно принадлежности линии G1-1 и G1-2. Ротавирусы линии 

G1-2 несли в указанных позициях аминокислоты, аналогичные вакцинным 

штаммам.  
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Штамм Антигенные эпитопы и их аминокислотные позиции 
7-1a 7-1b 7-2 

87 91 94 96 97 98 99 100 104 123 125 129 130 291 201 211 212 213 238 242 143 145 146 147 148 190 217 221 264 

Rotarix G1 T T N G E W K D Q S V V D K Q N V D N T K D Q N L S M N G 

RotaTeq G1 T T N G D W K D Q S V V D K Q N V D N T K D Q S L S M N G 

RUS_G1-1 ▪ ▪ S ▪ E ▪ ○ ○ ▪ N ▪ ▪ ▪ ○ ▪ ▪ ○ ○ ○ ▪ ▪ ▪ ▪ N/○ ○ ▪ T ▪ ▪ 

RUS_G1-2 ▪ ▪ ▪ ▪ E ▪ ○ ○ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ○ ▪ ▪ ○ ○ ○ ▪ ▪ ▪ ▪ N/○ ○ ▪ ▪ ▪ ▪ 

   ●       ●                 ●   

   ▲  ▲     ▲              ▲   ▲   

RotaTeq G2 A N S D E W E N Q D T M N K Q D V S N S R D N T S D I S G 

RUS_IV-a1 T ▪ ▪ N ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ D ▪ S ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ 

RUS_IV-a3 T ▪ ▪ N ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ D ▪ N ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ 

  ● ● ● 
 

 ● ●  ● ● ● ●   ●    ● ●  ● ● ● ● ● ●  

 ▲   ▲              ▲  ▲          

RotaTeq G3 T T N N S W K D Q D A V D K Q D A N K D K D A T L S E A G 

RUS_G3-3a T ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ T/○ ▪ N/○ N/○ ▪ ▪ ○ ▪ ▪ ▪ ▪    ○ ▪ 

RUS_G3-3e S ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ T/○ ▪ N/○ N/○ ▪ ▪ ○ ▪ ▪ ▪ ▪    ○ ▪ 

 ●   ● ●     ● ●     ● ● ● 
 

●   ● ●   ● ●  

 ▲                ▲  ▲ ▲        
 

 

RotaTeq G4 S T S T E W K D Q N L I D K Q D T A D T R A S G E S T S G 

RUS_G4_Ic ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ E ▪ ▪ N ▪ ▪ ▪ ▪ K T ▪ ▪ ▪ ▪ ○ ▪ ▪ 

RUS_G4_II ▪ ▪ ▪ N ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ V ▪ ▪ ▪ N ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ○ ▪ ▪ 

 ●  ● ●      ● ● ● ●    ● ● ●   ● ● ● ●  ● ●  

             ▲   ▲     ▲ ▲        

RUS_G9 T T G T E W K D Q D A I D K Q N T A D N K D S T/○ L S E S G 

Rotarix   ● ●      ● ● ●     ● ● ● ●   ● ●   ● ●  

RotaTeq G1   ▲ ▲ ▲     ▲ ▲ ▲     ▲ ▲ ▲ ▲   ▲ ▲   ▲ ▲  

RotaTeq G2 ▲ ▲ ▲ ▲   ▲ ▲   ▲ ▲ ▲   ▲ ▲ ▲ ▲ ▲ ▲  ▲  ▲ ▲ ▲   

RotaTeq G3   ▲ ▲ ▲       ▲    ▲ ▲ ▲ ▲ ▲   ▲     ▲  

RotaTeq G4 ▲  ▲       ▲ ▲     ▲    ▲ ▲ ▲  ▲ ▲  ▲   

 

Рисунок 15. А. Аминокислотные последовательности сайтов антигенной нейтрализации VP7 вакцинных штаммов Rotarix®, 

RotaTeq® и современных штаммов РВА, циркулирующих на территории России. Цифрами указан порядковый номер 

аминокислоты. (○) показаны единичные мутации, (▲) показано наличие аминокислотной замены в сравнении со штаммом 

RotaTeq®, (●) показано наличие замены в сравнении со штаммом Rotarix®. Розовым цветом выделены аминокислоты, 

ключевые для связывания антител (escape-mutations).   
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Рисунок 15. Б. Аминокислотные замены (показаны красным) в антигенных сайтах нейтрализации белка VP7 у 

вакцинных и российских штаммов разных антигенных вариантов.  
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РВА линии G1-1 несли в этих позициях аминокислотные замены: N94S, S123N, 

M217T (Рисунок 8, 15 А). Позиции 94 и 217 являются критичными для связывания 

нейтрализующих антител [39]. 

G2. У российских ротавирусов и вакцинного штамма SC-2 (G2) RotaTeq® 

различаются четыре аминокислоты в позициях A87T, D96N и S213D, S242N в 

регионах 7-1a и 7-1b, соответственно. Две из них (96 и 213 а.о.) являются 

критичными для связывания с антителами. В позиции 242 ротавирусы линии G2-

IVa-1 несут серин (S), а линии G2-IVa-3 – аспарагин (N).  

Вакцина Rotarix® основана на штамме ротавируса с генотипом G1 и не 

содержит в своем составе компонентов VP7 других G-генотипов. Представляло 

научно-практический интерес оценить уровень различий в области антигенных 

эпитопов у российских ротавирусов дикого типа с доминирующими генотипами 

(G2, G3, G4, G9) и штамма G1 в составе Rotarix®. При сравнении штаммов 

ротавирусов с генотипом G2, изолированных в Нижнем Новгороде, и вакцинного 

штамма Rotarix® выявлены 18 аминокислотных замен во всех трех антигенных 

сайтах.  

Анализ выборки РВА, изолированных в других регионах России, не выявил 

других отличий в рассматриваемых протективных эпитопах. Интересно, что среди 

всех исследованных штаммов с генотипом G2 в сайтах антигенной нейтрализации 

не было установлено единичных аминокислотных замен.  

G3. Сравнительный анализ российских РВА генотипа G3 с вакцинным 

штаммом WI78 (G3) в составе RV5 выявил четыре различающихся аминокислоты 

в регионах 7-1a и 7-1b, в то время как с вакцинным штаммом RIX4414 – наличие 

13 аминокислотных замен в сайтах 7-1a, 7-1b и 7-2. В позиции 87 штаммы дикого 

типа, принадлежащие линиям G3-1 и G3-3e, несут аминокислоту серин, а 

представители линии G3-3a и штамм вакцины RotaTeq® – треонин. В позициях 212, 

238, 242, 146, 221 у единичных штаммов, изолированных в Нижнем Новгороде, 

присутствуют мутации (показаны ○ на Рис. 15А). В позициях 213, 146, 147, 148, 

190, 221 у единичные штаммов, изолированных в других регионах России, 

показаны мутации. Следует отметить, что в позиции 238 у большинства российских 
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штаммов присутствует аспарагин так же, как у вакцинного штамма Rotarix®. У 

вакцинного штамма G3 RotaTeq® в этой позиции находится лизин. Полученные 

результаты сходны с исследованиями, проведенными в Бельгии и Тунисе [236, 

335]. Конформационно позиция 238 окружена аминокислотными остатками 

эпитопа 7-1а и потенциально может быть гликозилирована. Этот процесс может 

привести к изменению антигенных свойств этого эпитопа [335].   

G4. Ротавирус с генотипом G4 продолжительное время является одним из 

доминирующих на территории России и несет стабильные аллели генов VP4 и VP7 

[23]. Все штаммы РВА генотипа G4, изолированные на территории Нижнего 

Новгорода, относятся к линии G4-Ic и имеют высокую степень гомологии 

нуклеотидных последовательностей. При наличии замены в той или иной позиции, 

она присутствует у всех образцов, т.е. является генотип специфической. Всего 

было обнаружено 4 замены в сравнении с вакцинным штаммом BrB (G4) в составе 

RotaTeq® и 16 аминокислотных различий в сравнении с вакцинным штаммом 

Rotarix®. В других регионах России выявлены G4 штаммы РВА, относящиеся к 

линии G4-II. Этот вариант вируса несет ряд аминокислотных различий в сравнении 

с линией G4-Iс: 96N, 129V, 130D, 143R, 145A. В выборке нижегородских штаммов 

дикого типа показана одна единичная мутация в позиции 217. При анализе других 

российских штаммов единичные замены показаны в позициях: 87, 100, 104, 291, 

212, 213, 238, 146, 217, 221. 

G9. В последнее десятилетие генотип G9 получил широкое распространение и 

стал одним из шести глобальных типов РВА. Штаммы с генотипом G9 не входят в 

состав вакцин Rotarix® и RotaTeq®.  

Проведен сравнительный анализ аминокислотных последовательностей в 

области сайтов антигенной нейтрализации между штаммами G9 дикого типа, 

которые были изолированы в Нижнем Новгороде и других регионах России, а 

также вакцинным штаммом Rotarix® и для каждого из четырех генотипов в составе 

вакцины RotaTeq® (G1, G2, G3 и G4). Между российскими изолятами РВА и 

штаммом Rotarix® (с генотипом G1) было установлено 13 аминокислотных 

различий. Штаммы в составе вакцины RotaTeq® несут разное количество замен в 
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сравнении со штаммами дикого типа генотипа G9: для RV5-G1 показано 14 

различий, RV5-G2 – 19 различий, RV5-G3 и RV5-G4 – по 11 различий.  

В анализируемой выборке российских штаммов РВА генотипов G1, G2, G3, 

G4 и G9, и вакцинных штаммов RotaTeq® и Rotarix® полностью консервативны 

были четыре аминокислотных остатка (98W, 104Q, 201Q, 264G). 

Ротавирусная инфекция и иммунизация индуцируют сильный специфический 

ответ на белок VP7. Действие нейтрализующих антител основано на том, что, 

прикрепляясь к VP7, они стабилизируют тример, блокируя раздевание вириона 

[39]. Антигенные регионы 7-1 и 7-2 вместе покрывают большую часть наружной 

поверхности VP7, приводя к тому, что у разных серотипов вируса в этой области 

отсутствуют консервативные участки [Aoki et al., 2009]. Ранее в нейтрализующих 

эпитопах белка VP7 были установлены ключевые позиции аминокислот, замены в 

которых приводят к избеганию вирусом иммунного ответа (escape-mutation). На 

рисунке 15A позиции этих аминокислотных остатков выделены розовым цветом. 

Поскольку вакцина Rotarix® является моновалентной (G1 генотип), сравнительный 

анализ с дикими штаммами генотипов G2, G3, G4 и G9 показал большее количество 

различий в аминокислотном составе антигенных эпитопов, по сравнению с 

пентавалентной вакциной RotaTeq®.  

В настоящее время отсутствуют данные, позволяющие оценить влияние 

аминокислотных замен в антигенных эпитопах VP7 РВА на формирование 

протективного иммунитета. Белок VP7 ротавируса несет на своей поверхности как 

серотип-специфические сайты, так и участки перекрестной нейтрализации. Одна из 

широко применяемых во всем мире вакцин RotaTeq® предположительно достигает 

своей эффективности в условиях циркуляции ротавирусов разных генотипов 

благодаря разнообразию экспрессируемых антигенов. Сравнительный анализ 

аминокислотного состава в области нейтрализующих эпитопов VP7 российских 

штаммов и моновалентной вакцины Rotarix® показал наличие относительно 

большого количества аминокислотных замен. Ранее было показано формирование 

гетеротипического иммунитета при вакцинации Rotarix® [103, 104].  
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Таким образом, в работе проведен сравнительный анализ аминокислотных 

последовательностей в области нейтрализующих эпитопов белка VP7 РВА 

генотипов G1, G2, G3, G4 и G9: 124 последовательностей РВА, изолированных на 

территории Нижнего Новгорода, 346 последовательностей РВА, циркулирующих 

в других регионах России, нуклеотидных последовательностей штаммов вакцин 

RotaTeq® и Rotarix®. Между российскими штаммами с генотипом G1 и штаммами 

в составе вакцин показано 5 и 3 аминокислотных различия, соответственно. В 

регионах антигенной нейтрализации количество аминокислотных различий между 

современными российскими штаммами ротавирусов и вакциной Rotarix® 

различалось в зависимости от генотипа штамма и составило: G2 (13 замен), G3 (13 

замен), G4 (16 замен) и G9 (13 замен). Благодаря вариативной композиции 

антигенного состава пентавалентной вакцины RotaTeq®, в сайтах антигенной 

нейтрализации было установлено меньшее (относительно Rotarix®) количество 

различий с российскими ротавирусами: по четыре аминокислотных различия со 

штаммами генотипов G2, G3 и G4. Сравнительный анализ аминокислотного 

состава в области сайтов антигенной нейтрализации компонентов вакцины 

RotaTeq® и РВА с генотипом G9, изолированных в России, показал наличие 14 

различий с вакцинным штаммом G1, 19 – с штаммом G2 и по 11 с компонентами 

VP7 генотипов G3 и G4.  

 

 

 

3.1.2 Нейтрализующие антигенные эпитопы белка VP4 

 

 

 

Нейтрализующие антигенные эпитопы домена VP8* 8-1 – 8-4 включают 25 

аминокислот (Рисунок 3). В ротавирусной популяции основную долю составляют 

штаммы с генотипом P[8]. На втором месте по распространенности стоят штаммы 

с генотипом P[4], которые не представлены в вакцинах Rotarix® и RotaTeq®.  

Выборка штаммов, составленная для анализа аминокислотной 

последовательности в области антигенных эпитопов описана в разделе 2.2. В 
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анализ были взяты: 48 последовательностей VP4 штаммов РВА, изолированных на 

территории Нижнего Новгорода, и 480 последовательности гена VP4 P[8] генотипа 

ротавирусов, выделенных в других регионах России.  

В нашем исследовании при сравнительном анализе аминокислотного состава 

российских ротавирусов с генотипом P[8] и вакцинных штаммов в составе 

RotaTeq® и Rotarix® показано, что регионы 8-2 и 8-4 состоящие из двух и трех 

аминокислотных остатков, соответственно, не содержат различий с вакцинными 

штаммами. Различия в аминокислотной последовательности между вакцинными и 

исследуемыми штаммами сосредоточены в участках: 8-1 и 8-3 (Рисунок 16А). 

Всего показано наличие четырех различий с вакциной RotaTeq® и 6 с вакциной 

Rotarix®. В позициях 116 и 183 у нижегородских штаммов находятся единичные 

мутации. У других российских штаммов единичные мутации показаны в позициях 

150, 192, 115, 125, 135 и 87. В позициях 194, 195 и 113 как у нижегородских 

штаммов дикого типа, так и у российских изолятов, выделенных в других регионах 

России, находятся аминокислоты D194N, G195D, D113N. Установленные мутации 

в этих позициях не коррелируют с принадлежностью рассматриваемых изолятов к 

той или иной сублинии. Визуализация аминокислотных замен между вакцинными 

штаммами и российскими ротавирусами дикого типа представлена на глобулярном 

домене VP8* белка VP4 (Рисунок 16Б). 

Вакцины Rotarix® и RotaTeq® не содержат в своем составе компонента VP4 

с генотипом P[4]. Поскольку штаммы с генотипом P[4] занимают второе место по 

распространенности в России и мире, и преобладали на территории Нижнего 

Новгорода в 2017-18 гг., научно-практический интерес представляло сравнение 

аминокислотного состава вакцинных штаммов и штаммов дикого типа с генотипом 

P[4] в области сайтов антигенной нейтрализации. Сравнительный анализ 

аминокислотного состава в области нейтрализующих эпитопов позволил 

установить 10 аминокислотных различий между дикими российскими штаммами и 

вакцинным штаммом RotaTeq® и 12 аминокислотных различий со штаммом P[8] в 

составе Rotarix®. В позициях 87 и 114 аминокислотные различия были связаны с 

принадлежностью к аллелям P[4]-IVa (87S и 114Q) и P[4]-IVb (87N и 114P).  
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Штамм 
 

 

Антигенные эпитопы и их аминокислотные позиции 
8-1 8-2 8-3 8-4 

100 146 148 150 188 190 192 193 194 195 196 180 183 113 114 115 116 125 131 132 133 135 87 88 89 
Rotarix D S Q E S T N L N N I T A N P V D S S N D N N T N 

RotaTeq D S Q E S T N L N D I T A N P V D N R N D D N T N 

RUS_P[8] ▪ ▪ ▪ D/○ ▪ ▪ ▪ ▪ D/N G/D ▪ ▪ ○ D/N ▪ ▪ ○ ▪ R ▪ ▪ D ▪ ▪ ▪ 

Rotarix    ●     ● ●    ●     ●   ●    

RotaTeq    ▲     ▲ ▲    ▲            

RUS_P[4]-VIa ▪ ▪ ▪ D ▪ ▪ D/○ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ S Q T N N E ▪ S D S ▪ D 

RUS_P[4]-VIb ▪ ▪ ▪ D ▪ ▪ D/○ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ S ▪ T N N E ▪ S D ▪ ▪ D 

Rotarix    ●   ●       ● ● ● ● ● ●  ● ● ●  ● 

RotaTeq    ▲   ▲       ▲ ▲ ▲ ▲  ▲  ▲  ▲  ▲ 

 

Рисунок 16. А. Аминокислотные последовательности сайтов антигенной нейтрализации на участке VP8* вакцинных штаммов 

Rotarix®, RotaTeq® и современных штаммов дикого типа с генотипом P[8], циркулирующих на территории России. Цифрами 

указан порядковый номер аминокислоты. (○) показаны единичные мутации, (▲) показано наличие аминокислотной замены в 

сравнении со штаммом RotaTeq®, (●) показано наличие замены в сравнении со штаммом Rotarix® 

 

А 
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Рисунок 16 Б. Аминокислотные замены (показаны красным) в сайтах нейтрализации белка VP8* у вакцинных и 

российских штаммов разных антигенных вариантов.  

Б
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Сравнительному анализу аминокислотного состава нейтрализующих 

эпитопов диких и вакцинных штаммов РВА посвящен ряд исследований. 

Подобные работы проводились на территории Бельгии, Туниса, Индии, 

Саудовской Аравии [28, 192, 236, 335]. Все исследования показали наличие в 

регионах антигенных детерминант аминокислотных различий между 

современными циркулирующими и вакцинными штаммами.  

На территории Бельгии специфическая профилактика ротавирусной инфекции 

вакцинами RotaTeq® и Rotarix® включена в национальный календарь с 2007 года. 

Анализ сайтов антигенной нейтрализации белков VP7 и VP4 штаммов, 

изолированных в Бельгии в 2008-09 годах, и штаммов RotaTeq® и Rotarix®, 

показал наличие замен [335], которые аналогичны заменам, установленным для 

современных штаммов РВА, выявленных в Нижнем Новгороде. При этом в Бельгии 

была показана высокая эффективность вакцинации с существенным снижением 

тяжелых случаев ротавирусного гастроэнтерита [66].  

На территории Индии и Туниса вакцины RotaTeq® и Rotarix® лицензированы 

и доступны для применения на частном рынке, однако не входят в национальные 

календари прививок этих стран. В Саудовской Аравии преобладают РВА с 

генотипом G1P[8], вакцина Rotarix, массово применяемая для профилактики 

ротавирусного гастроэнтерита с 2013 года, хорошо себя зарекомендовала [334].  

Таким образом, в ходе сравнительного анализа аминокислотных 

последовательностей белков наружного капсида VP7 и VP4 российских 

ротавирусов дикого типа и вакцинных штаммов Rotarix® и RotaTeq® в области 

нейтрализующих эпитопов, нами установлен ряд различий. На белке VP7 

аминокислотные различия показаны во всех трех антигенных эпитопах 7-1a, 7-1b и 

7-2. Кроме этого, у ряда нижегородских штаммов G3-генотипа наблюдается замена 

в позиции 238, что потенциально может приводить к ее гликозилированию и, как 

следствие, изменению антигенных свойств белка. Сравнительный анализ 

отдельных штаммов в составе вакцины RotaTeq® и российских штаммов с 

генотипом G9 показал, что многокомпонентный состав RotaTeq® существенно не 

повлиял на количество аминокислотных различий в области сайтов антигенной 
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нейтрализации. Количество аминокислотных различий вакцинных вариантов и G9 

штаммов дикого типа было сравнимо у моновалентной вакцины Rotarix® и 

отдельных компонентов RotaTeq®.  

На белке VP4 аминокислотные различия нейтрализующих сайтов между 

вакцинными и нижегородскими штаммами с генотипом P[8] отмечены в двух 

эпитопах: 8-1 и 8-3. Количество замен составило 6 аминокислот с вакциной 

Rotarix® и 4 c вакциной RotaTeq®. Российские штаммы с генотипом P[4] 

отличались от вакцин Rotarix® и RotaTeq® на 12 и 10 аминокислот, 

соответственно. В целом, сравнение штаммов дикого типа и вакцинных вариантов 

показывает существенно меньшее количество различий, если они принадлежат 

одному генотипу. 

В последнее десятилетие сразу два генотипа VP7 вошли в состав глобальных 

штаммов РВА - G9 и G12. Кроме этого в ряде регионов показана активизация 

циркуляции штаммов G2P[4] и реассортантов между первой и второй геногруппой. 

Сложная и разнообразная генотиповая структура ротавирусной популяции, 

приводит к вариативному составу эпитопов антигенной нейтрализации. Однако, 

помимо белков наружного капсида VP7 и VP4, показана роль других структурных 

и неструктурных белков, способных индуцировать защитный иммунный ответ, в 

частности VP6 и NSP4 [177, 246]. 

 

 

 

3.1.3 В-клеточные антигенные эпитопы белка VP6 

 
 
 

Внутренний капсид ротавируса имеет икосаэдрическую симметрию (Т=13) и 

образован 260 тримерами белка VP6. Полипептидная цепь VP6 свернута в два 

домена. Домен В у основания молекулы состоит из двух сегментов 

аминокислотной цепи: 1-150 а.о. N-конца и 335-397 а.о. С-конца. Домен Н 

находится в верхней части молекулы и образован 151-334 а.о. Тримеры VP6 

обладают способностью специфически взаимодействовать между собой, а также с 
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вирусными структурными белками VP2, VP4 и VP7. Участки взаимодействия 

обладают наиболее консервативными остатками полипептидной цепи [76, 105, 

221]. Также на протеине VP6 установлены функционально-значимые домены: 246-

314 а.о. домен тримеризации VP6; 251-397 a.о. – домен сборки [30, 86]. 

В нашей работе мы провели сравнительный анализ аминокислотного состава 

области антигенных эпитопов белка VP6 штаммов вакцин RotaTeq® и Rotarix® и 

ротавирусов, изолированных на территории России после 2010 года (262 

последовательности). В выборку вошли последовательности, которые были 

использованы для филогенетического анализа и описаны в разделе 2.3.  

Ранее в работе Aiyegbo с соавторами были описаны два предполагаемых 

антигенных эпитопа для внутриклеточных антител, расположенных на VP6: A 

(231-260 а.о.) и B (265-292 а.о.). Было показано, что IgA человека, связываясь 

внутри клетки с субвирусной двухслойной частицей, блокирует транскрипцию 

ротавируса [34].  

Эпитоп А сформирован 30 аминокислотными остатками. Аминокислотный 

состав в этом регионе у вакцин Rotarix® и RotaTeq® отличается на одну позицию 

F248Y (Рисунок 17). Штаммы дикого типа, изолированные на территории России, 

отличаются от вакцинных вариантов единичными мутациями у отдельных 

изолятов. В позиции 252 ряд российских образцов (169 из 180 

последовательностей), относящихся к первой геногруппе, несет замену V252I. У 

второй геногруппы в этой позиции находится валин (V), так же как у вакцин 

Rotarix® и RotaTeq®. Данная аминокислотная мутация не связана с 

принадлежностью к определенной линии или кластеру на филогенетическом 

дереве.  

Эпитоп В образован 28 аминокислотными остатками. Аминокислотный состав 

отличается у вакцин Rotarix® и RotaTeq® на одну позицию S291L. В позиции 281 

у обеих вакцин находится изолейцин, однако у диких штаммов и первой и второй 

геногрупп наблюдается замена на валин (у 38 из 180 изолятов генотипа I1 и у 26 из 

35 изолятов генотипа I2), которая не связана с филогенетической характеристикой 

штаммов.   
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 Антигенный эпитоп А 231-260 а.о. 

231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 254 255 256 257 258 259 260 

Rotarix I1 R F S F P R V I N S A D G A T T W F F N P V I L R P N N V E 

RotaTeq I2 R F S F P R V I N S A D G A T T W Y F N P V I L R P N N V E 

RUS I1 ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● I/V ● ● ● ● ● ● ● ● 

RUS I2 ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● Y 
● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● 

 

 Антигенный эпитоп В 265-292 а.о. 

265 266 267 268 269 270 271 272 273 274 275 276 277 278 279 280 281 282 283 284 285 286 287 288 289 290 291 292 

Rotarix I1 L N G Q I I N T Y Q A R F G T I I A R N F D T I R L L F 

RotaTeq I2 L N G Q I I N T Y Q A R F G T I I A R N F D T I R L S F 

RUS I1 ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● I/V ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● 

RUS I2 ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● I/V ● ● ● ● ● ● ● ● ● S ● 

 

Рисунок 17. Аминокислотный состав антигенных эпитопов А (231-260 а.о) и В (265-292 а.о.) белка VP6 российских 

ротавирусов и штаммов в составе вакцин RotaTeq® и Rotarix®.  
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После перенесенной ротавирусной инфекции обнаруживают высокие титры 

антител против протеина VP6. На белке VP6 выявлено несколько B- и Т-клеточных 

антигенных эпитопов. Исследования антигенных свойств белка VP6 показали, что 

субгрупповые эпитопы являются конформационными и доступны только на 

поверхности тримера, но не на мономерной единице VP6 [141]. Установлено, что 

одиночная аминокислотная мутация в положениях 172 или 305 и 296-299 влияет на 

связывание антител, специфичных в отношении антител субгруппы I (SGI) [207]. 

Двойная аминокислотная замена в положении 305-306 и одиночная 

аминокислотная мутация в положении 315 влияют на связывание антител, 

распознающих эпитоп субгруппы II (SGII) [207, 299].  

На исследуемой выборке штаммов показано наличие аминокислотных 

различий в позициях M172A, N305A, Q315E, соответствующее принадлежности к 

первой или второй геногруппе. Участки 296 а.о. и 306 а.о. были консервативны у 

всех рассмотренных изолятов. 

Таким образом, анализ аминокислотного состава в области антигенных 

эпитопов VP6 показывает их высокую консервативность у вакцинных штаммов и 

штаммов дикого типа, изолированных на территории России. Высокая 

консервативность показана у ротавирусов, относящихся к первой и второй 

геногруппам, которые доминируют среди РВА, изолированных от человека.  

 

 

 

 3.2 Сравнительный анализ линейных эпитопов вакцинных и российских 

штаммов РВА дикого типа 

 

 

 

Клеточный иммунный ответ играет важную роль в контроле и элиминации 

вирусной инфекции. Еще в 1995 году было показано, что единичные 

аминокислотные различия в Т-клеточных эпитопах могут привести к 

невозможности распознавания эпитопа специфическими Т-клонами [262].  
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VP7. На белке VP7 ротавируса человека идентифицировано два Т-клеточных 

эпитопа (16-28 а.о. и 40-52 а.о.) [162, 326]. В нашей работе мы провели 

сравнительный анализ аминокислотного состава этих регионов у РВА дикого типа, 

изолированных в России, и штаммов в составе вакцин RotaTeq® и Rotarix® 

(Рисунок 18).  

Всего пять аминокислот в двух рассматриваемых эпитопах были 

консервативны – 21Y, 23L, 24K (в эпитопе 16-28 а.о.) и 51Q, 52N (в эпитопе 40-52 

а.о.). У российских штаммов генотипа G1 в сравнении с вакцинами RV1 и RV5 

установлено по две замены в эпитопах 16-28 и 40-52. Большее количество 

аминокислотных различий показано между штаммом RIX4414 и российскими РВА 

с генотипами G2, G3, G4 и G9, что объясняется моновалентностью вакцины 

Rotarix®. Штаммы дикого типа с генотипом G2 содержат 4 и 10 аминокислотных 

различий с вакциной Rotarix® и, 1 и 3 аминокислотных различия в сравнении с G2 

штаммом вакцины RotaTeq® в эпитопах 16-28 а.о. и 40-52 а.о., соответственно. 

По три аминокислотных различия в обоих эпитопах показаны между Rotarix® 

и российскими G3 РВА, и два различия с G3 вакцинным штаммом RotaTeq® в 

регионе 40-52 а.о. Российские штаммы с генотипом G4 отличались от RV1 на 8 и 7 

аминокислот, штамм G4 в составе RV5 на два аминокислотных остатка в эпитопе 

16-28.  

Ни одна из рассматриваемых вакцин не содержит в составе РВА с генотипом 

G9. Сравнительный анализ штаммов дикого типа был проведен для штамма с 

генотипом G1 в составе вакцины Rotarix® и отдельно для каждого из штаммов с 

генотипами G1, G2, G3 и G4 в составе вакцины RotaTeq®. Российские изоляты G9 

отличались от штамма Rotarix® и компонента G1 вакцины RotaTeq® на 3 и 10 

аминокислот в регионах 16-28 и 40-52, соответственно. Сравнительный анализ 

российских ротавирусов и штамма RotaTeq® с генотипом G2 показал по 4 

аминокислотных различия в эпитопах 16-28 а.о. и 40-52 а.о. Вакцинные варианты 

с генотипами G3 и G4 RotaTeq® отличаются от российских штаммов с генотипом 

G9 на 4 и 7 (регион 16-28) и 6 и 8 (регион 40-52) аминокислот, соответственно.  
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Штамм 
Линейный эпитоп 16-28 a.о. Линейный эпитоп 40-52 a.о. 

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 

Rotarix G1 I I L L N Y I L K S V T R I Y V A L F A L T R A Q N 

RotaTeq G1 I I L L N Y I L K S V T R I T V A L F A L T R A Q N 

RUS _G1 ▪ ▪ ▪ L/F ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ R/Q ▪ S/F ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ○ R/K ▪ ▪ ▪ 

Rotarix    ●         ●  ●        ●    

RotaTeq    ▲         ▲  ▲        ▲    

RotaTeq G2 I I L L N Y I L K T I T N V I V L I S P F V R T Q N 

RUS _G2 ▪ ○ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ L ▪ ○ ▪ M ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ 

Rotarix  ●        ● ●  ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●  ●   

RotaTeq  ▲            ▲  ▲  ▲ 
  

      

RotaTeq G3 V I L L N Y V L K S L T R I I V I L S P L L N A Q N 

RUS _G3 ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ I/V ▪ ▪ ▪ L/F ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ 

Rotarix ●      ●    ●    ●  ●    ●      

RotaTeq                 ▲    ▲      

RotaTeq G4 F V L V S Y I L K T M I K V I V V L S V L S N A Q N 

RUS _G4 ▪ ▪ ○ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ I ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ ▪ 

Rotarix ● ● 
 

● ●     ● ● ● ● ● ●  ●  ● ●  ● ●    

RotaTeq   
 

       ▲                

RUS_ G9 I V L L N Y I L K S L T S L I V I T/A S P F V K T Q N 

Rotarix  ●         ●  ● ● ●  ● ● ● ● ● ● ● ●   

RotaTeq _G1  ▲         ▲  ▲ ▲ ▲  ▲ ▲ ▲ ▲ ▲ ▲ ▲ ▲   

RotaTeq _G2  ▲        ▲ ▲  ▲ ▲   ▲ ▲     ▲    

RotaTeq _G3 ▲ ▲     ▲      ▲ ▲    ▲   ▲ ▲ ▲ ▲   

RotaTeq _G4 ▲   ▲ ▲     ▲ ▲ ▲ ▲ ▲   ▲ ▲  ▲ ▲ ▲ ▲ ▲   

 

Рисунок 18. Аминокислотные последовательности линейных эпитопов белка VP7 российских ротавирусов и 

штаммов в составе вакцин Rotarix® и RotaTeq®. Цифрами указан порядковый номер аминокислоты. (○) показаны 

единичные мутации, (▲) показано наличие аминокислотной замены в сравнении со штаммом RotaTeq®, (●) показано 

наличие замены в сравнении со штаммом Rotarix® 
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VP6. Т-клеточные эпитопы ранее были установлены в ряде работ [251, 325, 

339]. Анализ линейных эпитопов на выборке штаммов, изолированных на 

территории России, позволил выявить лишь единичные мутации штаммов дикого 

типа по сравнению с вакцинными. Аминокислотные различия в позициях N305A, 

Q315E, L342M, A348S коррелируют с принадлежностью к первой и второй 

геногруппам, соответственно. Только в позиции L291S вакцинный штамм Rotarix® 

имеет лейцин, тогда как вакцинные штаммы RotaTeq® и российские образцы 

имеют серин. В целом, эти участки высококонсервативны и точечных мутаций у 

российских штаммов нами обнаружено не было (Рисунок 19). 

NSP4. Антигенный эпитоп на белке NSP4 был установлен в работе Johansen с 

соавторами в 1999 году [Johansen et al, 1999]. Анализ Т-клеточных эпитопов был 

проведен на выборке российских штаммов, описанной в разделе 2.3. Т-клеточный 

линейный эпитоп NSP4 (114-134 а.о.) содержит единичные мутации между RV1, 

RV5 и штаммами дикого типа, так в позиции 131 у вакцинных штаммов находится 

гистидин (Рисунок 20). Часть российских штаммов с генотипом E2 имеют замену 

H131Y, эти штаммы кластеризуются в линию E2-3 (Рисунок 14). Также эта замена 

единично присутствует у штаммов с генотипом E1. В позиции 133 вакцинный 

штамм Rotarix® несет 133N (генотип E1), RotaTeq® 133K (генотип E2). Российские 

ротавирусы с генотипом E1 в позиции 133 содержали N (аспарагин), с генотипом 

E2 – K (лизин). Штаммы с генотипом E3 не включены в состав вакцин RotaTeq® и 

Rotarix® и выборка этих штаммов малочисленна для анализа. По имеющимся 

данным, E3 варианты отличаются от вакцинных только в позиции K133M/V.  
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Рисунок 19. Аминокислотные последовательности линейных эпитопов VP6 вакцинных штаммов Rotarix®, RotaTeq® и 

РВА дикого типа, циркулирующих на территории Нижнего Новгорода. 

 

Штамм Последовательность эпитопа (а.о.) 

RRV/РВА 

человека 

114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 

D K L T T R E I E Q V E L L K R I Y D K L 

Rotarix (E1) • • • • • • • • • • • • • • • • • H • N • 

RotaTeq (E2) • • • • • • • • • • • • • • • • • H • • • 

RUS_E1 • • • • • • • • • • • • • • • • • H • N • 

RUS_E2 • • • • • • • • • • • • • • • • • H/Y • • • 

RUS_E3 • • • • • • • • • • • • • • • • • H • M/V • 

Рисунок 20. Аминокислотные последовательности линейных эпитопов NSP4 вакцинных штаммов Rotarix®, RotaTeq® и 

штаммов дикого типа РВА, циркулирующих на территории Нижнего Новгорода 

Штамм Последовательность эпитопа (а.о.)                      

Wa  341 342 343 344 345 346 347 348 349                      

T L L A N V T A V                      
Rotarix (I1) • • • • • • • • •                      
RotaTeq (I2) • M • • • • • S •                      

RUS_I1 • • • • • • • • •                      
RUS_I2 • M • • • • • S •                      

                               
Штамм Последовательность эпитопа (а.о.) 

RRV/РВА 

человека 

286 287 288 289 290 291 292 293 294 295 296 297 298 299 300 301 302 303 304 305 306 307 308 309 310 311 312 313 314 315 

D T I R S L F Q L M R P P N M T P A V A A L F P N A Q P F E 

Rotarix (I1) • • • • L • • • • • • • • • • • • • • N • • • • • • • • • Q 

RotaTeq (I2) • • • • L S • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

RUS_I1 • • • • L S • • • • • • • • • • • • • N • • • • • • • • • Q 

RUS_I2 • • • • L S • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 
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Таким образом, в ходе проведенного анализа линейных эпитопов VP7, VP6 

и NSP4 установлены различия между вакцинными и российскими штаммами 

ротавирусов. Принципиальное отличие заключается в том, что протеины VP6 и 

NSP4, по сравнению с белком VP7, консервативны в исследуемых областях, даже 

для РВА разных генотипов. Выявленные аминокислотные различия у VP6 и 

NSP4, по-видимому, связаны с генотиповой принадлежностью штамма, а не с 

влиянием иммунологического прессинга. С одной стороны это наблюдение 

делает VP6 и NSP4 удобными моделями для разработки вакцин, с другой, их 

значимость в формировании стойкого протективного иммунитета еще до конца 

не установлена.  

Суммируя все вышесказанное в главе 3, можно заключить, что появление и 

распространение штаммов, несущих новые антигенные характеристики, может 

способствовать преодолению ротавирусами иммунологического прессинга, 

создаваемого естественным и искусственным иммунитетом. Постоянный 

молекулярный мониторинг циркулирующих ротавирусов представляется 

важным для своевременного выявления популяционных перестроек.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

 

 

Ротавирусная инфекция стала контролируемой с убедительными 

доказательствами эффективности вакцинации для детей в развитых и 

развивающихся странах, существенно сократив детскую смертность в регионах 

с низким уровнем дохода. На территории России вакцинация против 

ротавирусной инфекции проводится по эпидемическим показаниям и в рамках 

региональных программ иммунизации детей. В настоящее время активно ведется 

работа по разработке отечественных кандидатов вакцин. Несмотря на активную 

вакцинную компанию, проводимую в мире, связь массовой вакцинации с 

перестройками или антигенными изменениями типовой структуры популяции 

ротавируса не была показана. Научно-практический интерес представляет 

мониторинг изменений в генетической и антигенной структуре циркулирующих 

ротавирусов для осуществления своевременной корректировки антигенного 

состава применяемых вакцин и разработки новых.  

Данная работа посвящена изучению типового разнообразия 

циркулирующих на территории Нижнего Новгорода ротавирусов, а также 

сравнительной молекулярно-генетической характеристике штаммов дикого типа 

и штаммов в составе Rotarix® и RotaTeq®. Исследование проводили с 

использованием G- и [P]-типирования РВА методом мультиплексной ПЦР, 

электрофоретипирования РНК в полиакриламидном геле, секвенирования кДНК 

методом Ф. Сэнгера, высокопроизводительного секвенирования, 

филогенетического и филодинамического анализа на основе Байесовского 

подхода. Первичную структуру эпитопов вакцинных штаммов и российских 

ротавирусов дикого типа сравнивали с использованием программ MEGAX и 

UGENE. Пространственное расположение аминокислотных различий в 

антигенных детерминантах оценивали на трехмерной структуре протеинов VP4 

и VP7 с использованием программы Chimera.  
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На первом этапе исследования была дана характеристика спектра G[P]-

типов РВА в Нижнем Новгороде в 2016-20 гг. В этот период было исследовано 

6100 образцов фекалий, полученных от детей до 14 лет, госпитализированных в 

инфекционный стационар Нижнего Новгорода с диагнозом острая кишечная 

инфекция. Ротавирусы были обнаружены в 27,2 % случаев (1661 образцов), 

генотип определен у 1223 штаммов. Структура популяции ротавирусов в 

изучаемый период времени была представлена 14-ю G[P]-типами: G1P[8] (7,1 

%), G2P[4] (22,5 %), G3P[8] (2,6 %), G4P[8] (10,4), G9P[8] (47,4 %), G12P[8], 

G9P[4], G3P[9], G9P[9], G8P[8], G2P[8], G4P[4], G4P[6], G3P[4]. При этом 

антигены 3-х G-типов (9, 12, 8) и 3-х [P]-типов (4, 6, 9) в вакцинах RV1 и RV5 не 

представлены.   

В течение двух сезонов 2016-18 гг. частота обнаружения ротавирусов 

составила в среднем 31,0 %, затем в 2018-19 гг. произошло статистически 

значимое снижение этого показателя до 21,6 % (p<0,001). На фоне снижения 

частоты обнаружения ротавирусов был отмечен рост числа штаммов с 

генотипом G2P[4], доля которых в 2018-19 гг. составила 39,1 %. Анализ 

миграции сегментов генома в ПААГ штаммов с генотипом G2P[4] позволил 

установить пять разных электрофоретипов РНК. Филогенетический анализ 

показал, что в нижегородской популяции РВА G2P[4] присутствуют два аллеля 

гена VP7 (G2-IVa-1 и G2-IVa-3) и два аллеля гена VP4 (P[4]-IVa и P[4]-IVb), 

которые являются убиквитарными для данного генотипа ротавируса. Показано 

родство штаммов G2P[4], изолированных в период 2018-19 гг., т.е. в период 

активизации их циркуляции, с нижегородскими штаммами 2016-18 гг. В сезон 

2019-20 гг. частота обнаружения РВА незначительно выросла до 25,1 % на фоне 

снижения доли штаммов с генотипом G2P[4] до 22,3 % (p<0,001). По всей 

вероятности, рост доли генотипа G2P[4] в типовой структуре популяции РВА 

носит естественный характер и не связан с вакцинным давлением или завозом 

высокопатогенных вариантов. 

Одним из механизмов ухода вируса от иммунного ответа является 

антигенный шифт. В нижегородской популяции РВА при ретроспективном 
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анализе, нами были обнаружены межгрупповые реассортанты, представляющие 

собой штаммы с генотипом G1P[8] с коротким ЭФ-типом РНК. 

Близкородственные ротавирусы были описаны в Японии, Австралии, Таиланде 

и других странах. На территории Нижнего Новгорода эти штаммы 

циркулировали в 2013-14 гг., но не стали эпидемически значимыми и не 

получили дальнейшего распространения. Однако в исследуемый период 2016-20 

гг. нами установлен рост числа и разнообразия реассортантов между Wa- и DS-

1-подобными вариантами ротавируса. В 2016-17 гг. доля реассортантов 

составила 1,1 %, в сезон 2019-20 гг. выросла до 12,7 % (p<0,001). 

Идентифицировано 6 вариантов реассортации. Увеличение доли и числа 

вариантов реассортантных штаммов отражает активные перестройки в 

популяции ротавируса на фоне снижения активности его циркуляции и может 

привести к генерации нового эпидемически значимого фенотипа вируса.  

С использованием NGS-секвенирования на платформе Illumina 

установлена полная нуклеотидная последовательность двух нижегородских 

изолятов ротавируса с генотипами G2P[4] и G4P[8]. В результате анализа 

филодинамических характеристик на основе полного генома показана аллельная 

принадлежность для каждого сегмента изученных штаммов: G4-1С/P[8]-3.6/I1-

4/R1-A2/C1-A1/M1-A1/A1-B/N1-A/T1-A2/E1-1/H1-A и G2-IVа-3/P[4]-IVb/I2-

VII/R2-VII/C2-VIII/M2-V/A2-II/N2-II/T2-IV/E2-XII/H2-III. С помощью модели 

нестрогих логнормальных молекулярных часов установлена скорость мутаций 

для каждого сегмента генома, которая составила: 4.5E-4 – 2.8E-3 нуклеотидов/на 

сайт/в год для штамма G4P[8] и 7.51E-4 - 1.81E-3 нуклеотидов/на сайт/в год для 

РВА с генотипом G2P[4].  

Показано, что для штамма с генотипом G4P[8] наиболее вероятные 

географические локации циркуляции ближайшего общего предка были: Россия 

(VP7, VP4, VP6), Китай (VP1), Таиланд (VP3), Бельгия (NSP1), Венгрия (VP2, 

NSP2, NSP3), Италия (NSP4) и Япония (NSP5). Для штамма с генотипом G2P[4]: 

Индия (VP7, VP4, VP6, NSP1, NSP4), Малави (VP2, NSP2, NSP3), Австралия 

(VP1), Италия (NSP5) и Бангладеш (VP3). Рассчитана статистически значимая 
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эпидемическая связь со штаммами из других регионов, позволяющая говорить о 

полифилетическом происхождении сегментов генома проанализированных 

ротавирусов. Ближайший общий предок штамма с генотипом G4P[8] 

циркулировал в 2001-2012 гг. в зависимости от анализируемого гена. Для 

штамма с генотипом G2P[4] ближайший общий предок в зависимости от 

сегмента, датируется в диапазоне 2006-2013 гг. 

Ротавирусная популяция динамична и имеет потенциал к формированию 

большого числа ко-циркулирующих вариантов. Вакцинация против 

ротавирусной инфекции признана наиболее эффективной стратегией для 

уменьшения тяжелых случаев ротавирусного гастроэнтерита. Многочисленные 

исследования, проведенные в разных регионах мира, демонстрируют 

циркуляцию РВА, разных линий и сублиний внутри глобальных генотипов, 

которые могут иметь различные антигенные свойства. Поэтому, крайне важно 

идентифицировать генетическое разнообразие штаммов РВА, исследовать 

антигенные различия между российскими штаммами дикого типа и вакцинными 

штаммами в довакцинный период.  

На следующем этапе работы, был проведен сравнительный 

филогенетический анализ на основе нуклеотидных последовательностей генов 

VP7, VP4, VP6 и NSP4 ротавирусов, изолированных на территории России и 

вакцинных штаммов. Нами установлено, что нижегородские РВА несут 12 

аллелей гена VP7: G1-1 и G1-2c; G2-IVa-1 и G2-IVa-3; G3-3а, G3-3e и G3-1; G4-

1c; G6-I; G8; G9-3; G12-3, которые отличаются от вакцинных аллелей гена VP7: 

G1-3, G2-II, G3-3d, G4-1a, G6-IV (RotaTeq®), G1-2a (Rotarix®). Это может быть 

объяснено тем фактом, что штаммы в составе вакцин Rotarix® и RotaTeq® были 

изолированы более 30 лет назад.  

Российские ротавирусы с генотипом P[8] имеют аллели гена VP4 P[8]-3 и 

P[8]-4, в то время как в состав вакцин RotaTeq® и Rotarix® входят штаммы 

ротавирусов, несущие аллели P[8]-2 и P[8]-1, соответственно. Также было 

установлено, что нижегородские ротавирусы с генотипом P[4], не 
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представленные в вакцинах Rotarix® и RotaTeq®, относятся к линиям P[4]-IVa, 

P[4]-IVb.  

Научно-практический интерес представлял анализ филодинамических 

характеристик российских штаммов РВА на основе гена VP6, с целью оценки его 

эволюционной динамики. Выборка нуклеотидных последовательностей гена 

VP6 включала вакцинные штаммы RotaTeq® и Rotarix®, а также 262 

последовательности ротавирусов, изолированных на территории России и 

доступные в международной базе данных GenBank. В ходе анализа показана 

циркуляция на территории России ротавирусов двух генотипов (I1 и I2) гена VP6. 

Внутри каждого генотипа достоверно выделены три линии. Большинство 

российских РВА принадлежат линиям I1-1, I2-1, I2-3. Вакцинные штаммы 

Rotarix® и RotaTeq® кластеризовались в группы I1-2 и I2-2, соответственно. 

Установлено, что скорость накопления мутаций у генотипа I2 (1,008Е-3 

нуклеотидов на сайт в год), немного выше, чем у генотипа I1 (7,732E-4 

нуклеотидов на сайт в год). Кроме этого, для каждой сублинии установлена дата 

циркуляции ближайшего общего предка, которая, в зависимости от аллеля, 

варьировала от 1910 года до 1992 года. С использованием непараметрической 

коалесцентной модели SkyGrid рассчитан эффективный размер популяции, 

демонстрирующий ее стабильное генетическое разнообразие до 2000-х годов, 

после чего стала наблюдаться тенденция к снижению для обоих 

рассматриваемых генотипов. Все вышесказанное позволяет сделать заключение 

об устойчивости генетических показателей VP6, что свидетельствует о его 

консервативности.  

Для изучения разнообразия аллелей гена NSP4 современных российских 

штаммов РВА и их взаимоотношения с вакцинными штаммами, была изучена 

выборка, в которую вошли 89 нуклеотидных последовательностей российских 

РВА, из которых 45 были изолированы на территории Нижнего Новгорода в 

период 1992-2016 гг. Филогенетический анализ нуклеотидных 

последовательностей, выполненный с применением Байесовского подхода, 

позволил достоверно выделить три аллеля генотипа E1 (E1-1 – E1-3) и пять 
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аллелей генотипа Е2 (Е2-1 – Е2-5). Вакцинный штамм Rotarix® принадлежит 

линии Е1-1, как и часть изолятов, выделенных на территории России в 1992-2016 

гг., однако кластеризуется отдельно от них. Аллель E1-2 несут нижегородские 

штаммы и ротавирусы, изолированные на территории Омска и Новосибирска. К 

аллелю E1-3 относятся штаммы с генотипом G4P[9], изолированные в Нижем 

Новгороде, а также на территориях Ганы, Чешской республики, Китая как от 

людей, так и от свиней. Штаммы в составе вакцины RotaTeq® вошли в кластер 

Е2-5, тогда как российские штаммы распределились по линиям Е2-1 – Е2-4. 

Впервые на территории России установлена циркуляция штаммов ротавируса с 

генотипом E3.  

Таким образом, филогенетический анализ штаммов на основе 

нуклеотидных последовательностей генов VP7, VP4, VP6 и NSP4 российских 

ротавирусов и штаммов в составе вакцин Rotarix® и RotaTeq® показал, что 

штаммы дикого типа кластеризуются отдельно от вакцинных. 

Кроме антигенного шифта, который является эффективным инструментом 

эволюции вирусов с сегментированным геномом, антигенный дрейф позволяет 

вирусам накапливать точечные мутации, тем самым избегать иммунного ответа 

и искать новые патогенные варианты. В нашем исследовании был проведен 

сравнительный анализ аминокислотных последовательностей российских 

штаммов дикого типа и вакцинных штаммов в области В- и Т-клеточных 

эпитопов, что до настоящего времени не проводилось. 

В области нейтрализующих эпитопов белка VP7, между российскими 

штаммами с генотипом G1 и штаммами в составе вакцин RV5 и RV1 показано 5 

и 3 аминокислотных различий, соответственно. В сайтах антигенной 

нейтрализации было установлено следующее количество различий вакцинных 

штаммов в составе RotaTeq® с российскими штаммами: G2 (4 различия), G3 (4 

различия), G4 (4 различия). Сравнительный анализ аминокислотного состава в 

области сайтов антигенной нейтрализации отдельных компонентов вакцины 

RotaTeq® и штаммов РВА с генотипом G9, изолированных в России, показал 

наличие 14 различий с вакцинным штаммом G1 RotaTeq®, 19 с G2 штаммом и 



120 

по 11 различий с компонентами VP7 генотипов G3 и G4. В регионах антигенной 

нейтрализации, количество аминокислотных различий между современными 

российскими штаммами ротавирусов и моновалентной вакциной Rotarix® 

различалось в зависимости от генотипа штамма и составило: G2 (13 замен), G3 

(13 замен), G4 (16 замен) и G9 (13 замен). 

В области нейтрализующих эпитопов белка VP4, российские штаммы с 

генотипом P[8] отличаются от вакцинного штамма Rotarix® на четыре 

аминокислоты, от штамма в составе RotaTeq® на 6 аминокислот. Ротавирусы 

дикого типа с генотипом P[4] отличаются от вакцинного штамма RV1 на 12 а.о., 

от вакцинного штамма в составе RotaTeq® на 10 а.о.  

В 2013 году Aiyegbo с соавторами было установлено, что двухкапсидная 

частица ротавириона может быть нейтрализована внутриклеточными 

антителами к белку VP6. В двух предполагаемых эпитопах обнаружены различия 

в позиции F248Y и L291S у штаммов I1 и I2 как вакцинных, так и штаммов 

дикого типа. В эпитопе А, образованному 30 аминокислотами, у российских 

штаммов первой геногруппы, была показана только одна замена V252I в 

сравнении с вакцинными штаммами, которая не коррелировала с субтиповой 

принадлежностью. В эпитопе В, образованном 28 аминокислотными остатками, 

у ряда российских штаммов I1 и I2 в позиции 281 установлена замена I281V, 

которая также не связана с филогенетической характеристикой штаммов. 

По литературным данным, на белке VP7 установлено два Т-клеточных 

эпитопа: 16-28 а.о. и 40-52 а.о. Количество аминокислотных различий у 

пятивалентной вакцины RotaTeq® меньше, чем у моновалентной Rotarix®. 

Российские РВА с генотипом G1 в области линейных эпитопов отличались от 

вакцинных на 4 а.о. Вакцинный штамм Rotarix отличался от российских РВА на: 

14 а.о. (генотип G2), 6 а.о. (генотип G3), 15 а.о. (генотип G4), 13 а.о. (генотип 

G9). Штаммы в составе вакцины RotaTeq® отличилась на 4 а.о. (генотип G2), 2 

а.о. (генотип G3), 1 а.о. (генотип G4), 8-15 а.о. (генотип G9). 

Анализ трех Т-клеточных эпитопов белка VP6 (341-349 a.о., 286-306 a.о., 

301-315 a.о.) позволил установить аминокислотные различия между штаммами 
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первой и второй геногруппы: N305A, Q315E, L342M, A348S. Все три эпитопа 

были высококонсервативны не содержали точечных мутаций. Анализ линейного 

эпитопа NSP4 (114-134 а.о.) у вакцинных и российских штаммов РВА показал 

наличие единичных мутаций у отдельных штаммов. Замена H131Y 

коррелировала с принадлежностью линии E2-3.  

С антигенами наружного капсида ротавириона VP4 и VP7 связываются 

протективные типоспецифические антитела, что дает селективные 

преимущества и позволяет эффективнее распространяться новым G[P]-

вариантам.   Высокий уровень консервативности антигенных эпитопов VP6 и 

NSP4 позволяет объяснить эффект гетеротипического влияния вакцинации на 

снижение уровня тяжелых диарей.  

В настоящей работе охарактеризовано генотиповое разнообразие 

ротавирусов, изолированных на территории Нижнего Новгорода в 2016-20 гг., 

определена субгенотиповая принадлежность доминирующих штаммов с 

генотипом G2P[4], установлена циркуляция двойных межгеногрупповых 

реассортантов и показано увеличение их доли в 2019-20 гг., дана 

филогеографическая характеристика штаммов ротавирусов с генотипами G2P[4] 

и G4P[8] на основе полногеномного анализа, свидетельствующая об их 

полифилетическом происхождении. На основе филодинамического анализа 

продемонстрирована долговременная стабильность и консервативность гена 

VP6 ротавирусов, изолированных на территории России. Установлено, что 

российские ротавирусы и штаммы в составе вакцин RotaTeq и Rotarix несут 

разные аллели генов VP7, VP4, VP6 и NSP4 и характеризуются наличием 

аминокислотных замен в области В- и Т-клеточных эпитопов белков VP7 и VP4 

и их консервативностью у белков VP6 и NSP4.  
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ВЫВОДЫ 

 

 

 

1. С использованием методики мультиплексной ПЦР дана 

характеристика генотипового разнообразия ротавирусов на территории Нижнего 

Новгорода в ранее не охарактеризованный период 2016-2020 гг. Установлена 

циркуляция РВА 14 G[P]-типов: G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8], G12P[8], 

G9P[4], G3P[9], G9P[9], G8P[8], G2P[8], G4P[4], G3P[4], G4P[6]. 

2. В период 2018-2019 гг. установлена активизация циркуляции 

штаммов с генотипом G2P[4]. Показано, что нижегородские штаммы G2P[4] 

несут убиквитарные аллели G2-IVa-1 и G2-IVa-3 гена VP7 и P[4]-IVa и P[4]-IVb 

гена VP4, родственные штаммам, изолированным на территории Нижнего 

Новгорода ранее. 

3. Впервые показана циркуляция на территории России (Нижний 

Новгород) ротавирусов с генотипом G1P[8]-I2-E2, которые являются двойными 

межгрупповыми Wa- и DS-1 реассортантами. Установлено их родство со 

штаммами из Японии и Таиланда. В период 2019-20 гг. показано увеличение 

доли реассортантных штаммов до 12,7 %.  

4. Методом высокопроизводительного секвенирования определен 

генотип всех сегментов генома двух штаммов РВА: G4-P[8]-I1-R1-C1-M1-A1-

N1-T1-E1-T1 и G2-P[4]-I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-T2. Дана их 

филогеографическая характеристика, установлено полифилетическое 

происхождение. 

5. Показано, что российские ротавирусы и штаммы вакцин RotaTeq® и 

Rotarix® по генам VP7, VP4, VP6 и NSP4, кодирующих основные протективные 

антигены, относятся к разным филогенетическим линиям. 

6. В структуре конформационных эпитопов VP4 и VP7 российских 

ротавирусов с генотипами G1, G2, G3, G4 и G9 выявлено меньшее количество 

аминокислотных замен в сравнении с вакциной RotaTeq®, что достигалось за 

счет ее многокомпонентности, чем в сравнении с Rotarix®. Установлена 

консервативность в области линейных эпитопов вакцинных и нижегородских 

штаммов белка VP6 с генотипами I1 и I2, белка NSP4 с генотипами E1, E2, E3.  
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

а.о. – аминокислотный остаток 

ВПЧ – вирусоподобные частицы 

ДСН – додецилсульфат натрия 

кДНК – ДНК, комплементарная РНК 

н.о.  – нуклеотидное основание 

ОГЭ – острый гастроэнтерит 

ОКИ – острая кишечная инфекция 

ОТ – обратная транскрипция 

ПААГ – полиакриламидный гель 

п.н. – пар нуклеотидов 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

РВ – ротавирус 

РВА – ротавирус вида А 

РВВ – ротавирус вида В 

РВС – ротавирус вида С 

РВИ – ротавирусная инфекция  

РВГЭ – ротавирусный гастроэнтерит 

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота  

ЭПР – эндоплазматический ретикулум 

MCC – Maximum clade credibility tree – дерево с наибольшей надежностью 

топологии кладов 

tMRCA – время циркуляции ближайшего общего предка 

RV1 – моновалентная вакцина Rotarix 

RV5 – пентавалентная вакцина RotaTeq 

RRV – ротавирус   
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ПРИЛОЖЕНИЕ 

 

 

 

Таблица 1А. Перечень нуклеотидных последовательностей гена VP7 

нижегородских РВА, использованных в сравнительном анализе с вакцинными 

штаммами 

 

№№ 

пп 

Номер 

изолята 

Год 

изоляции  

G[P]-тип Аллель  Номер GenBank 

1.  1137 2011 G1P[8] G1-1 

 

KM288558 

2.  1146 2011 G1P[8] KM288561 

3.  163 2013 G1P[8] KM288565 

4.  542 2013 G1P[8] KM288566 

5.  593 2013 G1P[8] KM288567 

6.  162 2016 G1P[8] KX545326 

7.  1358 2016 G1P[8] MN337576 

8.  2422 2017 G1P[8] MN337576 

9.  746 2009 G1P[8] G1-2c KM288556 

10.  764 2009 G1P[8] KM288557 

11.  1143 2011 G1P[8] KM288559 

12.  1144 2011 G1P[8] KM288560 

13.  321 2012 G1P[8] KM288562 

14.  939 2012 G1P[8] KM288563 

15.  2212 2012 G1P[8] KM288564 

16.  1020 2015 G1P[8] KX545313 

17.  1102 2015 G1P[8] KX545312 

18.  79 2016 G1P[8] KX545324 

19.  1918 2016 G1P[8] MN337577 

20.  2149 2016 G1P[8] MN337578 

21.  271 2017 G1P[8] MN337580 

22.  347 2017 G1P[8] MN337581 

23.  381 2017 G1P[8] MN337582 

24.  2928 2017 G1P[8] MN337584 

25.  2982 2017 G1P[8] MN337585 

26.  271 2017 G1P[8] MW132494 

27.  347 2017 G1P[8] MW132495 

28.  381 2017 G1P[8] MW132496 

29.  2422 2017 G1P[8] MW132497 

30.  2928 2017 G1P[8] MW132498 

31.  2982 2017 G1P[8] MW132499 

32.  1736 2019 G1P[8] MW132500 
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33.  980 2020 G1P[8] MW132501 

34.  1150 2020 G1P[8] MW132502 

35.  2406 2011 G2P[4] G2-

IVa-1 

KM288568 

36.  2578 2011 G2P[4] KM288569 

37.  159 2016 G2P[4] MF581802 

38.  262 2016 G2P[4] MF581803 

39.  2639 2017 G2P[4] MT149295 

40.  274 2018 G2P[4] MT149297 

41.  287 2018 G2P[4] MT149298 

42.  167 2019 G2P[4] MT149289 

43.  464 2016 G2P[4] G2-

IVa-3 

MF581804 

44.  611 2016 G2P[4] MF581806 

45.  272 2017 G2P[4] MT149296 

46.  557 2017 G2P[4] MN206133 

47.  356 2017 G2P[4] MW132504 

48.  475 2017 G2P[4] MW132505 

49.  122 2018 G2P[4] MT149287 

50.  134 2018 G2P[4] MT149288 

51.  184 2018 G2P[4] MT149290 

52.  2131 2018 G2P[4] MT149292 

53.  2134 2018 G2P[4] MT149293 

54.  2170 2018 G2P[4] MT149294 

55.  3047 2018 G2P[4] MT149299 

56.  3051 2018 G2P[4] MT149300 

57.  53 2019 G2P[4] MT149301 

58.  73 2019 G2P[4] MT149302 

59.  75 2019 G2P[4] MT149303 

60.  208 2019 G2P[4] MT149291 

61.  110 2020 G2P[4] MW132506 

62.  174 2020 G2P[4] MW132507 

63.  2578 2017 G3P[8] G3-1 -- 

64.  1376 2019 G3P[8] MW132509 

65.  1589 2019 G3P[8] MW132510 

66.  1376 2019 G3P[8] MW132511 

67.  25 2020 G3P[4] MW132512 

68.  102 2020 G3P[8] MW132513 

69.  104 2020 G3P[8] MW132514 

70.  140 2020 G3P[8] MW132515 

71.  780 2020 G3P[8] MW132516 

72.  1057 2020 G3P[8] MW132517 

73.  1166 2020 G3P[8] MW132518 

74.  1289 2020 G3P[8] MW132519 
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75.  1306 2020 G3P[8] MW132520 

76.  1587 2020 G3P[8] MW132521 

77.  1708 2020 G3P[8] MW132522 

78.  1975 2020 G3P[8] MW132523 

79.  1976 2020 G3P[8] MW132524 

80.  880 2013 G3P[8] G3-3a KM288570 

81.  471 2016 G3P[9] MW132508 

82.  2866 2017 G3P[8] -- 

83.  1105 2020 G3P[9] MW132525 

84.  1241 2020 G3P[9] MW132526 

85.  1252 2020 G3P[9] MW132527 

86.  2447 2012 G3P[9] G3-3e KM288571 

87.  2457 2012 G3P[9] KM288572 

88.  2461 2012 G3P[9] KM288573 

89.  2711 2012 G3P[9] KM288574 

90.  496 2016 G3P[9] MF581805 

91.  148 2017 G3P[9] -- 

92.  486 2008 G4P[8] G4-1c KM288578 

93.  552 2008 G4P[8] KM288579 

94.  544 2009 G4P[8] KM288575 

95.  934 2012 G4P[8] KJ162419 

96.  1354 2012 G4P[8] KJ162420 

97.  110 2013 G4P[8] KM288576 

98.  118 2013 G4P[8] KM288577 

99.  3846 2013 G4P[8] KM288580 

100.  395 2015 G4P[8] KX545315 

101.  1032 2015 G4P[8] KX545314 

102.  88 2016 G4P[8] KX545323 

103.  390 2016 G4P[8] MW132528 

104.  3025 2016 G4P[8] MW132529 

105.  1356 2017 G4P[8] MW132530 

106.  2192 2018 G4P[8] MW132531 

107.  69 2019 G4P[8] MW132532 

108.  2505 2015 G6P[9] G6-I MF590372 

109.  1061 2016 G6P[9] -- 

110.  414 2015 G9P[8] G9-III KX545308 

111.  441 2015 G9P[8] KX545309 

112.  100 2016 G9P[8] KX545325 

113.  176 2016 G9P[8] KX545327 

114.  701 2016 G9P[8] MW132536 

115.  2155 2016 G9P[8] MW132537 

116.  2548 2016 G9P[8] MW132538 

117.  2885 2016 G9P[8] MW132539 
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118.  714 2019 G9P[8] MW132540 

119.  862 2019 G9P[8] MW132542 

120.  871 2019 G9P[8] MW132543 

121.  839 2020 G9P[8] MW132545 

122.  877 2020 G9P[8] MW132546 

123.  856 2019 G9P[8] G9-IVe MW132541 

124.  830 2020 G9P[4] MW132544 

 

Таблица 2А. Перечень нуклеотидных последовательностей гена VP4 

нижегородских РВА, использованных в сравнительном анализе с вакцинными 

штаммами 

 

№№ 

пп 

Номер 

изолята 

Год 

изоляции 

G[P]-тип Аллель Номер GenBank 

1.  1083 2008 G4P[8] P[8]-3 

 

GU226782 

2.  520 2009 G4P[8] GU226775 

3.  544 2009 G4P[8] GU226776 

4.  746 2009 G1P[8] GU226777 

5.  750 2009 G1P[8] GU226778 

6.  763 2009 G1P[8] GU226779 

7.  764 2009 G1P[8] GU226780 

8.  786 2009 G1P[8] GU226781 

9.  830 2011 G4P[8] KM288553 

10.  1144 2011 G1P[8] KM288554 

11.  2626 2011 G9P[8] KC677702 

12.  445 2012 G9P[8] KC677703 

13.  459 2012 G9P[8] KC677704 

14.  542 2013 G1P[8] KM288555 

15.  561 2013 G9P[8] KC677705 

16.  395 2015 G4P[8] KX545299 

17.  1020 2015 G1P[8] KX545305 

18.  1032 2015 G4P[8] KX545301 

19.  1102 2016 G1P[8] KX545304 

20.  79 2016 G1P[8] KX545318 

21.  176 2016 G9P[8] KX545320 

22.  714 2019 G9P[8] MW132471 

23.  856 2019 G9P[8] MW132472 

24.  862 2019 G9P[8] MW132473 

25.  871 2019 G9P[8] MW132474 

26.  2292 2019 G9P[8] MW132475 

27.  839 2020 G9P[8] MW132477 
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28.  877 2020 G9P[8] MW132478 

29.  1150 2020 G1P[8] MW132480 

30.  159 2016 G2P[4] P[4]-4a MF581807 

31.  287 2018 G2P[4] MT149309 

32.  3047 2018 G2P[4] MT149310 

33.  134 2018 G2P[4] MW132460 

34.  274 2018 G2P[4] MW132461 

35.  167 2019 G2P[4] MT149304 

36.  208 2019 G2P[4] MT149305 

37.  464 2016 G2P[4] P[4]-4b 

 

KX545321 

38.  611 2016 G2P[4] KX545322 

39.  557 2017 G2P[4] MN206131 

40.  2131 2018 G2P[4] MT149306 

41.  2134 2018 G2P[4] MT149307 

42.  2170 2018 G2P[4] MT149308 

43.  3051 2018 G2P[4] MT149311 

44.  53 2019 G2P[4] MT149312 

45.  73 2019 G2P[4] MT149314 

46.  75 2019 G2P[4] MT149313 

47.  110 2020 G2P[4] MW132465 

48.  174 2020 G2P[4] MW132466 

 

Таблица 3А. Перечень нуклеотидных последовательностей гена VP6 

нижегородских РВА, использованных в сравнительном анализе с вакцинными 

штаммами 

 

№№ 

пп 

Номер 

изолята 

Год 

изоляции  

G[P]-тип Генотип Номер GenBank 

1.  2715 2011 G4P[8] I1 KJ162412 

2.  2626 2011 G9P[8] KC689354 

3.  445 2012 G9P[8] KC689355 

4.  459 2012 G9P[8] KC689356 

5.  561 2012 G9P[8] KC689357 

6.  934 2012 G4P[8] KJ162413 

7.  1354 2012 G4P[8] KJ162414 

8.  435 2014 G1P[8] KX758599 

9.  439 2014 G1P[8] KX758600 

10.  1034 2014 G1P[8] KX758601 

11.  2721 2014 G9P[8] KY807544 

12.  3117 2014 G9P[8] KY807547 

13.  441 2015 G9P[8] KY807545 
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14.  414 2015 G9P[8] KY807546 

15.  79 2016 G1P[8] KY271802 

16.  88 2016 G4P[8] KY271803 

17.  100 2016 G9P[8] KY271804 

18.  176 2016 G9P[8] KY271805 

19.  266 2016 G4P[8] MF581797 

20.  268 2016 G4P[8] MF581798 

21.  291 2016 G9P[8] KY807548 

22.  299 2016 G9P[8] KY271806 

23.  304 2016 G1P[8] MF581799 

24.  159 2015 G2P[4] I2 KY271807 

25.  2505 2015 G6P[9] KY271811 

26.  262 2016 G2P[4] KY271808 

27.  464 2016 G2P[4] KY271809 

28.  611 2016 G2P[4] KY271810 

29.  496 2016 G3P[9] KY271812 

30.  705 2016 G3P[9] MF581800 

 

Таблица 4А. Перечень нуклеотидных последовательностей гена NSP4 

нижегородских РВА, использованных в сравнительном анализе с вакцинными 

штаммами 

 

№№ 

пп 

Номер 

изолята 

Год 

изоляции  

G[P]-тип Генотип  Номер GenBank 

1.  79 2016 G1P[8] E1 KY271792 

2.  88 2016 G4P[8] KY271793 

3.  100 2016 G9P[8] KY271794 

4.  176 2016 G9P[8] KY271795 

5.  268 2016 G4P[8] MF581794 

6.  291 2016 G9P[8] MF581795 

7.  304 2016 G1P[8] MF581796 

8.  268 2016 G4P[8] MF581794 

9.  291 2016 G9P[8] MF581795 

10.  159 2016 G2P[4] E2 

 

KY271796 

11.  262 2016 G2P[4] KY271797 

12.  464 2016 G2P[4] KY271798 

13.  611 2016 G2P[4] KY271799 

14.  2505 2015 G3P[9] E3 KY271800 

15.  496 2016 G6P[9] KY271801 

 


